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GLOSARIO

ANALISIS DE BALANCE DE FLUJO (FBA): es un modelo matematico que se
utiliza para estudiar los flux metabdlicos encontrados en un sistema biolégico en
estado estacionario sin necesidad de conocer previamente las concentraciones
iniciales, ni las cinéticas de reaccion de los metabolitos relacionados con la red.

BIODIESEL: es un combustible compuesto por ésteres monoalquilicos de acidos
grasos de cadena larga derivados de lipidos tales como aceites vegetales o
grasas animales, y que se emplean en motores de ignicidn por compresion o
motores diésel. Es un combustible definido como renovable, lo cual da cabida al
uso del término biocombustible.

BIOMASA: materia organica originada en un proceso biolégico, espontdneo o
provocado, utilizable como fuente de energia.

BIOPROCESQO: es cualquier tipo de proceso que utiliza materia organica como la
principal materia prima para transformarla en productos renovables vy
biodegradables utiles para otros procesos productivos.

BIORREACTORES: recipientes en los cuales se llevan a cabo reacciones
bioquimicas y/o proceso, ya sea con enzimas, microorganismos o con ceélulas
vegetales y animales, viables y no viables.

CROMATOGRAFIA: es una técnica de separacion con aplicacion directa
principalmente a compuestos organicos y en algunos casos a compuestos
inorganicos. La separacion cromatografia estd fundamentada en el continuo y
selectivo equilibrio de los componentes de una mezcla entre una fase estacionaria
y una fase movil.

LIPIDOS: quimicamente los lipidos son sustancias de origen biolégico que, siendo
escasamente solubles en agua, pueden ser extraidas con solventes organicos de
baja polaridad.

MICROALGA: microorganismos unicelulares y fotosintéticos, capaces de generar
biomasa organica a partir de CO; y luz usando agua como donador de electrones
oxidandola a O, Se localizan en diversos habitats tales como aguas marinas,
dulces, salobres, residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de temperaturas,
pH y disponibilidad de nutrientes.

PROGRAMACION LINEAL: es un método matematico utilizado en optimizacion

para maximizar o minimizar una funcién objetivo, sujeta a un sistema de
restricciones, donde todas las ecuaciones deben ser funciones lineales.
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TRANSESTERIFICACION: consiste en hacer reaccionar un lipido con un alcohol,
preferiblemente de bajo peso molecular, para producir un éster y un subproducto,
el glicerol. El proceso global se desarrolla en base a tres reacciones reversibles en
la cuales se presentan como productos intermedios diglicéridos y monoglicéridos.
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se desarrolla una ruta estratégica que
relaciona la proporcion carbono nitrégeno (C/N) alimentado al cultivo de
Chlamydomonas reinhardtii con la calidad del biodiesel. Como primera medida se
inicia con la implementacion del modelo matematico FBA en el software de
programacién de GAMS®, ingresando como condiciones iniciales 5% de CO2
como fuente de carbono y 4 puntos diferentes de nitrégeno, que al hacer un
calculo de proporcion entre estos dos componentes, se encuentra que la mejor
relacion es al 4, 5, 7 y 9 de (C/N), para favorecer una mayor produccion de lipidos
en la biomasa microalgal. Luego con los resultados conseguidos a través de la
simulacion, se obtiene una caracterizacion de triglicéridos y acidos grasos, que se
llevan a una transesterificacion y algunos a una esterificacién para adquirir unos
tipos de esteres de metilo que constituyen el biodiesel. Con la composicion del
biocombustible se procede a predecir 6 tipos de propiedades termofisicas por
medio de correlaciones matematicas para evaluar la calidad de su operatividad,
dando como resultado una viscosidad cinematica entre el rango de 4-4,2 mm?/s,
namero de cetano entre 63-65, temperatura de inflamacion entre 160-172°C y tres
propiedades a baja temperatura (punto nube, punto de fluidez y punto de filtro frio)
las cuales varian dependiendo del punto de relacién que se evaluen, donde se
encuentra que los valores de temperatura mas bajas son en C/N=4 con un valor
de 39 °C. Por ultimo se realiza una comparacion de los resultados del modelo FBA
con datos experimentales obtenidos por el grupo de investigacion de la
Universidad de los Andes, donde se encuentra que 2 de los acidos grasos
caracterizados en la cromatografia realizada en la experimentacién, también
hacen parte del perfil lipidico obtenido por la simulacién, dichos acidos grasos
corresponden al Acido caprilico (C8:0) y Acido palmitico (C16:0).

Palabras clave: Andlisis de balance de flujo, relacion carbono-nitrégeno,

composiciéon lipidica, Chlamydomonas reinhardtii, biomasa, transesterificacion,
biodiesel.
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INTRODUCCION

La demanda energética que se presenta actualmente a nivel mundial y el aumento
constante de la contaminacion causada por el uso de energias convencionales,
promueven la busqueda de fuentes de energia no susceptibles a su agotamiento
y que ademas no requieran para su produccion grandes extensiones de tierra que
pueden ser usadas para produccion de alimentos 0 como materia prima en los
procesos alimenticios; esta investigacion se enfoca principalmente en la
produccion de biomasa y lipidos a partir de microalgas debido a que el desarrollo
de nuevas fuentes de energia no convencionales plantea la implementacion de
tecnologia que fomente el aprovechamiento de recursos renovables ademas de
disminuir los riesgos que representan las fuentes de energia convencional para el
medio ambiente.

El cultivo de microalga Chlamydomonas reinhardtii trae consigo beneficios para el
medio ambiente, debido a su baja contaminacion a la hora de realizar el medio de
cultivo, para ello es de suma importancia el desarrollo de sistemas de cultivo que
con un buen rendimiento y bajo costo generen resultados significativos en
procesos biolégicos como la produccion de lipidos que a su vez se proyectaran en
un futuro a la produccién de biodiesel a partir de esta microalga. Esta produccion
de contenido lipidico requiere ciertas condiciones a las cuales se puede obtener
de una forma mas eficiente, ademas de los requerimientos a la hora de controlar
pardmetros para el crecimiento microalgal y por ende al aumento de produccion de
biomasa que a la larga seran productos aprovechables en la industria de
biocombustibles, farmacéuticos o alimenticios.

El modelo de andlisis de balance flujo estacionario (FBA) es un método que ha
sido utilizado en el estudio de la bioguimica de diferentes microorganismos con el
fin predecir el flux de metabolitos a través de una red metabdlica.

El estudio de la microalga Chlamydomonas reinhardtii ha sefialado que esta puede
ser utilizada como un microorganismo modelo para comprender las capacidades
de micro algas a nivel general y evaluar la viabilidad de fabricacion de diferentes
productos, uno de los mas importantes, el biodiesel.

Este proyecto tiene como objetivo simular a través del FBA los efectos de
diferentes concentraciones iniciales de N, (al 0 mmol, 5,5 mmol, 7mmol, 8,3mmol,
10 mmol y 12,5 mmol) sobre la tasa de crecimiento microalgal y comparar los
resultados con los datos experimentales obtenidos con anterioridad en el grupo de
investigacion de disefio de productos y procesos de la Universidad de los Andes.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una ruta estratégica que relacione la proporcion carbono-nitrégeno
(C/N) alimentado al cultivo de Chlamydomonas reinhardtii con la calidad del
biodiesel.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Ajustar el modelo FBA para la obtencion de la composicidon lipidica de la
biomasa microalgal, incluyendo las nuevas reacciones metabdlicas.

2. Generar una ruta estratégica que asocie la composicion lipidica obtenida en el
modelo FBA con el tipo de ésteres de alquilo del biodiesel.

3. Realizar una comparacion de los resultados del modelo FBA, con los datos

experimentales obtenidos por el grupo de investigacibn de Disefio de
Productos y Procesos de la Universidad de los Andes.
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1. GENERALIDADES

En este capitulo se presenta una extension de los conceptos tedricos
considerados fundamentales para la compresién del texto. Aqui se encontraran,
caracteristicas, propiedades, ventajas y aplicaciones de las microalgas, ademas
de una breve descripcion de las condiciones de cultivo, propiedades del biodiesel
y la reaccion de transesterificacion para la obtencién de FAMEs (Fatty Acid Methyl
Ester). Adicional se podran encontrar las definiciones de analisis de balance de
fluo FBA y las nociones fundamentales para la reconstruccion genémica de la
red metabolica de C. reinhardtii.

1.1 MICROALGAS

Las microalgas hacen parte de un diverso grupo de organismos protistas,
eucariotas y unicelulares, capaces de obtener energia quimica mediante la
transformacién de energia luminosa con una eficiencia superior a la de las plantas.
Son consideradas uno de los microorganismos mas versatiles en términos de su
tamafio, funcibn y forma, ademas de estar catalogadas como productoras
primarias de proteinas y lipidos en ambientes acuéticos. Dentro de sus
caracteristicas mas importantes, se puede resaltar el gran potencial que poseen
para ser fuente de productos bioquimicos en diferentes campos de la industria,
tales como polisacéaridos, lipidos y pigmentos, ademas de ser utilizada como
fuente nutricional en suplementos elaborados en las industrias de alimentos y
proveer materias primas para elaboracion de medicamentos, fertilizantes y
combustibles.

Es indispensable destacar que debido al proceso de fotosintesis que llevan a cabo
se han convertido en una parte imprescindible en diferentes ecosistemas, ya que
son capaces de regular el contenido de oxigeno y diéxido de carbono en la
atmosfera.

En cuanto a caracteristicas de composicion cabe aclarar los porcentajes que
constituyen su biomasa, la cual se encuentra dividida de la siguiente manera: 20-
30% de lipidos, 40-50% de proteinas y la parte restante se encuentra subdividida
entre carbohidratos, que en algunas especias puede llegar hasta el 55% de la
biomasa y otros compuestos de menor importancia®.

Las microalgas han sido catalogadas como la materia prima mas eficiente para la
produccion de biomasa, ademas de ser reconocidas como un excelente recurso
medioambiental y biotecnoldgico a nivel econdmico; asi mismo se perfilan como
una alternativa atractiva para su Uso por numerosas razones>.

! Albarracin, 1. (2007). MICROALGAS: POTENCIALES PRODUCTORAS DE BIODIESEL. Centro de Estudios
Internacionales para el Desarrollo, pag. 1-16.

2 , .

Ibid., pag. 3
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¢ Alcanzan altos rendimientos solo con el uso de energia solar y una fuente de
carbono como el CO, por tanto su crecimiento en diferentes ambientes es
sencillo debido a su capacidad fotosintética y a su requerimiento nutricional de
facil acceso.

e Cuando se realizan cultivos de microalgas a gran escala con sistemas abiertos
resultan ser mas simples y econdmicos, ya que se buscan construir
basicamente estanques y cultivar cepas de microalgas que trabajen en
condiciones extremas en las que otros organismos les resultaria dificil crecer,
como por ejemplo pH altos o bajos, temperaturas y requerimientos nutritivos
especificos, entre otros.?

e Es importante mencionar que las microalgas son aptas para ser cultivadas todo
el aflo y cosechadas continuamente.

e Estan capacitadas para sobrevivir y crecer en diversos ambientes que
resultarian precarios para otro tipo de microorganismos, produccion agricola o
consumo de seres humanos o animales. Dichos ambientes son: tierras
marginales. Regiones aridas, ambientes salinos o hipersalinos de baja calidad,
aguas residuales o cargadas de nutrientes®.

e Respecto al contenido lipidico de la microalga, se conoce que Vvaria
dependiendo de la especie y condiciones de cultivo tales como la temperatura,
pH, tiempo de cultivo, intensidad luminica entre otros. Ademas se sabe que el
contenido de aceite en microalgas puede exceder el 80% de peso de biomasa
seca los niveles del 20 al 50% son un contenido bastante comun.

Otros parametros tales como morfologia, estructura celular pigmentacion y ciclo de
vida, son factores que proporcionan una clasificacion mas generalizada de las
diferentes especies de microalgas. En el Cuadro 1., se evidencia las diferentes
clases y sus caracteristicas considerando los parametros anteriormente
mencionados.

* Gonzalez Céspedes, A. M. (Junio de 2016). CULTIVOS DE MICROALGAS A GRAN ESCALA: SISTEMAS DE
PRODUCCION. ADNagro (18), pag. 2.

4 Derner, R. (2006, 12). Microalgas, productos y aplicaciones. Ciencia Rural, Vol. 36, pag. 1959-1967

> Albarracin, I. (2007). MICROALGAS: POTENCIALES PRODUCTORAS DE BIODIESEL. Centro de Estudios
Internacionales para el Desarrollo, pag. 1-16
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Cuadro 1. Clasificacidon de las principales clases de microalgas

Clase Caracteristicas

Division conformada por una gran cantidad de especies,
en particular por las que proliferan en ambientes
Chlorophyta dulceacuicolas. Pueden existir ya sea como células
(algas verdes) individuales o colonias. Su principal reserva de carbono es
el almidén, sin embargo pueden almacenar lipidos bajo
determinadas condiciones.

Estas predominan en aguas oceanicas, no obstante
también se les puede encontrar en aguas dulces y
Bacillariophyta residuales. Se caracterizan por contener silicio en sus
(diatomeas) paredes celulares. Almacenan carbono de maneras
diversas, ya sea como aceites o como crisolaminarina
(polimero glucido).

Division constituida por una gran diversidad de clases
dentro de las cuales destaca la Crysophyceae (algas
doradas), conformada por especies similares a las
Heterokontophyta | diatomeas en términos de composicion bioquimica vy
contenido de pigmentos. Las especies de este grupo son
principalmente de agua dulce. Sus reservas de carbono
son los lipidos y carbohidratos.

Las cianobacterias son microorganismos procariotas cuya
estructura y organizacion son similares a las de las
bacterias. Las cianobacterias desempefian un papel
relevante en la fijacion de nitrbgeno atmosférico.

Cianobacterias

Fuente: Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a partir de
microalgas. Bio Tecnologia, pag. 39- 40.

1.1.1 Funcion fotosintética. Los organismos fotoautétrofos son los que estan
capacitados para llevar a cabo el proceso de fotosintesis en el cual se sintetiza
material organico mediante el uso de energia solar y materia inorganica. El
proceso fotosintético que realiza la microalga se encuentra dividido en dos
grandes grupos de reacciones; las luminicamente dependientes, cuya funcién
principal es la captura de energia proveniente de la luz para transformarla en
circulacion energética de NADPH y ATP, cuyas reacciones promueven la
transferencia y absorcion de fotones que capturan esta energia para la posterior
generacion de un potencial quimico. El segundo grupo de reacciones son
entonces las independientes de la luz, en las cuales se involucran reacciones cuyo
potencial quimico es usado para fijar y reducir carbono inorganico.
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1.1.2 Fijacion fotosintética del CO,. Las microalgas, como las cianobacterias y
al igual también que las plantas verdes, emplean la energia de la luz del Sol para
generar un oxidante lo suficientemente potente como para extraer del agua
oxigeno, protones y electrones. Los electrones extraidos del agua reducen, en la
fase luminosa de la fotosintesis, el NADP+ a NADPH.°

La fase independientemente luminica es donde se da inicio al proceso de fijacion
de CO, usando el poder de asimilacion de NADPH y ATP, eso sucede
principalmente en los estromas que se encuentran en el cloroplasto cuando se
tratan de microalgas eucariotas, en el caso contrario, en las procariotas, sucede
en el citoplasma. Estas reacciones que conforman la fase independientemente
luminica de hecho no ocurren en un periodo de oscuridad, ocurren de manera
simultdnea con las reacciones luminicas, con la Unica diferencia de que en su
proceso no involucran la luz de forma directa. Estas reacciones independientes de
la luz son asociadas al ciclo de Calvin Benson Bassham.

Puntualmente la fijaciébn de dioxido de carbono tiene lugar en el estroma y se
comienza con la ecuacion de la reaccion general, Ecuacién 1., como en todas las
ecuaciones de los procesos fotosintéticos.

Ecuacion 1. Reaccion general de procesos fotosintéticos

6C0, + 12NADPH + 18ATP — C¢H,,04 + 12NADP* + 18ADP + 18P,

Fuente: Campbell, M. K. (2009). BIOQUIMICA 6th ed. CENGAGE Learning.

La reaccién neta de seis moléculas de diéxido de carbono para producir una
molécula de glucosa requiere la carboxilaciéon de un intermediario clave de seis
moléculas con cinco atomos de carbono, la ribulosa-1,5-bisfosfato, para formar
seis moléculas de un intermediario inestable de seis carbonos, que luego se divide
para dar 12 moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PG). De ellas, dos moléculas de 3-
fosfogliccerato (3-PG) reaccionan a la vez y producen glucosa en ultimo término.

Las 10 moléculas restantes de 3-fosfoglicerato (3-PG) se emplean para regenerar
las seis moléculas de ribulosa-1,5-bisfosfato (Ru5P). La via general de la reaccion
es ciclica y se refiere al Ciclo de Calvin.

Para entender en su totalidad la sintesis de carbohidratos a partir de la fijacién de
CO; es necesario dividir el ciclo de Calvin en tres etapas:

e Etapa |. Carboxilacion: fijacion de CO, en un intermedio organico estable.

6 Martinez, A. R. (abril de 2011). Puesta en marcha de un cultivo de cultivo de microalgas para la eliminacion
de nutrientes de un agua residual urbana previamente tratada anaerébicamente. Riunet, pag. 1-102
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e Etapa Il. Reduccion: reduccion de este intermedio con el nivel de carbohidratos.
« Etapa lIl. Regeneracion: regeneracién del CO, aceptor.’

La primera reaccion del Ciclo de Calvin es la carboxilacion o condensacion de la
ribulosa-1,5-bisfosfato (Ru5P) con diéxido de carbono (CO,) para formar un
intermediario de seis carbonos (2-carboxi-3-cetorribitol-1,5-bisfosfato) que
rapidamente se hidroliza para dar dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PG). La
reaccion es catalizada por la enzima ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa
(RuBisCo). Esta enzima estéd ubicada sobre el lado del estroma de la membrana
tilacoide.

Las dos reacciones siguientes conducen a la reduccion de 3-fosfoglicerato (3-PG)
para formar gliceraldehido-3-fosfato (G3P); las reacciones en los cloroplastos
requieren de NADPH en vez de NADH para la reduccion del 1,3.bisfosfoglicerato
(1,3-BPG) a gliceraldehido-3-fosfato (G3P). El gliceraldehido-3-fosfato (G3P)
formado puede tener dos destinos alternos: uno de ellos es la produccion de
azucares de seis atomos de carbono y el otro la regeneraciéon de la ribulosa-1,5-
bisfosfato (RuBP).®

En la dltima etapa se involucra una serie de reacciones que convierte la triosa-
fosfato a cinco carbonos intermediarios de ribulosa-1,5-bisfosfato (RuBP) la cual
se requiere de ATP formado en las reacciones luminicas. La triosa-fosfato formada
en el Ciclo de Calvin puede permanecer en el cloroplasto donde este es convertido
en almidon (starch); alternativamente la triosa-fosfato puede ser exportada desde
el cloroplasto donde es convertida a carbohidratos en el citoplasma en la cual se
involucra la presencia de fosfato (Pi). En el caso de los carbohidratos, el fosfato
debe ser retornado al cloroplasto para la continuacién de la fosforilacién.®

7 Gualtieri, L. B. (2006). Algae, Anatomy, Biochemistry, and Biotechnology. Taylor & Francis Group.

8 CAMPBELL, M. K. y FARREL, S. O. BIOQUIMICA. 6 ed. CENGAGE Learning, 2009.
° Gualtieri, L. B. (2006). Algae, Anatomy, Biochemistry, and Biotechnology. Taylor & Francis Group.
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Figura 1. Figura esquematica del Ciclo de Calvin
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Fuente: BARSANTI, L. y GUALTIERI, P. Algae. Anatomy,
Biochemistry and Biotechnology. 2006. En: CRC. ‘Press.
TAYLOR & FRANCIS GROUP. péag. 251-288

Sin embargo todas las etapas y sus reacciones, para la sintesis de glucosa (Cg H12
Og) se pueden combinar en una reaccion neta (Ecuacién 2.) que resume el ciclo
de Calvin (reacciones oscuras):

Ecuacidn 2. Reaccion para la via del carbono en la fotosintesis
6C0, + 18ATP + 12NADPH + 12H* + 12H,0
— C4H;,0¢ + 18ADP + 12NADP* + 18P,

Fuente: Campbell, M. K. (2009). BIOQUIMICA 6th ed. CENGAGE Learning.
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1.2 Chlamydomonas reinhardtii

Es una microalga verde eucarionte (clorofita) de morfologia ovoide de
aproximadamente 10 micrémetros de largo por 3 de ancho, y en su extremo
anterior posee dos flagelos responsables de su movilidad y reproduccién sexual®.
Esta microalga se encuentra en diferentes ambientes tales como suelos, aguas
dulces, océanos, e incluso en la nieve’. Su espacio intracelular esta ocupado en
un 40% por un unico cloroplasto el cual posee aproximadamente 80 copias de su
genoma.'? Son clasificadas como células haploides y entre sus caracteristicas
mA&s importantes se encuentra que son capaces de crecer en un medio sencillo de
sales inorganicas usando la fotosintesis para proporcionar energia.

Cuadro 2. Clasificacion taxonémica de C. reinhardtii

Reino Viridilantae

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Volvocales

Familia Chlamydomonadaceae
Género Chlammydomonas
Especie Chlamydomonas reinhardtii

Fuente: Nemose. (2008). Chlamydomonas
reinhardtii. MetaMicrobe. [Consultado en Julio
2016]. Disponible en
http://www.metamicrobe.com/chlamy/#tax
(modificada por el autor)

Morfologia, reproduccién y composicion

e La microalga del género Chlamydomonas se caracteriza por ser una célula
haploide y eucariota cuya reproduccion consiste en un ciclo sexual
controlado.

e Su aparato fotosintético esta estrechamente relacionado con el de las plantas,
el cual posee genes de fotosintesis codificados por ambos de los genomas
nucleares y de cloroplastos.

1% Rivera Solis, R. A. (2011). La microalga verde Chlamydomonas reinhardtii: nueva alternativa para la
produccion de proteinas recombinantes de interés médico. Revista Ciencia, pag. 2-9.

" bid., pag. 3.

2 bid., pag. 3.
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e Dentro de su estructura es de gran importancia mencionar que posee una
pared celular y la capacidad de crecer heterotréficamente, lo cual permite el
aislamiento de mutantes viables que son incapaces de realizar la fotosintesis.

e Al igual que las células de esperma de animales, Chlamydomonas tiene un
flagelo, que le permite llevar a cabo fototaxis, moviéndose hacia o lejos de la
luz para maximizar la percepcion de energia luminica que requiere para
realizar fotosintesis o en el caso contrario minimizar el dafio solar.

e Una de las caracteristicas mas interesantes que hacen a la microalga
Chlamydomonas objeto de estudio, es que pueden adoptar un metabolismo
anaerobico, lo cual promueve la produccién de gas de hidrégeno y metabolitos
tales como formiato y etanol™>.

Figura 2. Representacion gréafica de diferentes
organulos de Chlamydomonas
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Fuente: Biology Boom. (Mayo de 2016). Type
Chlamydomonas structure, Occurrence &
reproduction. [Consultado en Julio 2016]. Disponible
en  http://biologyboom.com/type-chlamydomonas-
only-for-b-s/

Y Nemose. (2008). Chlamydomonas reinhardtii. MetaMicrobe. [Consultado en Julio 2016]. Disponible en
http://www.metamicrobe.com/chlamy/#tax (modificada por el autor)
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Cuadro 3. Descripcién de organulos de C. reinhardtii

Orgéanulo Caracteristicas
Se encuentran situados justo en la punta y se
Flagelo (flagellum) proyectan a través de una abertura en la pared o a

través de dos canales separados.

Cada célula posee tipicamente dos vacuolas
contractiles en la base de flagelos. Tienen funciones
respiratorias y excretoras.

Es el fotoreceptor que permite detectar la direccion y

Vacuolas contractiles
(contractile vacuoles)

Mancha ocular la intensidad de la luz, por lo tanto dirige la fototaxis
(eyespot) .

de la microalga.
Cloroplasto Es el organulo principal donde se producen todas las
(chloroplast) reacciones que dan origen a la fotosintesis

Se encuentra incrustado en el cloroplasto vy
Pirenoide (pyrenoid) | basicamente consiste en un cuerpo proteico rodeado
de numerosos y diminutos granulos de almidén

Es un dnico nucleo que se encuentra en el citoplasma
Nucleo (nucleus) y contiene toda la informaciébn genética de la
microalga.

1.3 CULTIVO DE MICROALGAS

Se define como cultivo a un ambiente creado artificialmente para proveer las
condiciones de crecimiento necesarias para el crecimiento microalgal.
Tedricamente se plantea que dichas condiciones de cultivo deben simular al
ambiente natural dandole prioridad a las fuentes de energia, carbono y nitrégeno,
las cuales van a establecer las diferentes formas de cultivar microalgas como se
puede observar en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Clasificacion tipos de cultivo de microalgas segun fuentes de carbono y
energia
Tipo de cultivo Caracteristicas

Autotrofico Utiliza luz natural o artificial, como fuente de energia y CO,
como fuente de carbono
Heterotrofico La energia y el carbono se obtienen de la oxidacion de

sustratos organicos. No todas las especies de microalgas
pueden crecer en heterotrofia. Los costes de operacion y
riesgos de contaminacion son elevados pero el control del
proceso es maximo rindiendo elevadas productividades
Mixotréfico Las microalgas realizan la fotosintesis pero en presencia de
una fuente de carbono organico

Fuente: Cubero, R. G. (2012). PRODUCCION DE BIOMASA DE MICROALGAS
RICA EN CARBOHIDRATOS ACOPLADA A LA ELIMINACION FOTOSINTETICA
DE CO.. P4g. 46.
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Factores que influyen en el crecimiento y produccién de biomasa

Existen diferentes factores externos que generan un mayor impacto en el
crecimiento y en la produccion de biomasa tales como:

Disponibilidad de nitrégeno
Concentracion de CO,

Tasa de aireacion

Intensidad de la luz
Temperatura

pH

proporcion Carbono- Nitrdgeno

Cuando se trata de elegir las condiciones adecuadas para realizar el medio de
cultivo, no solo se debe tener presente que las células sobrevivan, sino ademas es
necesario asegurar que se obtenga la mejor velocidad de crecimiento posible y el
mejor rendimiento sujeto a los requerimientos que se quieran cumplir.

1.4 PARAMETROS DE CULTIVO

En la Tabla 1., se muestran ciertos requerimientos necesarios y el rango de valor
numerico en el que deberian estar para proporcionar las condiciones de cultivo
mas adecuadas para asemejar el ambiente natural.

Tabla 1. Requerimientos principales de los cultivos de microalgas

Requerimientos Compuestos quimicos | Valores
Luz 2,000 -
4,000 lux
Temperatura 15 -22°C
Fisicos Salinidad 0.37%o
Ph 7-9
Redox
C CO,CO3= g/100 ml
O,H O,H,0 g/100 ml
N NoNH4+ NO3 g/100 ml
N P PO~ 9/100 ml
Nutritivos | s SO~ 9/100 ml
Na, K, Ca, Mg Sales g/100 ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, Si Sales mg/100 ml
Cu, Co, CI, I, Sr, Rb, Al, et | Sales Mg/100 ml
Vitaminas B12, tiamina, biotina Mg/100 ml
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Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacién del efecto de la concentracion de
CO; en el crecimeinto y la produccion de biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.

1.4.1 Luz. En las microalgas, al igual que en las plantas, la luz actia como fuente
principal de energia promoviendo las reacciones que llevan a cabo la fotosintesis.
En este pardmetro es indispensable tener en cuenta la intensidad, calidad
espectral y fotoperiodo para asegurar que el ciclo fotosintético se desarrolle de
manera completa y adecuada.

1.4.2 pH. Existe un rango determinado de pH entre 7 y 9 para las mayorias de
especies de algas, sin embargo se conoce que el rango 6ptimo se encuentra entre
8.2 y 8.7, sin embargo para mantener un pH aceptable cercano a este rango se
recomienda airear el medio de cultivo.

1.4.3 Nutrientes. Las microalgas requieren diferentes tipos de macronutrientes
que toman del medio del medio de cultivo. Por ejemplo entre los principales,
encontramos el carbono inorganico, cuya fuente principal generalmente es el CO»,
el nitrdgeno que se encuentra en nitratos, urea, amoniaco, etc., el fosforo, azufre,
potasio, sodio, hierro, magnesio y calcio; de igual manera los micronutrientes tales
como el boro, cobre, manganeso, molibdeno, zinc y vanadio son importantes en el
crecimiento de las microalgas, y aunque se requieren en menor proporcion cabe
resaltar que son estrictamente necesarios debido a sus funciones metabdlicas.

1.4.4 Temperatura. Este factor es considerado como el segundo mas importante
después de la luz, ademéas de ser una fuerte limitante en sistemas de cultivos
cerrados y abiertos. Segun reportes de los efectos que tienen la temperatura en
diferer}'ies especies, las microalgas pueden llegar a tolerar temperaturas de hasta
15°C.

1.4.5 Salinidad. Cada especie de algas posee un rango 6ptimo de salinidad que
puede aumentar durante condiciones de temperatura elevadas, ademas de afectar
la composicion celular y el crecimiento. Dicha elevacién de temperatura genera
una alta evaporacion del medio de cultivo ya sea en sistemas abiertos o cerrados,
gue a su vez da la oportunidad de obtener un mayor control de la salinidad
mediante la adicién de agua dulce o salada dependiendo de la necesidad.

1 Mata, T., Martins, A., & Caetano, N. (2010). Microalgae for biodiesel production and other applications: A
review. ELSEVIER, pag. 217-232.
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1.4.6 Agitacion. El objetivo principal de la agitacion es lograr una mejor
distribucion de las células, el calor, los metabolitos y facilitar la transferencia de
gases a través de la homogenizacion del medio de cultivo, por tal motivo este
parametro es considerado como uno de los més importantes a llevar a cabo las
preparaciones adecuadas de los sistemas de crecimiento, ademas el grado de
turbulencia que genera una buena agitacion permite que la circulacién de las
células de microalgas de la oscuridad a la luz sea aun mas rapida, sin embargo
dicha agitacién genera burbujas que por medio de las fuerzas de cizallamiento
pueden causar dafio a las células.

1.5 CONTENIDO LIPIDICO DE MICROALGAS

Existen diferentes tipos de microalgas con altos productividades lipidicas que las
hacen deseables para obtencion de biodiesel, por tal motivo la cantidad de lipidos
contenidos en la biomasa microalgal y la velocidad de crecimiento se convierten
en pardmetros claves a la hora de seleccionar la especie de microalgal a trabajar,
debido a que el contenido lipidico sera considerado de dicha especie y no del
género. Esta caracteristica hace posible la clasificacion de las microalgas
oleaginosas eucariotas en diversos grupos como clorofitas, diatomeas, crisofitas
haptdfita, xantofitas, entre otras, de alli se genera una seleccion de tres grandes
grupos de lipidos: glicéridos, fosfolipidos y esteroles, compuestos que se
caracterizan por ser insolubles en agua pero solubles en solventes orgénicos. Los
glicéridos son esteres de acidos grasos de glicerina que constituyen el contingente
mayoritario de los lipidos de reserva energética; la glicerina presenta tres grupos
alcoholicos que al ser esterificados da lugar a los monoglicéridos, diglicéridos y
triglicéridos.™

' Leislly Dariana Galindo Vega, S. S. (2010). Adaptacién del méodo de extraccion Bligh y Dyer a la extraccion
de lipidos de microalgas nativas para la producciéon de biodiesel.
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1.5.1 Sintesis de lipidos. ElI metabolismo lipidico de las algas es similar al de
plantas superiores, particularmente en la biosintesis de &acidos grasos y
triglicéridos, como consecuencia de las homologias de secuencia y la similitud de
caracteristicas bioquimicas observadas entre ciertos genes y enzimas, de origen
vegetal y algal, involucrados en la produccion de lipidos. En el cloroplasto ocurre
la sintesis de novo de acidos grasos, cuyo paso inicial consiste en la carboxilacién
de acetil-CoA dependiente de ATP para su conversion en malonil-CoA. Esta
reaccion es catalizada por la acetil-CoA carboxilasa y es considerada el paso
limitante del proceso, ya que compromete el flujo de acetil-CoA hacia la biosintesis
de lipidos, donde las unidades de acetil-CoA probablemente derivan del piruvato
proveniente de la glucolisis. La reaccion anterior es seguida por ciclos de adicion
descarboxilativa de malonil-CoA a unidades acilo y B-reduccion, catalizados por el
sistema acido graso sintetasa, hasta producir moléculas de 16C y 18C saturadas.

Los acidos palmitico (16:0) y oleico (18:1w9) son los precursores de las moléculas
poliinsaturadas, a su vez producidas mediante mecanismos de desaturacion
aerobia y elongaciéon. Por su parte, se sugiere que la biosintesis de triglicéridos
sucede en el citosol y en el reticulo endopladsmico esencialmente a través de la
catélisis por acil-transferasas del traslado secuencial de &cidos grasos a las
posiciones 1, 2 y 3 del glicerol-3-fosfato, donde antes de la ultima transferencia, se
requiere de la defosforilacién del acido fosfatidico previamente formado®®. En la
Figura. 3, se presenta un esquema que describe en términos generales la
biosintesis de lipidos microalgales.

Figura 3. Biosintesis de lipidos microalgales
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Fuente: Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a
partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 50.

'® Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 49
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1.5.2 Condiciones ambientales que afectan la acumulacion de lipidos. Si
bien se ha dicho que la produccién y la composicion lipidica de las microalgas
dependen principalmente de la especie y en ultimas de la constitucion genética,
existen diversos factores ambientales que la afectan. Dichos factores pueden ser
de indole fisico o quimico tales como:

e Clase de nutrientes y su disponibilidad

e Salinidad
e [Fotoperiodos
° pH

e temperatura
e asociacion con otros microorganismos.

Del primer factor, se puede decir que la restriccion de nutrientes obliga a la
microalga a entrar en una fase de climatizacion que se evidencia en cambios
morfologicos, cese de la division celular, alteraciones en la permeabilidad de la
membrana, acumulacién de lipidos y/o polisacéaridos, reduccion de la actividad
fotosintética y modificacion de procesos metabdlicos.

La limitacién de Nitrégeno es considerada como la estrategia mas eficiente para
incrementar el contenido de lipidos neutros en las microalgas, en particular el de
triglicéridos conformados por acidos grasos con un elevado grado de saturacion.
Respuestas similares son inducidas por la deficiencia de fésforo, azufre y silicio,
siendo el efecto de este Gltimo especifico para las diatomeas™’.

Por otra parte la fijacion continua de carbono, promueve la acumulacion de lipidos
en especies oleaginosas y orienta la sintesis activa de acidos grasos. Los lipidos
bajo tales circunstancias, fungen como una reserva de carbono y energia, ademas
de proteger al organismo contra el estrés fotooxidativo™®.

En cuanto a las consecuencias de la temperatura e intensidad luminica sobre el
perfil lipidico de las microalgas, se conoce que el grado de insaturacion presenta
un incremento a bajas temperaturas y que ademas la acumulacion de triglicéridos
con un perfil elevado de saturacion se ve sustancialmente favorecida cuando se
maneja altas intensidades luminosas y en el caso contrario, bajas intensidades
luminosas, se presenta la sintesis de lipidos polares altamente insaturados,
estructural y funcionalmente asociados con las membranas.

En el cuadro 5., se puede evidenciar la relacion entre las variables de cultivo y la
sintesis de lipidos en microalgas.

Y7 Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 51.
'® Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 51.
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Cuadro 5. Relacion entre variables de cultivo y produccion/acumulacion de lipidos
en microalgas

Variable Relacién

Bajo condiciones de escasez de nitrogeno, se detiene la
Nitrégeno produccién de proteinas y se amplifica la acumulacion de
lipidos.

A condiciones de bajo CO, se cohibe la fotosintesis,

Carbono inorganico afectando la produccion de lipidos y carbohidratos.

A baja densidad de flujo de fotones (PFD: photon flux
density) disminuye la capacidad de captacion de carbono
ya que se inhibe parcialmente la fotosintesis. Condiciones
de alto PFD se satura la tasa fotosintética.

[luminacion

El equilibrio CO, — HCO3'se puede ver afectado con altas
variaciones del pH, acidificando el medio e inhibiendo
procesos celulares como la asimilacién de nutrientes vy
disminuyendo la velocidad de crecimiento, afectando de
igual forma la biosintesis y acumulacion de lipidos en el
cloroplasto.

Ph

A bajas temperaturas se disminuye la velocidad del
Temperatura metabolismo de la célula, afectando la produccion de
lipidos.

Una proporcién alta de C:N favorece la acumulacién de

Proporcion C:N lipidos.

Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluaciéon del efecto de la concentracion de
CO; en el crecimeinto y la produccion de biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.

1.5.3 Acidos grasos en microalgas. Los acidos grasos son los componentes
comunes de los triglicéridos y de los fosfolipidos, dichos acidos se dividen en dos
grandes grupos, los saturados y los insaturados. El primero grupo, los saturados,
se caracterizan por ser solidos a temperatura ambiente que ademas se
encuentran en alimentos de origen animal. Los &cidos grasos insaturados o
también conocidos como “aceites”, son liquidos a condiciones ambientales y se
encuentran en productos d origen vegetal.

Los &cidos grasos en las microalgas se encuentran principalmente en sus
membranas y sus fuentes de reserva, la mayor parte de ellos son poliinsaturados
gue poseen composiciones similares a los de los demas aceites vegetales.

Se sabe que el contenido lipidico varia dependiendo de la especie de microalga y

que ademas, se tienen reportes de que algunas especies terrestres contienen
fracciones lipidicas de hasta el 80% en peso de base seca. El aceite de microalga
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contiene en su mayoria acido palmitico, estearico, oleico, linoleico, por lo cual el
64% en peso de &cidos grasos totales seran insaturados.™®

1.6 BIODIESEL

El biodiesel es un biocarburante liquido que consiste en monoalquil-ésteres de
alcoholes de cadena corta, usualmente etanol y metanol, con acidos grasos de
cadena larga obtenidos a partir de biomasa renovable y que es técnicamente
capaz de sustituir al diesel derivado de petrdleo como combustible. En contraste
con el petrodiesel, el biodiesel ofrece varias ventajas ya que es una fuente de
energia renovable y biodegradable (se degrada cuatro veces mas rapido que el
diesel fésil) y produce menos emisiones indeseables (CO, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, particulas de hollin, éxidos de azufre y nitrégeno, metales)
durante su combustion a causa de su estado oxigenado, siendo éstas por ende
menos nocivas. Ademas, posee propiedades lubricantes que reducen el desgaste
del motor y es un material seguro para su transporte, almacenamiento y manejo
debido a su baja volatilidad y elevado punto de inflamacién (100 - 170°C).%°

Las principales fuentes de biodiesel se encuentran relacionadas en la Tabla 2., se
puede notar que la mayoria también son fuente de alimento, por lo cual se
plantean nuevas alternativas, entre ellas la produccién de biodiesel a partir de
microalgas.

Tabla 2. Comparacion de diferentes fuentes de biodiesel

Rendimiento de | Area de tierra | Porcentaje de éarea
Cultivo aceite (L/ha) necesaria para el cultivo en
(M ha)® USA®
Maiz 172 1540 846
Soya 446 594 326
Canola 1190 223 122
Jatropha 1892 140 77
Coco 2689 99 54
Palma de aceite | 5950 45 24
Microalgas” 136900 2 1.1
Microalgas® 58700 4.5 2.5

Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacién del efecto de la concentracion de
CO; en el crecimeinto y la produccion de biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.

9 Singh Nigam, P., & Singh, A. (ENERO de 2010). Production of liquid biofuels from renewable resources.
ELSEVIER, pag. 5.
%% Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 39
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1.6.1 Produccién de biodiesel a partir de microalgas. La produccion de
biodiesel a partir de microalgas es un proceso conformado, en términos generales,
por las etapas elementales de produccion de biomasa rica en lipidos, recuperacion
o cosecha de la biomasa, extraccién de lipidos y transesterificacion?.

Figura 4. Esquema conceptual del proceso de produccion de
biodiesel a partir de microalgas.

Agua+ Nutrientes
Agua® Nutrientes
Luz PRODUCCION
|
co, DE BIOMASA
Pasta de
biomasa
microalgal
Glicerol : bl EXTRACCION
TRANSESTERIFICACION
BIODIESEL b=

Aleohel Pasta libre de lipides
{rica en carbohidratos y proteinas)

Fuente: Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a
partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 52.

1.6.2 Transesterificacion. Existen diferentes métodos usados para produccion
de biodiesel diferenciados entre si por factores como la materia prima, equipos,
reacciones y condiciones de operacion. De estas diferentes metodologias, son
cuatro las que han sido objeto de exhaustivas investigaciones: uso directo de
aceites o0 mezclas de éstos con diesel fdsil, microemulsiones, pirolisis y
transesterificacion?’. La aplicacién de los tres primeros métodos no son lo
suficientemente satisfactorios para motores diésel debido a que causan problemas
de obstruccién en los inyectores, formacion de depdsitos de carbono, combustion
incompleta, dafio del lubricante y en el caso de la pirolisis, la eliminacién de
beneficios ambientales inherentes al uso de combustibles oxigenados.

La transesterificacion (Figura 5) es una reaccidn quimica que ocurre entre los
aceites, mas especificamente triglicéridos y un alcohol que puede ser metanol,

*! Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 52
2 A Jaime-Infante, Z. H.-D. (2014). IHERRAMIENTA PARA LA OPTIMIZACION DE FLUJOS METABOLICOS EN
UN SISTEMA BIOLOGICO. Revista investigacional operaciona, pag. 96-103.
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etanol, propanol o butanol. En dicha reaccion se obtienen glicerol y alquil ésteres
de &cidos grasos, los cuales se conocen también como biodiesel.

Teniendo en cuenta los tipos de triglicéridos producidos por la microalga y sus
correspondientes cantidades, es factible determinar el tipo de biodiesel que se
podria producir a través de un proceso de transesterificacion y ademas determinar
las propiedades del mismo tales como viscosidad cinematica, nUmero de cetano y
punto de inflamacion.

Es indispensable tener presente que la produccién de diferentes tipos de lipidos,
hidrocarburos y otros aceites complejos depende de la especie a trabajar y que
ademas no cualquier lipido sirve para producir biodiesel, de alli surge la
necesidad de la correcta caracterizacion de los lipidos producidos por C.
reinhardtii que ademas proporciona el conocimiento acerca de factibilidad de
cultivarlas con el fin de que sean fuente de materia prima para la elaboracion del
biocombustible.

Figura 5. Reaccién general de transesterificacion. R1, R2, R3 y
R’ son radicales alquilo. Los catalizadores pueden ser alcalis,
acidos o enzimas (lipasas)

CH;-00C-R, R,-COO-R’ CH:-OH
| Catalizador |
CH-O0OC-R; + 3R'OH <——> R;CO0-R'" + CH-OH

CH:-00C-R; R;-COOQO-R’ CH:-OH
Triacilglicérido Alcohol Alquil ésteres Glicerol
(Biodiesel)

Fuente: Adriana Garibay Hernandez, R. V.-D. (2009). Biodiesel a
partir de microalgas. Bio Tecnologia, pag. 40.

1.6.3 Esteres de metilo (FAME). Los esteres de metilo, o también conocidos
como FAMES, por su nombre en inglés fatty acid methyl esters, no son mas que el
compuesto de interés producido por la reaccion de transesterificacion. Son la
unidad basica de los &cidos grasos y se pueden obtener en diferentes fracciones
dependiendo del tipo de materias primas.

En la tabla 3 se pueden ver los FAME presentes en biodiesel obtenido de
diferentes fuentes vegetales. Existe una tendencia clara en las composiciones y es
que en la mayor parte de los biodiesel obtenidos predominan los FAME de 16
(saturados) y de 18 (saturados e insaturados) carbonos. Al mismo tiempo, estas
composiciones se encuentran correlacionadas a un indicador importante en el
biodiesel llamado numero de cetano, el cual indica la velocidad de combustion del
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diesel; a mayor numero de cetano, de mejor calidad es la combustion ya que
transcurre un tiempo menor entre la inyeccién del combustible y su ignicién.?®

La determinacién de la composicién de los tipos de FAME que contiene una
potencial fuente de grasa, resulta de suma importancia para la produccion de un
biocombustible de buena calidad.

Tabla 3. Principales acidos grasos presentes en biodiesel producido de diferentes
fuentes. Las composiciones se encuentran en wt%

o o o o — N ™ 0
Biodiesel N S 9 Co 8o |[Bw |2

@) @) O @) 0= O = O = O
Soya 01 |01 10,2 [3,7 228 |53,7 |86 0,8
Caucho 00 |02 125 8,3 278 [37,7 [134 |01
Algodon 01 |10 20,1 |26 192 [552 |06 1,2
Jatropha 00 |01 15,6 |105 |42,1 [30,9 |02 0,6
Girasol 0,2 0,8 38,6 4.6 44 10,7 0,1 1,0
Palma 02 |08 395 |51 43,1 104 |01 0,8
Coco 456 [221 [102 |36 8,2 2,7 0,0 7.6

Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacién del efecto de la concentracion de
CO, en el crecimeinto y la produccion de biomasa de Chlamydomonas
reinhardtii.?*

1.7 PROPIEDADES DEL BIODIESEL

Existen ciertas propiedades fisicoquimicas que establecen los usos y la calidad del
biocombustible. A continuaciébn se mencionan las que seran evaluadas en el
desarrollo de esta investigacion.

1.7.1 Viscosidad cinemaética. La viscosidad es una magnitud fisica que mide la
resistencia interna al flujo de un fluido, resistencia producto del frotamiento de las
moléculas que se deslizan unas contra otras.? La viscosidad cinematica relaciona
la viscosidad dinamica o absoluta con la densidad del fluido utilizado, las unidades
mas utilizadas son los centistokes (mm?s).?® Para las propiedades del biodiesel,

2 ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacion del efecto de la concentracion de CO, en el crecimeinto y la produccion
de biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.

2 ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacion del efecto de la concentracion de CO, en el crecimeinto y la produccion
de biomasa de Chlamydomonas reinhardltii.

» Garcia, Y. (2014). Viscosidad. conceptodefinicion.de. [Consultado en Julio 2016]. Disponible en
http://conceptodefinicion.de/viscosidad/

*® Ramirez Navas J.S. (2006). INTRODUCCION A LA REOLOGIA DE ALIMENTOS. ReCiTelA. P4g 1- 45.
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se busca cumplir la norma ASTM 6751, donde se opera la viscosidad cinematica a
40°C.

1.7.2 Numero de cetano. Es el indice convencional de la mayor o menor
inflamabilidad de un gas-oil para motores de combustién interna, tipo Diesel.?” Es
importante para el biodiesel ya que indica la calidad de ignicion del combustible
diesel y afecta al rendimiento del sistema de motor.

1.7.3 Punto de inflamacién. Es la temperatura a partir de la cual una mezcla de
vapores de una sustancia inflamable y aire puede salir incinerando en contacto
con una fuente de ignicién.?® La temperatura puede estar por encima o debajo de
la temperatura ambiente.

1.7.4 Propiedades de flujo a baja temperatura. El biodiesel presenta una serie
de ventajas sobre el diesel de petréleo, tales como la mejora de la lubricidad,
toxicidad reducida, una mayor biodegradabilidad, las emisiones mas bajas, y méas
alto punto de inflamacion. Sin embargo, las propiedades de flujo a baja
temperatura pobres limitan la aplicacién de biodiesel.?®

La formacion de precipitados en biodiesel a bajas temperaturas puede causar
efectos graves en los sistemas de suministro de combustible diesel. Industria
utiliza tipicamente tres indices para caracterizar las propiedades en frio de
temperatura de los combustibles diesel: (1) punto de enturbiamiento (CP), la
temperatura a la que los cristales de cera disueltos primero forman un aspecto
turbio en la fase liquida cuando se enfria en condiciones controladas; (2) punto de
fluidez (PP), la temperatura a la que el combustible ya no puede verter o fluir
debido a la formacioén de gel; y el punto (3) del filtro en frio de enchufar (CFPP), la
temperatura a la que los bloques de combustible diesel del dispositivo de filtro
como resultado de la formacién de aglomerados cristalinos.

1.8 MODELAMIENTO DE REDES GENOMICAS

La reconstruccion y simulacién de redes metabdlicas, consiste en dividir las
diferentes vias metabdlicas que componen a la red en sus correspondientes
reacciones y enzimas, con el fin de obtener una visibn mas detallada de los
mecanismos moleculares de un organismo especifico, y conseguir una perspectiva

* MOTORGIGA. (s.f.). (Cetano) Numero de. [Consultado en Julio 2016]. Disponible en

https://diccionario.motorgiga.com/diccionario/cetano-numero-de-definicion-significado/gmx-niv15-
con193496.htm

% salud y Riesgos. (s.f.). Punto de inflamacién. [Consultado en Julio 2016]. Disponible en
http://www.saludyriesgos.com/-/punto+de+inflamacion

» Yung-Chieh Su, Y. L. (2011). Selection of Prediction Methods for Thermophysical Properties for
Thermophysical Properties for Process Modeling and Product Design of Biodiesel Manufacturing. Industrial
& Engineering Chemistry Research, pag. 6809-6836.
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de un red entera que logre reunir toda la informacion genética relevante compilada
en un modelo matematico que permitird correlacionar el genoma con la fisiologia
molecular.

Los modelos metabdlicos de escala gendmica, son la integracion de las rutas
metabdlicas bioquimicas con las secuencias del genoma que no han sido
registradas, de alli se entiende que a mayor disponibilidad de la informacién sobre
la fisiologia, bioquimica y genética de un organismo, mejor sera la capacidad de
prediccion de los modelos que se han logrado reconstruir.

Una reconstruccion esta basada en la compilacion de antecedentes de diferentes
bases de datos como KEGG y BioCyc, de donde se pueden extraer los diferentes
genes metabdlicos del organismo de interés. Estos genes seran contrastados con
los diferentes organismos genética o morfolégicamente relacionados de los cuales
ya han sido desarrolladas reconstrucciones para asi encontrar genes homologos y
sus reacciones que puedan alimentar el nuevo proyecto de reconstruccion.

La comparacion con sistemas bioldgicos ya reconstruidos, tiene como objetivo el
refinamiento de la nueva reconstruccion de red, de alli que cualquiera de las
nuevas reacciones que no esté presente en las bases de datos debe ser afadida
a la reconstruccién. Este es un proceso interactivo que ronda entre la fase
experimental y la de codificacion. Debido a que se encuentra nueva informacion
sobre el organismo objetivo, el modelo se ajustara para predecir la salida
fenotipica y metabdlica de la célula. La presencia o ausencia de ciertas reacciones
del metabolismo afectaran a la cantidad de reactivos/productos que estan
presentes para otras reacciones dentro de una via en particular, esto se debe a
que los productos de una reaccion se convertiran en los reactivos de otra, es decir,
productos de una reaccion pueden combinarse con otras proteinas 0 compuestos
para formar nuevas proteinas/compuestos en presencia de diferentes enzimas o
catalizadores.*

Lo siguiente a implementar, es lo referente a la simulacién, y es alli cuando se
define el modelo matematico que usualmente es aplicar un andlisis de balance de
flujo (FBA), cuyo propoésito es evaluar el comportamiento de la red metabdlica
mediante una programacion lineal que se usa para obtener el maximo potencial
de la funcion objetivo que usualmente es referida al flux de biomasa, y por lo tanto
encontrar una unica solucion al problema de optimizacion. A continuacion se
presenta un esquema general (Figura 6), donde se resumen el proceso de
reconstruccion de una red metabdlica.

30 C,F.,RJ,S., &B., T.(2005). Reconstructing the metabolic network of a bacterium from its genome. Trens
in Microbiology, 13, pag. 550-558.
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Figura 6. Esquema general del proceso de reconstruccion de una red
metabolica
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Fuente: Karlsson, Nookaew, Petranovic. (2011). Prospects for systems
biology and modeling of the gut microbiome.

El esquema inicia teniendo Informacion general sobre el genoma del sistema
bioldgico a estudiar, luego se utiliza como referentes la reconstrucciéon genémica
realizada anteriormente a comunidades microbianas homologas (flecha 1). Los
modelos anteriores, y las bases de datos publicas se utilizan para recopilar
informacion gendomica y metabdlica, que a su vez facilita el montaje de las
asociaciones gen-proteina-reaccion, reconstruccioén por lo general comienza con
una secuencia de comparacion con los modelos y bases de datos anteriores,
luego el modelo generado se somete a una curacion manual con la ayuda de la
informacion de diferentes modelos ya realizados (flecha 2). Las reacciones
metabdlicas que describen el sistema biolégico trabajado, se formulan en una
representacion matematica correspondiente a una matriz estequiomeétrica (flecha
3). La matriz estequiométrica, junto con la informacion sobre los genes, las
proteinas, metabolitos, y reacciones, se ensamblan en un modelo metabdlico a
escala genémica integral (flecha 4). 3!

' Karlsson, Nookaew, Petranovic. (2011). Prospects for systems biology and modeling of the gut

microbiome.
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1.8.2 Modelo iAM303. Analisis de redes metabdlicas integrados con
transcripcion de genes secuenciados. En septiembre de 2009 se publica un
articulo en el cual se describe la investigacion desarrollada por Roger L Chang y
Jason A Papain, donde se establece un modelo de reconstruccion de red
metabdlica (IAM303) para C. reinhardtii basado en sistemas de verificacion de la
enzima que codifica marcos de lectura abierta (secuencia comprendida entre un
coddn de inicio de la traduccion y un coddn de terminacion) haciendo una labor
predictiva y cuantitativa asociada con dichos marcos de lectura abiertos que han
sido clonados.

Dada la estrecha relacidon entre la anotacion de genes y reconstruccion de una red
metabdlica, este modelo propone una metodologia iterativa, cuyo objetivo es la
integracion de la verificacion experimental de transcripcion con el modelado
computacional de escala del genémica (Figura 7).

Una red metabdlica inicial, generada a partir de fuentes bibliograficas y con el uso
de la bioinformatica, sirve para identificar los genes de C. reinhardtii que luego se
validan experimentalmente realizando PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) y
amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE) para verificar la existencia de
las transcripciones hipotéticos y para perfeccionar las anotaciones estructurales?.

En esta investigacion Utilizaron los resultados de los experimentos de verificacion
transcripcion para refinar el modelo metabdlico, con especial atencién a la
eliminacibn de reacciones asociadas con las transcripciones no verificadas
experimentalmente.

Dentro de los resultados, se obtiene que el modelo iIAM303, es un modelo mucho
mas completo que ademas proporciona las vias para realizar nuevas
actualizaciones y modificaciones que conduciran a una nueva ronda de
verificacion de la transcripcion y modelizacion de la red, demas pone en evidencia
que el refinamiento iterativo continGia hasta que la red y sus genes asociados sean
totalmente desarrollados y validados.

2 Ani Manichaikul, L. G. (Agosto de 2009). Metabolic network analysis integrated with transcript verification
for sequenced genomes. ResearchGate, pag. 1-9.
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Figura 7. Proceso iterativo de integracion de los
experimentos de anotacion de genes con la
reconstruccion de la red metabdlica y analisis
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Fuente: Ani Manichaikul, L. G. (Agosto de 2009).
Metabolic network analysis integrated with transcript
verification for sequenced genomes. ResearchGate,
pég. 6.

Uno de los puntos clave para iniciar el proceso iterativo, fue la generacion de
nuevas anotaciones asignando numeros a las comisiones de enzimas (CE) por
comparacion de herramientas de busqueda de alineamiento local (BLAST) en
secuencia basica de transcripciones , lo cual dio la posibilidad de incluir términos
de la CE que hacian falta en la anotacion de la secuencia genémica funcional de
Chlamydomonas reinhardtii ya existente (Joint Genome Institute JGI), produciendo
asi diferencias funcionales en las vias metabdlicas.*®

Un ejemplo claro del resultado de las actualizaciones realizadas a las anotaciones
JGI fue la adicibn de seis términos CE utilizados para la produccién de
triacilglicerol®, un glicérido de interés para los propésitos de produccién de
biocombustibles y que ahora se puede encontrar en el modelo actualizado. En la
Figura 8., se puede notar el resultado de la comparacion entre el numero de

> Ani Manichaikul, L. G. (Agosto de 2009). Metabolic network analysis integrated with transcript verification
for sequenced genomes. ResearchGate, pag. 7.
** Ani Manichaikul, L. G. (Agosto de 2009). Metabolic network analysis integrated with transcript verification
for sequenced genomes. ResearchGate, pag. 2.
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términos de CE de la anotacion JGI existente y el numero de términos CE que
adiciona la anotacion propuesta por los investigadores.

Figura 8. Comparacion de red
metabdlica de C. reinhardti en
términos de anotacion en la version
3.0 JGI existente y la anotacion de
v3.1 JGI del modelo iAM303 planteado

Existing annotation  New annotation

34

Fuente: Ani Manichaikul, L. G.
(Agosto de 2009). Metabolic network
analysis integrated with transcript
verification for sequenced genomes.
ResearchGate, pag. 7.

La aplicacion de estas dos versiones de anotacion CE para informar a la red de
reconstruccion produjo diferencias funcionales en las rutas metabdlicas centrales,
este hecho se ilustra en las vias de absorcion de acetato inferidas a partir de los
dos conjuntos de anotacién (Figura 9)*. Teniendo en cuenta que el acetato es la
Unica fuente de carbono utilizada por C. reinhardtii de tipo salvaje, las diferencias
se traducen directamente a la via de fenotipos de crecimiento medible.

> Ani Manichaikul, L. G. (Agosto de 2009). Metabolic network analysis integrated with transcript verification
for sequenced genomes. ResearchGate, pag. 7.
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Figura 9. Via de absorcién de acetato de la anotacion JGI
existente incluyendo la nueva anotacion CE
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Fuente: Ani Manichaikul, L. G. (Agosto de 2009). Metabolic
network analysis integrated with transcript verification for
sequenced genomes. ResearchGate, pag. 7.

En la Figura 10 se presenta un resumen de los resultados de la verificacion y
anotacion estructural de las transcripciones metabdlicas centrales C. reinhardtii
verificada mediante los métodos RT-PCR y RACE.*

Figura 10. Gréfica porcentual de los
resultados de las anotaciones de la
red metabolica

m Verified

= Reannotation

= Partially verified
= Not verified

5% 4?/0 1%

90%

Fuente: Ani Manichaikul, L. G. (2009).
Metabolic network analysis integrated
with  transcript  verification  for
sequenced genomes. ResearchGate,

pag. 7.

* Ibid., pag. 7.
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En la ilustracion anterior, el concepto de parcialmente verificado (partially verified)
denota los casos en los que el marco abierto de lectura ensamblado no coincide
completamente con la secuencia del genoma, 0 una secuencia completa no podia
ser montada.

1.8.3 Reconstruccion genémica iRC1080 de Chlamydomonas reinhardtii. En
agosto de 2011 se publicé un articulo que vale la pena mencionar puesto que el
aporte fue de suma importancia para llevar a cabo el desarrollo de este proyecto,
debido a que el objetivo principal del desarrollo de Chang et al. (principal autor del
articulo) fue la reconstruccion de la red metabdlica de C. reinhardtii bajo
diferentes longitudes de ondas de luz cuyos resultados fueron validados
experimentalmente.

El modelo iIRC1080 fue la primera red desarrollada que tuvo en cuenta la
absorcion detallada de fotones que permite simulaciones de crecimiento bajo
diferentes fuentes de luz. Esta red representa 1080 genes, asociados con 2190
reacciones y 1068 metabolitos Unicos, ademas abarca 83 subsistemas distribuidos
a través de 10 compartimientos celulares.

La red iRC1080 se utilizé para analizar el metabolismo lipidico y generar nuevas
hipotesis sobre rutas de lipidos de C. reinhardtii, incluyendo &acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga.

iIRC1080 proporciona un recurso para estudiar a fondo los compartimientos
celulares y cada una de las rutas metabodlicas que se dan en estos ademas de
evidenciar otros productos metabdlicos y una base para el disefio de ingenieria
genética de la cepa.

Los resultados finales de la reconstruccion gendmica de la red iRC1080 se pueden
evidenciar en las siguientes ilustraciones.
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Figura 11. Diagrama de reconstruccion gendémica compartimentada
de C. reinhardtii

Mitochondrion

GIyoxysome

e Nucleus * - e
Golgi apparatus
Extracellularspak e

o ——— e

Fuente: Chang, R. L. (agosto de 2011). Metabolic network
reconstruction of Chlamydomonas offers insight into light-driven algal
metabolism. Molecular Systems Biology.

Figura 12. Distribucion de las transcripciones contabilizadas
de la red categorizadas por su estado de verificacion. Los
codigos de color corresponden al porcentaje notable de
transcripcion y la secuencia verificada experimentalmente.
Por ejemplo, el 42% de las transcripciones de la red se
verificO experimentalmente mediante la secuencia de la
cobertura del 100%

M 100%
98-100%
90-98%
75-90%
50-75%
B 25-50%
0-25%
0%
33% Untested

42%

Fuente: Chang, R. L. (agosto de 2011). Metabolic network
reconstruction of Chlamydomonas offers insight into light-
driven algal metabolism. Molecular Systems Biology.
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Figura 13. Diagrama via VLCPUFA. Los nodos
azules representan los metabolitos incluidos en
iIRC1080, y los nodos de color naranja
representan metabolitos no incluidos en
IRC1080 y por ende que estan ausentes en C.
reinhardtii

Fuente: Chang, R. L. (agosto de 2011).
Metabolic network reconstruction of
Chlamydomonas offers insight into light-driven
algal metabolism. Molecular Systems Biology.

1.8.4 Analisis in silico para sintesis de biomasa de Chlamydomonas
reinhardtii evaluando diferentes concentraciones de CO, mediante un
modelo FBA. En 2014 el grupo de investigacion de disefio de productos y
procesos de la universidad de los Andes, efectué un analisis del comportamiento
de la red de Chlamydomonas reinhardtii a diferentes concentraciones de CO,
mediante la implementacion del modelo FBA en Xpress, un software utilizado para
simulacién bioinformatica y en el cual la funcién objetivo, que era la reaccion de
produccion de biomasa fue optimizada. Dicha investigacion actualizé la red
metabdlica de Chang (iIRC1080) agregando 87 nuevas reacciones descritas en
una matriz estequiométrica que ajustaba el modelo anterior y un nuevo listado de
genes sensibles a los cambios de CO,, el cual se obtuvo a través una revision del
sistema bioldgico de C. reinhardtii en la base de datos KEGG.(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Genes sensibles al CO; resultantes del analisis FBA para la red
complementada

Biological processes Sensitive genes

Transport, mitochondria MITC14/MITC18/PTB8/PTB7/PTB1/PTB12/P
TB4/PTB2/CRv4_Aub5.213.g4507.11
Phenylalanine  tyrosine  and | AST4/HIS5

tryptophan

TCAcycle/CO, fixation ACH1/IDH3/SDH1/SDH2/0GD1

Valine, leucine, and isoleucine | CRv4_Au5.s4.9g11844.t1/Crv4_Au5.s12.9386

degradation 3.t1/CRv4_Au5.s6.913618.t1/CRv4_Au5.s12
. 03863.t1/g1910.t1

Pyruvate metabolism; Glyoxylate | HYDA1/MFDX/HYDA2/PFL1/ACK2/AACK1/

metabolism ACK1/PAT1/PAT2/CRv4_Au5.s6.913230.t1/
CRv4_ Au5.s2.g9723.t1

Alanine and aspartate | AST3/AST1

metabolism; glycerine, serine,
and threonine

Carbon fixation AAT1/AAT2/MME3/MMEG6/MDH5/MME2
Glycolisis, Gluconeogenesis, | DLDH1/PDC2/PDH2/ALSS1/ALSL1/PYK1/P
Valine, Leucine, and isoleucine | YK5/PHG1/GAP3/GAP1/PGM2/PGM5/PGM

degradation 1B/ PGK1/TPIC/FBA1/FBA2/PGI1/GPM2
Transport, extracellular NAR1.6/NAR1.3/NAR1.4
Pentose phosphate pathway TAL1/TRK1/RPE1/RPI1

Glycine, serine, and threonine | Crv4_Au5.s10.9124.t2/THD1/SHMT3
metabolism
Transport, chloroplast AOC6/AOC5/AOT7/DAT1/OMT1/AOTS/FBB
13/NAR1.5/NAR1.2/NAR1.1/AAA3/AAAL/CR
v4
Au5.s14.9g5515.t1/CRv4_Au5.s15.g5921.t1/C
Rv4 Aub5.9g14736.t1/MOT20/MIP1/MIP2

Butanoate metabolism CRv4_Aub5.s7.9g14479.t1/CRv4_Au5.s16.969
52.t11

Oxidative phosphorylation NDA3/NUO11/NUO10/NUO13/NUO21/NUO
3/NUO5/NUO6/NUO8/NUQY/IPY1/IPY3

Propanoate metabolism PFL1

Nitrogen metabolism CGL77/IBA57/GCST

Fuente: Paez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining sensitive routes
and genes related to carbon uptake through Flux balance analysis in the
microalgae Chlamydomonas reinhardtii when different CO, concentrations are
evaluated. Uniandes, pag. 15, (Modificado por el autor).

Para poder identificar los genes que eran sensibles a la modificacién de CO,, se
establecio un coeficiente de sensibilidad descrito en la Ecuacién 3.
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Ecuacion 3. Coeficiente de variacion de flux sensibles a cambios de CO,

_ A YReaction i

AYcoz input

Fuente: Paez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining sensitive routes
and genes related to carbon uptake through Flux balance analysis in the
microalgae Chlamydomonas reinhardtii when different CO, concentrations are
evaluated. Uniandes, péag. 5.

La primera aproximacion realizada en esta investigacion, fue basada en la red
metabdlica de Chang et al. y en un enfoque en optimizacion estéatica (SOA), para
luego implementar el enfoque en optimizacién dinamica (DOA), estableciendo en
primera estancia una programacion lineal en Xpress debido a las limitaciones no
lineales de los flux internos.

La entrada de flux de CO, fue variada segun la cinética de Monod, ajustado al
perfil de crecimiento de biomasa representada en la siguiente ecuacion:

Ecuacion 4. Cinética de Monod

B S
.u_:umaxkx_l_s

Fuente: Paez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining sensitive routes
and genes related to carbon uptake through Flux balance analysis in the
microalgae Chlamydomonas reinhardtii when different CO, concentrations are
evaluated. Uniandes, péag. 5.

En la figura 14, se muestra la contribucion de esta investigacion a la red

metabdlica, en las proporciones de los nuevos metabolitos agregados a cada una
de las reacciones que constituyen el modelo.
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Figura 14. Porcentajes de nuevos metabolitos afiadidos a la red
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Fuente: P4ez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining
sensitive routes and genes related to carbon uptake through Flux
balance analysis in the microalgae Chlamydomonas reinhardtii when
different CO, concentrations are evaluated. Uniandes, pag. 1-23.

1.8.4 Andlisis de Balance de Flujo (FBA). El analisis de balance de flujo (FBA)
es una aproximacion matematica para analizar los flux de los metabolitos
involucrados en una red metabdlica, donde permite la prediccién del crecimiento
celular y las tasas de secrecidn del producto en estado estacionario. Las
ecuaciones lineales que describen el modelo son las siguientes:

max,cTv (1) n:numero de reacciones
sujetoaSv =0 m:numero de metabolitos
LB <v <UB v = {VR1, Vg2, VR3) - » VRa273}
cTE€R"|c"=[000..1..000] | pos(1) n
= reacciéon biomasa R; = Z a;j * M;[k]
VER" j=1
S e Rmxn M;[k] = j — Metabolito en k
LB € R™ — compartimient

UB € R"

Donde v es el vector de flux, S la matriz estequiométrica, LB y UB, son los limites
inferior y superior, C es el vector de ceros que establece la funcion objetivo, m es
el nimero de metabolitos, n es el numero de reacciones, pos(1l) es la funcion
objetivo que esta relacionada con la biomasa.®’

¥ paez Melo, D. 0. (2014). In silico analysis for determining sensitive routes and genes related to carbon
uptake through Flux balance analysis in the microalgae Chlamydomonas reinhardtii when different CO,
concentrations are evaluated. Uniandes, pag. 4.
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2. METODOLOGIA

2.1 IMPLEMENTACION DEL MODELO FBA

Para realizar el ajuste del modelo FBA basado en la red metabdlica reconstruida
por el grupo de investigacion de Disefio de Productos y Procesos de la
Universidad de los Andes, se realizaron las fases descritas en la Figura 15., que
conllevan a que el modelo FBA sea sensible al cambio de la relacion C/N. Este
proceso se realiza con el fin de relacionar la composicion lipidica de la biomasa
microalgal con las propiedades especificas que describen la calidad del biodiesel.
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Figura 15. Fases para la implementacion del modelo FBA con la red
metabdlica de C. reinhardtii en GAMS®
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2.1.1 Obtencién de la red metabdlica basada en la fijacion de CO, de C.
reinhardtii. Para ejecutar la simulacion del crecimiento de la biomasa microalgal,
se inicia con el estudio del sistema biologico correspondiente, el cual involucra las
reacciones bioquimicas comprendidas principalmente en la fijaciéon de CO, en el
metabolismo de C. reinhardtii, dicho sistema es proporcionado por el grupo de
investigacion de Disefio de productos y procesos de la Universidad de los Andes,
que por medio de nuevas reacciones metabdlicas encontradas en la base de
datos KEGG, complementa y actualiza el modelo iRC1080 realizado por Chang et
al.*®, proporcionando asi los listados finales de las reacciones y los metabolitos
restablecidos que se muestran en el ANEXO A. El total de las reacciones y
metaboli?:[é)s involucrados en esta nueva red disefiada se puede observar en la
Tabla 4.

Tabla 4. Cantidad de reacciones y metabolitos en el modelo
iIRC1080 y en la nueva red metabdlica reconstruida

. Red metabolica
IRC1080 reconstruida (*)

N° Metabolitos | 1706 2312

N° Reacciones | 2191 4273

Fuente: Winck, F., P4ez Melo, D., Riafio Pachdn, D., M. Martins,
M., Caldana, C., & Gonzélez Barrios, A. (2016). Analysis of
Sensitive CO, Pathways and Genes Related to Carbon Uptake
and Accumulation in Chlamydomonas reinhardtii through
Genomic Scale Modeling and Experimental Validation. Frontiers,
pag. 1-12.

La nueva red metabdlica reconstruida distribuye en diferentes proporciones los
metabolitos y reacciones que se encuentran organizados en 10 compartimentos
celulares (nucleo, citosol, cloroplasto, mitocondria, aparato de Golgi, lumen
tilacoidal, glioxisoma, mancha ocular, flagelo y organismo extracelular). A
continuacion se presenta la proporcién de las reacciones (Grafico 1.) en cada uno
de los compartimentos que dividen la célula.

*Red metabdlica reconstruida por el grupo de investigacion de Disefio de Productos y Procesos de la
Universidad de los Andes.

3 Chang, R. L. (agosto de 2011). Metabolic network reconstruction of Chlamydomonas offers insight into
light-driven algal metabolism. Molecular Systems Biology.

9 Winck, F., Paez Melo, D., Riafio Pachdn, D., M. Martins, M., Caldana, C., & Gonzalez Barrios, A. (2016).
Analysis of Sensitive CO, Pathways and Genes Related to Carbon Uptake and Accumulation in
Chlamydomonas reinhardtii through Genomic Scale Modeling and Experimental Validation. Frontiers, pag.
1-12.
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Grafico 1. Proporcion de reacciones por compartimento celular
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Fuente: Paez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining sensitive
routes and genes related to carbon uptake through Flux balance analysis in the
microalgae Chlamydomonas reinhardtii when different CO, concentrations are
evaluated. Uniandes, pag. 1-23.

La anterior grafica permite inferir que la mayor parte de la actividad metabdlica se
realiza en el citosol, la mitocondria y cloroplasto de la microalga. Ademas aporta
un conocimiento previo para desarrollar un estudio del perfil lipidico que presenta
la microalga debido a que la principal caracteristica del citosol es el
almacenamiento de gran cantidad de gotas de lipidos.

De igual forma el Gréfico 2 evidencia que la mayor parte de los metabolitos de la
red metabdlica estdn implicados en los procesos bioquimicos realizados en el
citosol, el cual dentro de su constitucién contiene triacilgliceridos o ésteres de
colesterol en gran proporcion.

Gréfico 2. Proporcién de metabolitos por compartimento celular
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Fuente: Pdez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining sensitive
routes and genes related to carbon uptake through Flux balance analysis in
the microalgae Chlamydomonas reinhardtii  when different CO;
concentrations are evaluated. Uniandes, pag. 1-23.
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2.1.2 Creacibén de la matriz estequiométrica basada en la reconstruccion de
la red metabdlica. Para la creacion de la matriz estequiométrica es necesario
conocer las reacciones metabdlicas involucradas en la red reconstruida con sus
correspondientes coeficientes estequiométricos y direccionalidad.

Con los componentes de la matriz ya identificados, se realiza su construccion en
formato TXT colocando el coeficiente estequiométrico del metabolito en la
reaccion, teniendo en cuenta que si acta como reactivo se antepone un signo
negativo al valor del coeficiente.

En la Figura 16 se muestra un ejemplo grafico de la transformacion de la red
metabdlica a la matriz estequiométrica en donde las columnas sefialan el nimero
que identifica la reaccion y las filas los metabolitos involucrados en dichas
reacciones:

Figura 16. Creacidén matriz estequiométrica

C A Reacciones Quimicas
Internas Intercambio
R1 R2 R4} [R5 R10| R11 R2: -A-=C B1: A
R3: -A-—=B R10:-D
R4: -B-=C R11:-2E
R3 R7 N RS -C-=8B
A *B * D R6: -B-=2E
R8 RY7: -B-=D
R&: -D-=B
RE RY RO:-2E=D

MATRIZ ESTEQUIOMETRICA

R1 R2 R3 R4 R& RG RY Ra RS | R10 | R11
Al 1 -1 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
B| O 0 1 -1 1 -1 -1 1 0 0 0
cC| 0 1 0 1 -1 0 0 0 0 0 0
D| 0O 0 0 0 0 0 1 -1 1 -1 0
E| O 0 0 0 0 2 0 0 2 0 -2

Fuente: A. Jaime-Infante, Z. H.-D. (2014). IHERRAMIENTA PARA
LA OPTIMIZACION DE FLUJOS METABOLICOS EN UN SISTEMA
BIOLOGICO. Revista investigacional operaciona, pag. 96-103,
(Modificado por los autores).

La matriz queda expresada en términos de metabolito en su debido
compartimento por la reaccion que lo contiene.
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La matriz con las reacciones actualizadas por el grupo de investigacion de Disefio
de productos y procesos de la Universidad de los Andes en el lenguaje de
programacion de GAMS® se muestra en el ANEXO B.

2.1.3 Desarrollo del problema de programacion lineal del modelo FBA en el
software GAMS®

2.1.3.1 Andlisis de balance de flujo (FBA). Con el fin de analizar el
comportamiento del sistema biol6gico de Chlamydomonas reinhardtii, y teniendo
en cuenta que no se conocen las concentraciones iniciales de los metabolitos ni
los detalles de la cinética enzimatica del sistema, es conveniente asumir que la
red metabdlica trabaja bajo las condiciones de un sistema estacionario. Esta
técnica es implementada para conocer el valor de los flux de triglicéridos y la
influencia de la relacién carbono-nitrdgeno en la sintesis de lipidos de la
microalga, maximizando la tasa de crecimiento y preservando la concentracion
interna de los metabolitos involucrados.

Teniendo en cuenta la matriz estequiométrica elaborada en formato TXT, se
procede a plantear la funcidn objetivo y sus restricciones correspondientes,
basadas en las siguientes ecuaciones lineales que describen el modelo FBA:*°

max_c’ v (1) nnimere de reacciones = 4273
sujeto aSv =10 m: mimera de metabolitos = 2312
LB <v <UB ¥ = { Vg1, Vg2 V3 » VRaz7ss
cTeER™|c"=[000..1..000] | pos(1) i
= reaccion biomasa R; = Z €y *Mj[k]
v ER™ i=1
s5e pmxn Mj[k] = j— Metabolito en k
LB ER™ — compartimento
UB € R®
Donde:
e v :vector de flux
e S :matriz estequiométrica
e LB: limite inferior para cada reaccién metabdlica
e UB: limite superior para cada reaccion metabdlica
e . vector de ceros que establece la funcion objetivo
e m:numero de metabolitos
e m: numero de reacciones

* paez Melo, D. O. (2014). In silico analysis for determining sensitive routes and genes related to carbon
uptake through Flux balance analysis in the microalgae Chlamydomonas reinhardtii when different CO,
concentrations are evaluated. Uniandes, pag. 4.
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e pos(1) : es la funcion objetivo que esté relacionada con la biomasa.

2.1.3.2 Implementacion del modelo FBA al lenguaje de programacion lineal
en GAMS® El listado de los datos de ingreso al programa (GAMS®) se presentan
definido a continuacion para la red metabdlica de C. reinhardtii.

e Set de variables: Variables del problema. Ver ANEXO C (listados de
metabolitos, reacciones, limites inferior y superior para cada reaccion).

e Ecuaciones: funcién objetivo de biomasa, funciones de limites superior (UB) y
limite inferior (LB).

e Titulo del modelo: FBA C. reinhardtii

e Solucion: “maximizar funcion objetivo de biomasa Z”

En las ecuaciones presentadas a continuacion, se encuentran establecidos los
parametros anteriormente mencionados que definen el problema de programacion
lineal para maximizar el flux de biomasa.

Ecuacion 5. Funcion objetivo FBA

max,clv =z

sujetoaSv =20

Donde z es la funcion objetivo, ¢ es el vector de ceros con valor de 1 en la
reaccion que representa la biomasa microalgal, v es el vector de flux para cada
reaccion y S es la matriz estequiométrica.

Ecuacién 6. Ecuacion de restriccion de funcidn objetivo

LB <v <UB

Donde LB representa el limite inferior y UB el limite superior para cada reaccion
de la red metabdlica, que se establecieron entre un rango de -1000 a 1000
MMOol*h™ *gpesoseco -, basado en el modelo iRC1080 de Chang et al.

Para maximizar la funcion objetivo del problema mateméatico planteado
anteriormente, se establece un solver de programacion lineal usando el modelo
FBA.

Los parametros anteriormente presentados del modelamiento de la red
metabdlica de C. reinhardtii se encuentran definidos en funcion de la variacion de
la concentracién de Nitrdgeno contenido en el cloruro de amonio (NH,4CI) disuelto
en el medio de cultivo y en un valor fijo de Carbono tomado del CO, suministrado
al bioreactor.
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2.1.3.3 Evaluacion del efecto de la relacion C/N sobre la biomasa. Para
realizar la evaluacion del efecto de la relacion C/N sobre la biomasa microalgal
obtenida por medio del modelo FBA, se deben establecer las dos reacciones mas
relevantes de la simulacion de la red metabdlica que representan el Nitrogeno
presente en el medio de cultivo y el flux de Carbono alimentado al bioreactor
(Ecuacién 7).

Ecuacién 7. Reacciones que involucran el Nitrégeno y Carbono alimentado al
cultivo de C. reinhardtii

R15:[e] NH, &
R24:[e] CO, &

A continuacion se establecen unos coeficientes de flux para las dos reacciones
que estan dentro del rango de -1000 a 1000 (mmol*h'l*gpesoseco'l) y se verifica que
el resultado del flux de biomasa cambie cada vez que se le ingresa un valor
diferente de carbono y nitrégeno, para con esto verificar que reacciones de la
relacion C/N estan siendo afectadas bajo esas condiciones; sin embargo, en este
punto de la programacion, no se evidencia un cambio en el flux de la biomasa en
el modelo a la variacion en la concentracion de nitrégeno y carbono, por ende la
relacion C/N no presenta efecto alguno sobre el valor del resultado de flux de
biomasa que arroja la programacioén, por tal razén se decide realizar una curacién
manual de la red metabdlica revisando diferentes bases de datos asociadas a la
red gendmica de C. reinhardtii.

2.1.4 Curacion de la red metabdlica de C. reinhardtii. Una reconstruccion
metabdlica a escala gendmica inicial no representa a la perfeccion las diferentes
rutas metabolicas que ocurren a nivel celular debido a la alta variabilidad de
lenguajes de programacion bioinformatica que describen el flux de metabolitos,
por esta causa se hace necesaria una verificacion sistematica con el fin de
asegurarse gue no existan inconsistencias y que todas las indicaciones que
figuran son correctas y ademas correspondan a las interacciones entre los
metabolitos y las reacciones que se describen teéricamente en los ciclos
metabdlicos de la microalga.

La curacion a la reconstruccion metabolica es realizada mediante una revision
exhaustiva de los pathways existentes para C. reinhardtii en las bases de datos
de KEGG, BioCyc y BiGG Models, donde se eligieron los tres compartimentos
(citosol, cloroplasto y mitocondria) que presentan mayor actividad intracelular en
la microalga y a su vez las principales rutas que se involucran en la biosintesis de
lipidos. Por medio de ésta revision fue posible la identificacion de:
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e Ciclos termodindmicos (ecuaciones repetidas que se bloqueaban a si
mismas).

e Irreversibilidad termodinamica en las reacciones metabdlicas.

e Ecuaciones no balanceadas estequiométricamente.

e Falta de balanceo de protones de Hidrégeno.

Por consiguiente, se procedieron a hacer las correcciones pertinentes para
solucionar cada uno de los errores y faltantes previamente mencionados; de alli
se obtuvo un nuevo listado de reacciones reduciendo el numero inicial de
reacciones de 4273 a 3590 y por el contrario aumentando el numero de
metabolitos de 2312 a 2350, dichos listados se pueden ver en el ANEXO D.

2.1.5 Evaluacion del efecto del nitrogeno en el modelo de red metabdlica de
C. reinhardtii. Luego de realizar la curacion manual, se vuelve a verificar la
evaluacion del efecto de la relacion C/N sobre la biomasa microalgal en el modelo
FBA de la red metabdlica, dicho anadlisis parte de las reacciones directamente
ligadas a los compuestos de interés, en este caso la reaccion numero 15 que
contiene el nitrégeno de intercambio y la reaccion namero 24 que contiene el CO;
de intercambio.

Al determinar que el modelo FBA es sensible a los cambios realizados en la
reaccion numero 15 establecida en la Ecuacion 7., se buscan los valores de flux
de nitrégeno de entrada al programa, para lo cual es necesario realizar una
consulta bibliografica que proporcione datos experimentales obtenidos de
diferentes cultivos de microalga, de los cuales se eligen los flux de nitrégeno y
carbono que favorecen la sintesis de lipidos para calcular las diferentes relaciones
C/N que incrementan el valor porcentual de lipidos en biomasa.

2.1.6 Determinacion de los valores de C/N que favorecen la produccion de
lipidos en C. reinhardtii. Se sabe que si el mayor interés de un cultivo de C.
reinhardtii, es la recuperacion de lipidos para la produccién de biocombustibles, el
mejor porcentaje de CO, corresponde al del 5% CO, contenido en el aire
suministrado al bioreactor, debido que a esta condicion se produce tanto una
mayor cantidad de lipidos como una composicion de FAME similar a la reportada
para biocombustibles**, por tal razén para calcular el valor fijo de carbono se tuvo
en cuenta el limite maximo (1000 mmoles* h™ * guesoseco ') €Stablecido en la
ecuacién de restriccion para el vector de flux del modelo y se trabaja con el 5% de

. 1CO
este valor, es decir 50 -2

* 8pesoseco

*1 ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacién del efecto de la concentracién de CO, en el crecimeinto y la
produccion de biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.
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Ecuacion 8. Determinacion del flux inicial de CO»,

porcentaje tedrico de CO, * valor de flux maximo de CO,

flux de CO, = 100%

5 % 1000 mmol CO,

h’ * gpeseseco

100

flux de CO, =

mmol de CO
flux dee CO, =50 — 2

h’ * gpeseseco

Lo siguiente es calcular los diferentes flux de nitrdgeno de intercambio, para lo
cual se tuvo en cuenta que la relacién C/N en microalgas oscila entre un rango de
6 a 9*2. Pero ademas es necesario considerar que reportes experimentales
arrojan que las relaciones carbono-nitrégeno evaluadas especificamente para
aumentar la sintesis de lipidos son 4, 7 y 9.*% Por esta razén se decide evaluar las
siguientes relaciones C/N: 4, 6, 7y 9, y con base a estos valores calcular los flux
de nitrégeno que con el carbono fijo puedan mantener las relaciones elegidas.

Ecuacion 9. Determinacion del flux inicial de Nitrégeno

flux inicial de CO,
relacion C/N

flux inicial de N, =

Teniendo los valores de variacion de flux de nitrégeno (Tabla 5.) se ingresan
como restriccion de igualdad al modelo de red de C. reinhardtii establecido en
GAMS®, no sin antes dejar como valor fijo el flux inicial de CO, previamente
calculado. Los resultados que arroja el modelo son; el flux de biomasa que en
este caso es diferente con cada concentracion de nitrégeno y los flux de los
diferentes acidos grasos y triglicéridos.

** Martinez, A. R. (abril de 2011). Puesta en marcha de un cultivo de cultivo de microalgas para la
eliminacién de nutrientes de un agua residual urbana previamente tratada anaerébicamente. Riunet, pag.
1-102.

* Rodriguez Gonzédlez, A., & Serrano Luna, F. (2012). Efecto de la relacién carbono/nitrégeno en la
productividad de biomasa y ipidos en cultivos de Chlorella vulgaris UTEX 1803 en fotobiorectores a escala
de laboratorio.
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Tabla 5. Flux de carbono y nitrégeno ingresados a GAMS® para la
simulacién de la produccién lipidica en C. reinhardtii

mmol mmol
C02 (gpesoseco*h) NH4 (gpesoseco*h) CIN
50 125 4
50 8.3 6
50 7 7
50 55 9

2.2 ASOCIACION DEL PERFIL LIPIDICO OBTENIDO DEL MODELO FBA DE
C. reinhardtii CON LAS PROPIEDADES DEL BIODIESEL

Con el fin de trazar una ruta estratégica que asocie el perfil lipidico obtenido
mediante el modelado de la red metabdlica, con las principales propiedades que
describen la calidad del biodiesel, se plantean 4 etapas establecidas en el
siguiente diagrama:

Figura 17. Diagrama general de ruta estratégica de asociacion del perfil lipidico
de C. reinhardtii con las propiedades del biodiesel

Caracterizacion de FAMES
obtenidos de la
transesterificacion y
esterificacién tedrica

Caracterizacion de Transesterificacion y
triglicéridos y acidos esterificacién tedrica

grasos obtenidos en el de triglicéridos y
modelo FBA acidos grasos

Aplicacion de
correlaciones para
determinar
propiedades de
biodiesel

2.2.2 Caracterizacion de triglicéridos y acidos grasos obtenidos mediante el
modelo de programacion FBA de C. reinhardtii. Después de obtener los flux de
los triglicéridos y &cidos grasos resultantes, es necesario realizar una
caracterizacion teorica para identificar las formulas moleculares y estructurales
correspondientes a cada uno ellos mediante consulta bibliografica. Esto con el fin
de tener claro la forma de llevar a cabo la transesterificacion y esterificacion de
cada uno de los TAG y acidos grasos para obtencion de esteres de metilo.
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2.2.3 Transesterificacion y esterificacion teorica de los triglicéridos vy
acidos grasos caracterizados. Teniendo las formulas moleculares de los
triglicéridos y acidos grasos obtenidos, se procede a realizar una
transesterificacion y esterificacién de forma tedrica para conseguir los esteres de
metilo que se obtendrian con una conversién correspondiente al del 100%.

Este proceso se realiza con base a las reacciones generales de
transesterificacion y esterificacion, teniendo en cuenta que si lo obtenido es un
triglicérido, primero se debe someter a un proceso de transesterificacion y luego a
una esterificacion; si por el contrario el flux obtenido del modelo de reconstruccion
de la red metabdlica corresponde a un acido graso, se debe realizar directamente
una esterificacion.

Ecuacion 10. Reaccion general de transesterificacion de triglicérido

CaHyO, + 3CH,0 — C3Hg03 + 3C4H,0;

La Ecuacion 10, describe de manera general la forma tedrica en la que se realiza
la transesterificacion; donde a, b y ¢ corresponden a los subindices conocidos de
carbono, hidrogeno y oxigeno del triglicérido a transesterificar, y d, e, y f, son los
subindices a determinar de carbono, hidrogeno y oxigeno correspondientes al
acido graso resultante de la transesterificacion.

Ecuacion 11. Reaccion general de esterificacion acido graso

Cy4HRO; + CH,O - Hy0 + CH, O,

La Ecuacion 11, es una representacion general de la esterificacion, donde g, h, e
i, corresponden a los subindices conocidos de carbono, hidrogeno y oxigeno del
acido graso obtenido de la transesterificacion del paso anterior; y j, k y | son los
subindices a determinar de carbono, nitrégeno y oxigeno del éster de metilo
(FAME).

Con base a la estequiometria de las reacciones definidas previamente se
establecen las siguientes ecuaciones matematicas con el fin de obtener el valor
numeérico de los subindices desconocidos de los productos (d, e, f, j, k, y I).

Ecuacion 12. Determinacion del numero de carbono del acido graso obtenido de
la transesterificacion

d_a
-3
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Donde:
d= numero de carbono del acido graso resultante.
a= numero de carbono del triglicérido conocido.

Ecuacion 13. Determinacion del nimero de hidrégeno del acido graso obtenido
de la transesterificacion

_b+4
-3

e

Donde:
e= numero de hidrégeno del acido graso resultante.
b= nimero de hidrégeno del triglicérido conocido.

Ecuacion 14. Determinacion del numero de oxigeno del acido graso obtenido de
la transesterificacion

_C
F=3

Donde:
f= nimero de hidrogeno del acido graso resultante.
c= numero de hidrégeno del triglicérido conocido.

Ecuacion 15. Determinacion del niumero de carbono del éster de metilo obtenido
de la esterificacion

j=9g+t1

Donde:
j= numero de carbono del éster de metilo resultante.
g= numero de hidrégeno del 4cido graso conocido.

Ecuacion 16. Determinacion del nimero de hidrogeno del éster de metilo
obtenido de la esterificacion

k = h+2

Donde:
k= numero de hidrégeno del éster de metilo resultante.
h= numero de hidrégeno del acido graso conocido.
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El subindice de oxigeno correspondiente al éster de metilo obtenido tras la
esterificacion, es estequiométricamente igual al nimero de oxigeno en el acido
graso que reacciona con el metanol, es decir que | es igual a i.

2.2.4 Caracterizacion de ésteres de metilo (FAME). Teniendo ya la formula
molecular de los ésteres de metilo obtenidos de la transesterificacion y la
esterificacion, es necesario conocer la formula estructural de cada uno de ellos
mediante una revision bibliografica, esto con el objetivo de identificar la cantidad
de dobles enlaces entre los atomos de carbono existentes y por ende determinar
la cantidad de ésteres de metilo saturados e insaturados que componen al
biodiesel. Cabe aclarar que estos datos son parametros absolutamente
necesarios para aplicar las correlaciones utilizadas para calcular las propiedades
del biodiesel que se obtendria bajo las diferentes relaciones C/N trabajadas en el
modelo de red planteado.

2.2.5 Aplicacion de correlaciones para determinar propiedades de
biodiesel. Con base a una revision bibliografica de métodos de prediccion de
propiedades fisicas para la produccién de biodiesel, se eligieron las 6 propiedades
mas relevantes para determinar su calidad, de las cuales 3 son propiedades a
bajas temperaturas (punto nube, punto de filtro frio y punto de fluidez) y las 3
restantes, corresponden a las principales establecidas para cualquier tipo de
biocombustible (viscosidad cinematica, nimero de cetano y punto de inflamacion).

Estas correlaciones se pueden aplicar con sélo dos variables; el nimero promedio
de atomos de carbono totales en la composicion final del biodiesel y el valor
promedio de la cantidad de dobles enlaces de los FAME obtenidos. Ademas se
cuentan con parametros fijos que han sido establecidos por el método de
prediccién para cada ecuacién dependiendo de la propiedad a calcular.

Ecuacion 17. Determinacion de viscosidad cinematica, nUmero de cetano o punto
de inflamacion

y = ANC + BNDB

Donde:

y= propiedad del biodiesel (viscosidad cinematica, nimero de cetano o punto de
inflamacion)

A, B= coeficientes establecidos para cada propiedad.

N¢c = nimero promedio ponderado de atomos de carbono

Npg = numero promedio ponderado de dobles enlaces

La viscosidad cinematica es dada en unidades de mm?/s y el punto de inflamacion
en grados Celsius.
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Ecuacion 18. Determinacion de propiedades a bajas temperaturas

y = AN¢ + BUpaug

Donde:

y= propiedad del biodiesel a bajas temperaturas (punto nube, punto de filtro o
punto de fluidez) en grados Celsius.

A, B= coeficientes establecidos para cada propiedad

Nc = numero promedio ponderado de atomos de carbono

Uranve = composicion de FAME insaturados en el biodiesel

En la siguiente figura se evidencian los coeficientes A y B establecidos para cada

propiedad:

Tabla 6. Parametros establecidos para el célculo de propiedades del
biodiesel
Propiedad Biodiesel A B

Viscosidad Cinematica 0.235 -0.468

Numero de cetano 3.930 -15.936

Punto de inflamacion 23.362 4.854

Punto nube 18.134 -0.790

Punto de fluidez 18.880 -1.000

Punto de filtro 18.019 -0.804

Fuente: Yung-Chieh Su, Y. L. (2011). Selection of Prediction Methods

for Thermophysical Properties for Thermophysical

Properties for

Process Modeling and Product Design of Biodiesel Manufacturing.
Industrial & Engineering Chemistry Research, pag. 6827.
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3. DISCUSION Y RESULTADOS

3.1 IMPLEMENTACION DEL MODELO FBA EN GAMS®

3.1.1 Curacion de la red metabdlica reconstruida de C. reinhardtii. Luego de
haber establecido la metodologia en el capitulo anterior, se procede a realizar el
analisis de los resultados obtenidos.

Inicialmente se muestra la Tabla 7, donde se evidencian el total de las reacciones
y metabolitos obtenidos después de la curacion de la red metabdlica.

Tabla 7. Resultado de metabolitos y reacciones después de
realizar la curacion de la red metabdlica reconstruida

Red metabdlica .
) Red metabolica
reconstruida (grupo .
) . - actualizada
de investigacion)
N° Metabolitos 2312 2350
N° Reacciones 4273 3509

Aungque usualmente la curacion de una red metabdlica es una actividad que
ocupa un largo tiempo de trabajo, se decidi6 detener la curacion y la
programacion en este punto debido a que se observa una alta sensibilidad del
modelo a la variacion de flux de Nitrégeno en la reaccién que proviene del medio
extracelular.

3.1.2 Evaluacién del efecto de la relacion C/N en el modelo FBA. Uno de los
principales resultados de esta investigacion, es la evaluacion del modelo FBA de
la red metabdlica que se evidencia en el aumento del valor de la funcién objetivo
de biomasa a medida que se aumenta la relaciéon C/N, y se disminuyen los flux de
nitrégeno alimentado en la reaccion 15 del modelo, manteniendo un valor del flux
de carbono constante.

Tabla 8. Resultados del valor de flux de la reaccidon biomasa en cada
punto de C/N

C/N Flux metabélico de la biomasa de C. reinhardtii (h™)
4 0.664278
6 1.780264
7 2.125689
9 5.524255
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Con el aumento de flux que presenta la biomasa de la microalga, se continua con
el estudio de los componentes del perfil lipidico de C. reinhardtii.

3.1.3 Composicion lipidica obtenida por medio de la simulacion del
crecimiento de la biomasa de C. reinhardtii. Tomando el flux experimental de
CO, en 5% como valor constante, y variando el flux de la reaccion que introduce
amonio al medio como fuente de Nitrégeno, se establecen 4 puntos de relacion
C/N para a determinar los lipidos obtenidos en la microalga.

El primer paso al ajustar el modelo FBA en GAMS®, es identificar los &cidos
grasos Y triglicéridos que resultan tras la simulacion y verificar el comportamiento
de sus flux correspondientes con respecto a la variacion en los valores de la
relacion C/N (Anexo E).

Los principales lipidos que se obtienen por el modelo se muestran en la Tabla 9,
los cuales se llevan a un estudio posterior para calcular las propiedades que
definen la calidad del biodiesel.

Tabla 9. Lipidos resultantes en la simulacién realizada en GAMS®

Nombre en base de datos BiGG Formula
Molecular
Hexadecanoate (n-C16:0) C16H320,
Triacylglycerol (16:0/18:1(112)/18:0) Cs5H10406
Triacylglycerol (16:0/18:1(112)/18:1(112)) Cs5H10206
Triacylglycerol (16:0/18:1(112)/18:3(52,92,127)) Cs5Hos0s6
Triacylglycerol (16:0/18:1(112)/18:4(52,92,127,157)) Cs5Ho606
Triacylglycerol (16:0/18:1(9Z)/16:0) Cs3H10006
Triacylglycerol (16:0/18:1(92)/18:0) Cs5H10406
Triacylglycerol (16:0/18:1(92)/18:1(112)) Cs5H10206
Triacylglycerol (16:0/18:1(92)/18:1(92)) Cs5H10206
Triacylglycerol (16:0/18:1(92)/18:3(52,92,127)) Cs5Hos06
Triacylglycerol (16:0/18:1(92)/18:4(5Z,97,127,157)) Cs5Ho606
Triacylglycerol (18:0/18:1(92)/18:0) Cs7H10806
Triacylglycerol (18:0/18:1(92)/18:1(112)) Cs7H1060s6
Triacylglycerol (18:0/18:1(92)/18:3(52,92,127)) Cs7H10206
Triacylglycerol (18:0/18:1(92)/18:4(52,92,127,157)) Cs7H1000s6
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(112)/16:0) Cs5H10206
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(1127)/18:0) Cs7H1060s6
Triacylglycerol (18:1(117)/18:1(117)/18:1(112)) Cs7H10406
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(1127)/18:3(52,92,127)) Cs7H1000s6
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(112)/18:4(52,92,127,157)) | Cs7Hgg06
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Tabla 9. (Continuacion)

Nombre en base de datos BiGG Formula
Molecular
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(92)/16:0) CssH102056
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(92)/18:0) Cs7H10606
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(92)/18:1(112)) Cs7H10406
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(92)/18:3(52,92,12Z7)) Cs7H1000s6
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(92)/18:4(52,92,127,157)) Cs7Hos06
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(112)/16:0) Cs5H10206
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(112)/18:0) Cs7H1060s6
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(112)/18:1(112)) Cs7H10406
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(112)/18:1(92)) Cs7H10405
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(112)/18:3(52,92,127)) Cs7H1000s
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(112)/18:4(52,92,12Z,15Z7)) Cs7Hgs06
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(92)/16:0) CssH102056
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(92)/18:0) Cs7H1060s6
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(92)/18:1(112)) Cs7H10405
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(92)/18:3(52,92,127)) Cs7H1000s
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(92)/18:4(52,92,127,15Z7)) Cs7Hgs06
Triacylglycerol (16:0/18:1(112)/16:0) Cs3H10006
Triacylglycerol (16:0/18:1(112)/18:1(92)) Cs5H10206
Triacylglycerol (18:0/18:1(92)/18:1(92)) Cs7H10605
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(112)/18:1(92)) Cs7H10406
Triacylglycerol (18:1(112)/18:1(92)/18:1(92)) Cs7H10405
Triacylglycerol (18:1(92)/18:1(92)/18:1(92)) Cs7H10406

3.2 RUTA ESTRATEGICA QUE ASOCIA LA COMPOSICION LIPIDICA CON
LA CALIDAD DEL BIODIESEL

Los resultados del analisis y la asociacién del perfil lipidico con la calidad de
biodiesel, se discuten en el siguiente capitulo, haciendo énfasis en la cantidad de
esteres de metilo obtenidos tras las reacciones de transesterificacion y
esterificacidon, y su relacién con la propiedades de biodiesel calculadas mediante
ecuaciones de prediccion matematica.
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3.2.1 Transesterificacion de los lipidos obtenidos en la simulacion en
GAMS® A partir del perfil lipidico resultante de la simulacién del crecimiento
microalgal en GAMS™, se hace una transesterificacion de cada uno de los
triglicéridos para obtener una composicion de acidos grasos. Luego, al establecer
los valores de la relacion C/N se logran identificar los acidos grasos que se
obtienen en la red metabdlica programada en estado estacionario.

Gréafico 3. Acidos grasos obtenidos de la transesterificacion a
diferentes valores de la relacion C/N
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El modelo FBA arroja una composicion lipidica basada en triglicéridos, que por
medio de un proceso de transesterificacion tedrica se transforman en &cidos
grasos; de los cuales los acidos octadecanoico y palmitico se obtienen en mayor
proporcién a diferencia del anién de &cido oleico, acido estearico y acido oleico,
cuyos valores de flux son menores.

3.2.2 Esterificacién de los acidos grasos pertenecientes a la biomasa de C.
reinhardtii. Luego de identificar los &cidos grasos obtenidos, se someten a una
esterificacidon teorica planteada con una conversion del 100% y que proporciona
como resultado 5 tipos de ésteres de metilo que sumados al resultante
directamente del modelo FBA en GAMS®, componen el cuadro que se muestra a
continuacion .
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Cuadro 7. Esteres de metilo obtenidos después
de la esterificacion del acido graso

Acido graso Ester de metil

Anién de acido oleico | 2-metil-9-octadecenoato
Linoleato de metilo Linoleato de metilo
Acido octadecanoico | Metil estearato

Acido estearico Metil octadecanoato
Acido oleico Oleato de metilo

Acido Palmitico Palmitato de metilo

3.2.3 Caracterizacion de ésteres de metilo (FAME). Al conocer los ésteres de
metilo resultantes de la esterificacion tedrica de los acidos grasos establecida con
un porcentaje de conversion igual a 100, se comparan los flux de los FAMEs
obtenidos al variar los valores de la relacion C/Nen: 4,6, 7y 9.

Gréafico 4. Esteres de metilo obtenidos por el modelo FBA a diferentes
valores de la relacion C/N
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Al observar el gréfico 4, se concluye que el modelo da como resultado 6 tipos de
ésteres de alquilo, donde se obtienen en mayor proporcion el metil estearato y
palmitato de metilo y en menor proporcibn los 4 restantes (2-metil-9-
octadecenoato, linoleato de metilo, metil octadecanoato y oleato de metilo).
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Adicional a lo anterior, se evidencia mayor cambio de los flux en la relacion
C/N=7, generando el flux mas alto en el metil estearato.

3.2.4 Prediccion de las propiedades del Biodiesel. Para la prediccion de los
parametros de calidad del biodiesel se calculan 6 tipos de propiedades
termofisicas, tres que se relacionan directamente con la eficacia del
biocombustible a partir de microalgas, (viscosidad cinematica, numero de cetano y
punto de inflamacién) y tres que evallan la operatividad del biodiesel a bajas
temperaturas (punto nube, punto de filtro frio y punto de fluidez).

Grafico 5. Viscosidad cinematica evaluada a diferentes valores
de la relacion C/N
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Al calcular la viscosidad cinemética a una temperatura de referencia igual a 40°C
establecida por el modelo de prediccién de propiedades, se Iogra observar que
sus valores se encuentran dentro de un rango entre 4 y 4.2 mm</s, lo cual segun
lo instituido por normas internacionales, estan dentro de los valores normales de
trabajo que conllevan a una combustion adecuada del biocombustible en el motor.
Por otra parte se evidencia una mayor viscosidad cinematica en las relaciones
C/N iguales a 6 y 9, a diferencia de la relaciéon C/N igual a 4, en donde se puede
notar que el biodiesel obtenido a esta condicion tiene una menor resistencia a la
fluidez.
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Grafico 6. NiUmero de cetano evaluado a diferentes valores de
la relacion C/N
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Respecto al numero de cetano estimado, se infiere que su valor se encuentra
dentro de un rango entre 63 y 65, lo cual refiere que el tipo de biodiesel obtenido a
partir de cultivos de C. reinhardtii, con diferentes relaciones de flux de carbono y
nitrdgeno, es un biodiesel de calidad que tendrd un menor tiempo de retardo de
ignicién que cumple con el valor minimo estandar (nc=47) establecido por la
norma internacional. Asi mismo se evidencia que el biodiesel obtenido a
relaciones de C/N iguales a 6 y 9, tienen el mayor nimero de cetano, lo cual
asegura una mayor eficiencia.
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Grafico 7. Punto de inflamacion evaluado a diferentes valores de
la relacion C/N
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Segun la gréfica expuesta anteriormente, el valor del punto de inflamacion
estimado para cada tipo de biodiesel obtenido a diferente relacion C/N, supera por
mucho el valor minimo de 130°C establecido por la norma ASTM 6751 (S500).
Esto indica, que el biodiesel que se obtiene a estas condiciones tiene un menor
riesgo de inflamacion debido a que el rango de temperaturas se encuentra entre
160 y 172 °C, valores que determinan calidad y seguridad del biocombustible a
usar, siendo el biodiesel obtenido con una relacion C/N igual a 4 el que menor
temperatura de inflamacion tiene y el que representa un mayor riesgo si se
compara con los obtenidos a la relaciones de C/N restantes.

Comparando con las especificaciones establecidas por la norma ASTM (American
Society for Testing and Materials) D6751-09 y por la norma Europea para
Biodiesel, los valores de viscosidad cinemética, nimero de cetano y punto de
inflamacion calculados por las correlaciones matematicas expuestas en este
estudio, se encuentra dentro del rango de operatividad del biodiesel de la norma.
Ver ANEXO Fy G.

El siguiente grafico, es una comparacion de las propiedades a bajas temperaturas
(punto nube, punto de fluidez y punto de filtro frio) calculadas para los diferentes
tipos de biodiesel obtenidos, donde se observa que estas propiedades disminuyen
cuando se establecen flux de carbono y nitrégeno cuya relacién entre si sea igual
4,y por el contrario aumentan trabajando con una relacion C/N igual a 6.
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Gréfico 8. Propiedades a baja temperatura, evaluadas a
diferentes valores de la relacion C/N
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3.3 COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL MODELO FBA CON DATOS
EXPERIMENTALES PROPORCIONADOS POR GRUPO DE
INVESTIGACION DE DISENO DE PRODUCTOS Y PROCESOS DE LA
UNIVERSIDAD DE LOS ANDES

En esta seccion se presentan las graficas que resumen los resultados de la
experimentacion llevada a cabo por el grupo de investigacion de disefio de
productos y procesos de la universidad de los Andes, en la cual se evallua el
efecto de CO, sobre la produccion de biomasa y lipidos de C. reinhardtii. Dicha
investigacién se toma como fuente preliminar del flux de carbono a ingresar a la
simulacién desarrollada en este proyecto, debido a que una de las conclusiones
obtenidas de aquella investigacion es que la maxima produccion de lipidos y
biomasa se presenta cuando se trabaja con un flux de 5% de CO, suministrado al
bioreactor como se muestra en la Figura 18. Por consiguiente el valor fijo de
carbono corresponde al 5% del flux determinado en el limite superior para la
ecuacion de restriccion para el vector de flux.
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Figura 18. Influencia de la concentracion de CO, en la
produccién de biomasa en el cultivo total (peso seco (g/L))
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Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacion del efecto de la
concentracion de CO, en el crecimeinto y la produccion de
biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.

Lo siguiente es un balance realizado entre las proporciones de FAMESs obtenidos
de la cromatografia gases realizada por el grupo de investigacion de la
universidad de los andes (Figuras 19 y 20) y los porcentajes de los flux
determinados en la programacion (Grafico 9)

Figura 19. Influencia de la concentracion de CO, en la
Composicion del extracto lipidico de C. reinhardtii
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Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacion del efecto de la
concentracion de CO, en el crecimeinto y la produccion de
biomasa de Chlamydomonas reinhardtii.
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Figura 20. Influencia de la concentracion de CO;, en la Composicion
del extracto lipidico de C. reinhardtii
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Fuente: ESPINOSA, C. H. (2016). Evaluacion del efecto de la
concentracion de CO, en el crecimeinto y la produccion de biomasa de
Chlamydomonas reinhardtii.

Gréafico 9. Proporcion de FAMEs obtenidos de la programacion
del modelo FBA a 5% de CO;
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Realizando una comparacion entre el grafico 9 con las figuras 19 y 20 se logra
establecer una relaciéon entre el modelo ejecutado en Gams y la extraccién en
cuanto al tipo de FAMEs, mas especificamente considerando los casos del C8:0
(Acido caprilico) y C16:0 (Acido palmitico) presentes en las figuras 19 y 20
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respectivamente. Cabe aclarar que los porcentajes de FAMEs resultantes
presentan algunas diferencias entre si y que ademas no se obtuvo un amplio perfil
del extracto lipidico de la microalga a partir de la programacion desarrollada en
este proyecto, sin embargo, es valido atribuir este suceso a la conversion ideal del
100% que se considera para cada una de las reacciones involucradas en la
sintesis lipidica, cuya consecuencia es la ausencia de trazas de los 4cidos grasos
gue no reaccionan tras la esterificacion y que por el contrario se encuentran como
subproductos que se logran identificar en el perfil obtenido de la cromatografia
realizada en la experimentacion.

81



4. CONCLUSIONES

e El modelo FBA utilizado para ajustar la red metabolica, resultd ser una
herramienta robusta que permiti6 considerar todas las reacciones
involucradas en el sistema biolégico de C. reinhartii, de alli se lograron
estudiar diferentes ciclos involucrados en la sintesis de lipidos y asi identificar
los 42 tipos de lipidos resultantes y sus respectivos valores de flux.

e Debido al efecto del nitrégeno presentado sobre el modelo reconstruido de C.
reinhardtii, fue factible el analisis de 4 diferentes valores de C/N,
estableciendo que la relacion que favorece la produccion de lipidos en
microalga tiene un valor igual a 9, con 50 mmol/L de carbono y 5,5 mmol/ L de
nitrégeno, dando en consecuencia un valor de flux total de lipidos igual a
41,95 mmol/L, es decir que la cantidad de lipidos obtenidos resulta ser
inversamente proporcional al flux de nitrégeno, y que por ende si se quiere
aumentar la cantidad de lipidos se debe disminuir la concentracién de
Nitrogeno en el medio.

e La ruta estratégica desarrollada en esta investigacion se fundamenté en las
reacciones de transesterificacion y esterificacion tedricas que dieron como
resultado los diferentes FAMEs contenidos en el biodiesel producido a partir
de biomasa de la microalga C. reinhardtii en funcion del flux inicial de
nitrdgeno de intercambio contenido en el amonio suministrado al medio de
cultivo. Dicha composicién de esteres de alquilo, fue necesaria para realizar la
prediccién de diferentes propiedades termofisicas, lo que permiti6 concluir
que la propiedad més sensible a la variacion de la relaciéon C/N es el nUmero
de cetano, el cual aumenta en relaciones iguales a 6, 7 y 9, debido a la
presencia en mayor proporcion del estearato de metilo, teniendo un valor
aproximado de nc igual a 65, lo que segun normas internacionales garantiza
un menor tiempo entre la inyecciébn del combustible y el inicio de la
combustion.

e En la viscosidad cinematica se obtuvo un valor aproximado de 4,2 mm?/s en
C/N=6, 7 y 9, si se requiere la disminucion en el valor de ésta propiedad se
debe trabajar en condiciones de C/N=9 o superior donde se genera en mayor
proporcion el linoleato de metilo debido a que segun estudios este
componente presenta en el biodiesel valores aproximados de viscosidad
cinematica de 3,14 mm?s, lo que segin normas internacionales entre mas
bajo sea el valor garantiza una combustiéon completa y menor formacion de
depdsitos carbonosos en los inyectores.

e Segun la evaluacion del punto de inflamacion, cabe establecer, que las
relaciones C/N que mas favorecen el aumento de la temperatura de esta
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propiedad son iguales a 6 y 7, con valores de punto de inflamacion iguales a
171 °C.

e Con respecto a las propiedades del biodiesel a baja temperatura, el
biocombustible producido bajo las condiciones establecidas en la simulacion,
no es adecuado para su uso en ambientes de bajas temperaturas. Por ende si
en los requerimientos del cliente, es obligatorio obtener menores
temperaturas de estas propiedades se recomienda disminuir el valor de flux
del nitrdgeno disuelto en el medio de cultivo por debajo de 5,5 mmol/L, debido
a que a este flux, cuya relacion C/N corresponde a 9, se presenta una mayor
proporcion de esteres de alquilo insaturados; mas especificamente del oleato
de metilo, cuyo punto de fusion corresponde a -20°C, lo cual favorece la
disminucién del valor de las temperaturas de punto nube, fluidez y filtro frio.

e Al realizar la comparacién con los datos experimentales proporcionados por el
grupo de investigacion de Disefio de Productos y Procesos de la Universidad
de los Andes, fué posible determinar que el perfil lipidico de la microalga C.
reinhardtii, contiene en su composicion tanto en una prueba real, como en una
simulacion de la red metabdlica que toma condiciones ideales, los esteres de
alquilo correspondientes a acido caprilico y &cido palmitico.
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5. RECOMENDACIONES

Utilizar un modelo que trabaje en estado no estacionario, para asi poder
calcular las concentraciones internas que varian con el tiempo en el sistema
bioldgico de la microalga.

Evaluar el modelo FBA a diferentes valores iniciales de concentracion de
carbono, con el fin de poder observar si cambia el comportamiento de la
composicion lipidica microalgal

Considerar en la simulacién otra fuente de nitrdgeno que sea alimento en el
medio de cultivo de la microalga que permita mayor produccién de lipidos en la
simulacién del microorganismo.

Utilizar otros métodos de prediccion matematica mas rigidos para predecir las
propiedades del biodiesel, donde se considere el % de masa, peso molecular y
fraccion molar de los lipidos obtenidos en la simulacién.

Realizar una experimentaciéon donde los resultados ademas de evaluar la
fuente de carbono como alimento, se considere el nitrégeno del medio, para asi
poder realizar la relacion (C/N) y poder hacer una comparacién mas completa
con los resultados del modelo FBA.
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ANEXO F
NORMA ASTM PARA BIODIESEL D6751-09

Tabla1. Morma astm para biodigsel DET51-09
Limite
Propiedad Unidad Método de prueba
Min Max
Funla de inflamacidn 93 “c oas
Contral de aleohol
Diglhe 5 e 133 siguientas:
1. anemrEun T:I:lrtu};;nl B 130 02 mf: * enl;gm
2. Punio da inflamaciin
Agua y sediTents 0,050 % violurnen D270
Nimero scide 0,50 mg KOH 7 g C64
Ceniza sulfalada 0020 % masa Ca74
Coerasitn Wrmina de cobre Mo 3 ]
Residuo de carbong 0050 % maza 04530
Vigoosidad cinemalica 1.8 6,0 M2 D45
NOmern de celana 47 C513
Purila de furbidez Reparte “c 02500
Filrabilidad de krpregnade en ki 0 Segundos Anexp A1
Esfabilidad de cxidacian 3 hidas BN 14112
Glicarina libee 0,020 % masa Das84
Glicarina tatal 0240 % maza 6584
Sodio y polasio, combinados 5 PR (pEE) &M 14536
Caldo y magnesio, combinados 5 pRm () EM 14538
ARt D'E':E;E % rasa (pam) 05453
Contenido de Matora 0,001 % masa 04851
:ﬁ::ﬁ :E';':;F::; eguivalentz, B)% recuperado =0 * DiieD

Fuente: Fuente: Knothe, G. (2010). Calidad del combustible biodiésel y la norma
astm. PALMAS, Vol 31(Especial, Tomo Il), pag. 164.
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ANEXO G
NORMA EUROPEA PARA BIODIESEL EN 14214-2008

Tabla2. Morma Europea para Biodiésel 8n 14214 — 2008
Limita
Propiedad Unidad Método de pruaba
Min Max

Contenids de ésler B5.5 En 14103
Punla de inflamacion 1 C & !Sﬂ T

BN 150 3879
Contenida de metanal 0.20 % {riwtr) En 14110
Contenios de agua 500 kg e iso 12837
Valor Acido 0.50 myKOH!g BN 14104
Ceniza sulfatada 0.0z % {rfm) is0 3o8T
Coerasion mina de cobre Mo 1 eniso 2160
Residuo de carbona (1009 residua disk) 0.30 % {rtm) £nis0 10370
Contaminasin tatal 24 mg'kg BN 12662
Dengidad 2 15°C EA0 800 kg/ms EE ::E ?g::E
Visoosidad cinematica 35 50 Mmz/s & 50 3104
NOmern fe celana 51 &M is0 5165
Extabilidad de exiacidn, 110°C [ horas En 14112

BN 14105
Glicarina libea 0.020 % {rtm) N 14106
Gliearina batal 0.240 o {rnder) BN 14105
Contenida de maonaglicéddos 0.80 % (riwtm) BN 14103
Contenido de diglicaridas 0.20 % {rtm) B 14105
Conbenios de Figbosndos 0.20 % {rivt} & 14105
e de yodo 120 gyodo /100 g £ 14111
Contenids de acido Enolénico 12 % {rwtr) En 14103
Contenids de lame can 2 4 enlaces dobles 1 % {rtm)

En 14103
Metakes Gruga I (Ma + k) 5 My £ 14109

En 14533
Metaken Gruga Il (Ca + Mg) 5 My M 14538

EN 150 20648
haite ' o &niso 20884
Contenida de Malara 4 mg/ky £ 14107

Fuente: Fuente: Knothe, G. (2010). Calidad del combustible biodiésel y la norma
astm. PALMAS, Vol 31(Especial, Tomo II), pag. 165.
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