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(57) Resumen

La presente invencién se refiere a un proceso para producir biomasa y proteinas de microalgas, ventajosamente
usando como una fuente de desarrollo de dicha microalga los desperdicios de la industria del alcohol, notablemente de las
cascarillas de cafia de azlcar y del dioxido de carbono que se origina de las cubas de fermentacion. El proceso de acuerdo
ala presente invencion comprende los pasos basicos de |a preparacion de cascarillas de caha, la adaptacion y preparacion
del inoculo con la microalga espirulina platensis OF 25, el cultivo de la microalga bajo condiciones controladas y el uso
de CO2, la separacion de la biomasa de algas y la recirculacion opcional de la fase de agua y el proceso hasta que son
alcanzados los niveles DQO y DBO aceptables por los reglamentos ambientales.

(57) Abstract

The present invention refers to a process to produce biomass and proteins from microalgae, advantageously usingas a
source of development of said microalgae rejects from the alcohol industry, notably sugar cane husks and carbon dioxide
originating from fermentation vats. The process according to the present invention comprises basic steps of preparation
of cane husks, adaptation and preparation of inoculum with the microalga Spirulina platensis OF 25, cultivation of the
microalga under controlled conditions and use of CO2, separation of algal biomass and optional recirculation of the water
phase in the process until acceptable DQO and DBO levels by environmental regulations are reached.
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PROCESO PARA PRODUCIR BIOMASA Y PROTEINAS MEDIANTE MICROALGAS

Campo de la Invencién

La presente invenciédn se refiere a un proceso para
producir biomasa y proteinas de microalgas, ventajosamente
usando como un medio de cultivo de dichas microalgas los
desechos de las industrias de alcohol y del aztcar, notablemente
las cascarillas de caila de azucar y el didxido de carbono que se

origina de las cubas de fermentacién.

El proceso de la presente invencidén también
contribuye como una solucidén para reducir la emisién de cargas
contaminantes a los cursos de agua, la desertificacidén del suelo
mediante la combinacién de minerales, ya que el presente proceso
ofrece una reduccidén drastica de los valores DQO (demanda de
oxlgeno quimico) y DBC (demanda de oxigeno quimico) como esta
presente en las carfias de azicar, asi como la emisién de cargas
contaminantes a la atmésfera, teniendo en mente el reuso del

didéxido de carbono (CO;) del proceso de fermentacidn.

Antecedentes de la Invencidn

En Brasil, el etanol es solo producido por medio
de procesos de fermentacién, en donde las levaduras transforman
el -“ugo, las melasas y/o una mezcla de jugo de cafie de azucar y

las melasas en etanol. Esto es un proceso bioldgico el cual
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puede ser representado por medic de la ecuacién estoiquiométrica

de Gay Lussac, como se reproduce abajo:

Cy2H22041+ H0 2 CgHy20¢ + CgH1205 (a)
CegH 205> 2CH3CH,OH +2C0O, + 23,5 kcal (b)

La ecuacién (b) muestra que, por cada 180 gramos
de azucar consumidos, son producidos 93 gramos de etanol y 88

gramos de bidxido de carbono.

Al final de la fermentacién, el liquido obtenido
es nombrado vino. El1 vino, o el jugo fermentado, tiene una
concentracién de etanol, un porcentaje por volumen el cual puede
ser de entre 6 grados y 10 grados GL, ademas de otros
componentes liquidos, sélidos y gaseosos. Dentro del vino,
ademas del alcohol (etanol), nosotros podemos encontrar agua
bajo tasas las cuales pueden variar de entre 89 por ciento y 93
por ciento, minerales y otras sustancias bajo concentraciones
mds bajas. El alcohol como estd presente en tal vino es
recuperado en la parte superior de las columnas de destilacién,
en donde las sustancias volatiles presentes son separadas por
sus puntos diferentes de ebullicién. Las cascarillas de cafa
son tomadas en la base de dichas columnas y constituyen un
residuo liquido, generado bajo una proporcién promedio de 12 a
15 litros para cada litro de alcohol hidratado producido. El

residuo liquido, rico en minerales, entre otros gquimicos,
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representa la fuente mas grande de contaminacidén en la industria
del alcohol (etanol) como se obtiene por procesos de

fermentacion.

La composicién de las cascarillas de azucar
depende de varics factores, tal como la composicién de la
materia prima, las caracteristicas y modo de operacién de las
columnas de destilacién., La tabla 1 presenta caracteristicas
cualitativas y cuantitativas de cascarillas de cafia que se
originan del mosto de jugo, mosto de melasas y mosto mezclado

como se recolecta en plantas en el Estado de Sao Paulo.

Tabla 1 - Caracterizacién Fisico-Quimica de las
cascarillas de azucar (promedio de 64 muestras de 28 plantas en
el Estado de Sao Paulo - Fuente: ELIA NETO, A. & NAKAHODO, T.

(en Relatério da Copersucar, Proyecto No. 95000278, Piracicaba,

1995-26 p).
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Las cascarillas de <cafia contienen minerales,
materia orgadnica y agua estando caracterizadas como un residuo
altamente agresivo al ambiente por tener niveles altos de
demanda de oxigeno quimico y de demanda de oxigeno bioquimico.
Hasta el final de los afos de 1970, cuando la practica fue
prohibida, los volUmenes crecientes de las cascarillas de azucar
fueron lanzados a los manantiales de superficie, principalmente
a los cursos de agua tal como los rios, las corrientes y rios
pequerios, cerca de las plantas de azlGcar y de alcohol. Los
efectos causados por dicha practica se han conocide por mucho
tiempo. La carga organica como se presentdé en las cascarillas
de cafia provoca la proliferacidén de microorganismos que consumen
el oxigeno como se disuelve en el agua destruyendo la flora y la
fauna y provocando dificultades para el uso de fuentes de
suministro de agua que puede beberse. Ademds, la descarga de
las cascarillas de cafia en los cursos de agua provoca un mal
olor y contribuye a empeorar varias enfermedades de parasitos

endémicas.

Los estimados muestran que la produccidén de Brasil
de cascarillas de cafia para la cosecha de 2006/2007 ha sido de
alrededor de 190 billones de litros. Actualmente, el destino de

las cascarillas de cafa ha sido su pulverizacidén en la tierra,
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particularmente en las plantaciones de cafla de azucar y/o su
almacenamiento en lagunas de depuracién. Sin embargo, el
rociado continuc de las cascarillas de cafla en las tierras, aun
a dosls pequeflas pueden provocar la saturacién de catiédn,
especialmente de potasio provocando la lixiviacién de sus
componentes en las aguas subterraneas. El potasio por si mismo
no es un contaminante de las aguas y de las aguas subterréneas,
pero su presencia a altas concentraciones en la tierra favorece
la aparicidn de quimicos los cuales, con las cargas neutrales,
son facilmente lixiviados. El complejo formado entre (K)'© vy
(NO3)~ proporciona muchas de las preocupaciones ambientales, ya
que el nitrato es un contaminante importante para las aguas de

superficie subterraneas.

En Brasil, los organismos gubernamentales intentan
el imponer restricciones al manejo de dichas cascarillas de cafia
desde 1978, prohibiendo la descarga de las cascarillas de cafa
en las aguas de superficie. Una de dichas reglas que regula el
uso de las cascarillas de cafia establece que las cascarillas de
cafia pueden solo ser aplicadas a la tierra cuando la
concentracion de catién total (CTC) para la tierra estd abajo de
5%. Si ese valor ya se ha alcanzado, la regla solo permite el
uso de una dosis de potasio equivalente al consumo por cafia de
azucar en el afo en comento, por ejemplo cascarillas de cafia
equivalente a 185 kilogramos/ha de K;0. Con tales reglamentos
en vigor, varias Areas de cultivo de cafia de azucar sufren

restricciones, y el sector ya desarrolla proyectos con el objeto
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de transportar las cascarillas de cafia a distancias mas grandes

de lo gue se usan actualmente.

Una de las soluciones que estéd siendo estudiada
lidia con la concentracién de las cascarillas de cafia come una
forma para reducir los costos de transporte. El uso del
conocimiento técnico/cientifico para manejar mejor dichas
cascarillas de azlGcar, teniendo como objetive un uso més

racional con menos impacto ambiental es de vital importancia.

Estado del Arte

Las microalgas son organismos que contienen
clorofila las cuales realizan la fotosintesis, cubriendo una
variacién morfoldgica, estructural y metabdlica amplia, aln
incluyendo unos pocos grupos procaridticos. Una amplia parte de
estos organismos se encuentra libremente en el agua, formando
parte de la fitoplantacién, y es la base de 1la cadena
alimenticia en los ecosistemas de agua, siendo responsables por
hasta 50% de la fijacidén de carbén y produccién de oxigeno sobre
el planeta (OLIVEIRA, A., Crescimento das diatomdceas bacillario
phyceae Chaetocerus sp., Skeletonema costatum e Thalassiosira
fluvia tilis em diferentes meios de cultura e em condigdes
controladas de temperatura e salinidade. Monografia de clase de
maestro en cultivo de agua, Departamento de Cultivo de Agua,

Universidad Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 1993).
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Las microalgas han sido clasificadas
tradicionalmente bajo varios criterios tales como tipos de
pigmentos, la naturaleza quimica de los productos de reserva y
los constituyentes de pared de célula (TOMASSELI, L. La célula
microbial en RICHMOND, A. (Editores) texto de cultivoc de
microalgas: bilotecnologia y ficologia aplicada. Oxford: Ciencia
Blackweel Science, pagina 3-19, 2004). Las microalgas forman un
grupo  heterogéneo de organismos que cubren todos los
microorganismos fotosintesizadores, mediante el  hacerlos
eucaridticos o procaridéticos. Estos son usualmente unicelulares

y gram negativos.

El nimero de especies de microalgas es muy grande,
pero aun desconccido. Se estima que puede haber entre 200,000 y
unos pocos millones de especies. Las microalgas son fuentes
ilimitadas de biomoléculas de interés alimenticio farmacéutico,
asi como de otras sustancias, comercialmente interesantes (PULZ,
0., GROSS, W. Productos valiosos de biotecnologia de
microalgas. Microbiologia y Biotecnologia aplicadas, 65 (6),

paginas 635-648, 2004).

De acuerdo a RICHMOND, A. Texto de Cultivo de Masa
Microalgal, CRC Prensa, U.S.A., 1986, la produccidén de
microalgas puede ser justificada por numerosas ventajas entre

estas que pueden estar las que resaltan:
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- procesos biolégicos deficientes para
transformar la energla de sol en materia crganica y muchas
especies crecen mas rapidamente que las plantas terrestres lo

cual permite la preduccién de biomasa superior;

- su naturaleza de unicélula segura la biomasa
con una composicién bioguimica dnica la cual no ocurre con las
plantas terrestres, presentado compuestos localizados en partes

especificas tales como frutas, hojas, semillas o raices;

- mediante el controlar las condiciones de
cultivo ambiental tal como luz, temperatura y nutrientes, muchas
especies pueden ser inducidas a sintetizar y acumular
concentraciones altas de proteinas, carbohidratos, lipidos, etc.
Estos compuestos tienen un alto valor comercial principalmente

por ser considerados como de origen natural;

- estas pueden crecer bien en regiones con
condiciones de <clima extremo. Los cultivos se pueden
desarrollar bajo el mar o aguas de estuario, las cuales no
pueden ser empleadas convencionalmente en el cultivo de plantas
con valor agricola, o con aguas residuales que se origina de
varios procesos de produccién tal como la agricultura, el

cultivo de ganado, el desperdicio industrial y doméstico;

- el ciclo de vida de la mayoria de las

microalgas es completado dentro de unas pocas horas,
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favoreciendo por tanto la seleccién de sepas y la mejora

genética de las especies.

En relacidén a la nutricidén, para el crecimiento
bptimo, las microalgas requieren un nimero de nutrientes. Entre
los diferentes géneros y especies, ocurren muchas variaciones
principalmente relacionadas a la cantidad de nutrientes en el
medio. AuUn asi, estas necesidades nutricionales dependen de las
condiciones ambientales diferentes (ABALDEJ, C. A., FIDALGO. J.
P., TORRES, E., HERRERO, C. Microalgas: Cultivo y aplicaciones.
La Corufa: Servicio de Publicaciones, péagina 210, 1995,
Microalgas: Cultivo y Aplicaciones. La Corufia: Servicio de
Publicaciones paginas 210, 1995} . Los macronutrientes
requeridos por las microalgas son carbén, nitrdgeno, oxigeno,
hidrégeno y fésforo, ademds de calcio, magnesio, sulfuro vy
potasio. En relacidén a los nutrientes, estcs usualmente
requieren hierro, manganeso, cobre, molibdeno vy cobalto,
mientras que unas pocas microalgas también requieren
concentraciones de vitamina bajas en el medic de cultivo
(GHILLARD, R. R. L. Cultivo de fitoplancton para alimentar
invertebrados marinos. En: SMITH, W. L., CHANLEY, M. H.
(editcres), Cultivo de Animales Invertebrados Marinos, Plenum

Press, New York, paginas 29-60, 1975).

Los elementos nutricionales mas importantes son el
carbdén, nitrdgeno, fosfatos, y sales de magnesio, potasio vy

calcio. Los elementos a bajas concentraciones tales como
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manganesc y cobaltc son indispensables en varias actividades
metabélicas importantes. Las fuentes de carbdn mads importantes
son los carbohidratos. El nitrégeno se encuentra en el material
protéice y sus productos de degradacién, siendo suministrados a

través de sales de amoniaco.

Las espirulinas son <clasificadas como seres
inméviles procaridticos sin esporas. Su naturaleza
procaridtica, sus pigmentos ficobiliprotéicos y la produccidén de
oxigeno mediante fotosintesis las hace diferentes de las algas
eucaridticas y de las bacterias fotosintéticas. Las espirulinas
viven en un medio liquido, rico en minerales, principalmente
compuesto de bicarbonato de sodio y carbonato, con el pH de
entre 8 y 11. Las regiones tropicales y subtropicales,
calientes y soleadas, son ideales para su cultivo. Ademéas,
dichas microalgas son usadas como una fuente de alimentos en la
dieta humana, en la dieta animal, teniendo contenidos de
proteina altos vy conteniendo todos los aminocdcidos esenciales
bajo proporciones siguiendo las recomendaciones de la FAO
(Organizacién de Alimentos y Agricultura) un Organismo de las

Naciones Unidas.

Especificamente, la espirulina microalga es una
clarobacteria filamentosa con 1 a 12 pm de didmetro, localizado
espiralmente, hasta de 1 milimetro de largo (TOMASELLI, 1I.,
Morfologia, ultraestructura y taxonomia de Arthospira

(Espirulina). Fisiologia, biologia de célula y biotecnologia.
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Londres: Taylor & Francis, ISBN 0-484-0674-3, 1997). Las
ocurrencias naturales de la espirulina se encuentran en los
lagos de Chad y Africa Central, en Texcoco en México, en Nakaru
y Elementeita en Kenia, y Aranguadi en Etiopia (VONSHAK, A. una
espirulina platensis (Arthospira) Fisiologia, biologia de célula
y biotecnologia. Londres: Taylor & Francis, ISBN 0-484-0674-3,
1997). En Brasil la ocurrencia de la espirulina en la laguna de
Mangueira Rio Grande do Sul (DURANTE, A. J., REICHERT, C. C.,
CALCANTON, F., MORAIS, M. Aislamiento y cultivo de una cepa de
espirulina nativa de la Laguna de Mangueira e influencia de la
espirulina platensis en el crecimiento de una cianobacteria,
toxigénica. Trabajo de conclusién del curso de graduacidn en

la ingenieria de alimentos, FURG, Rio Grande, 2003).

La espirulina se resalta asi misma entre otras

microalgas, principalmente debido a su contenido de proteina,
viteminas como Biz y pigmentos como ficocianina y P-caroteno.

Dicha microalga es conocida como GRAS (generalmente reconocida

como segura) por la FDA de los Estados Unidos de América

(Administracién de Alimentos y Drogas). El contenido de
proteina en la biomasa seca varia de entre 64 y 74%. Estas

proteinas son ccnsideradas como completas, ya que estas tienen
todos los aminoacidos esenciales, resumiendo hasta 47% del peso
de proteina total (COHEN, Z. Los quimicos de espirulina. En:
(VONSHAK, A. una espirulina platensis (Arthospira) Fisiologia,

biclogia de célula y biotecnologia. Londres: Tayler & Francis,
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ISBN 0-484-0674-3, 1997). Los sulfuro amincacidos, metionina y
cistina, estdn presentes en una concentracién inferior y aun asi
representan mas de 80% del nivel ideal como se recomendd por la
Organizacién de Alimentos y Agricultura. La biomasa de
espirulina en comparacién con otros alimentos en términos de
proteina es un promedio de 65% arriba de cualquier alimento
natural (FALQUET, J. Los aspectos nutricionales de espirulina.
Tecnologla Antena, 1897. http:www.antenna.ch). La NPU
(utilizacion de proteina neta) es experimentalmente dada
mediante el calcular el porcentaje de nitrdgeno retenido cuando
la fuente de proteina investigada es solo el factor nutricional
limitante. La utilizacién de proteina neta para la espirulina
varia de entre 53 y 61% u 85 y 92% de utilizacién de proteina
neta de caseina como estdndar de huevo original. La PER
(proporcién de eficiencia de proteina) es la proporcién entre la
ganancia de masa del animal que esta siendo estudiado,
usualmente ratas y la masa de proteinas ingeridas. La proporcioén
de eficiencia de proteina para la espirulina varia de entre 1.80
y 2.60, en contra de la proporcién de eficiencia de proteina de
2.50 para la caseina de huevo (Falquet, 1997). La espirulina en
oposicidén a otras microalgas, no tiene una pared de célula de
celulcsa sino que mas bien un sobre de mureina relativamente
quebradizo, La falta de una pared de célula es una ventaja
desde el punto de vista de conservar la integridad de los
componentes  tal como las vitaminas y Acidos grasos
poliinsaturados ya que esta evita el usoc del cocinado para hacer

a los nutrientes disponibles (Falquet, 1997). Las moléculas
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simples tal como la glucosa, la fructuosa, y la sucrosa estdn
presentes en pequefias cantidades. Desde el punto nutricional de
vista, el unico carbohidrato que ocurre en cantidades
interesantes es el mesoinsitol fosfato, una fuente excelente de
fésforo e inositol orgdnico (QUILLET, M. Investigaciones sobre
las sustancias glucidicas elaboradas por las espirulinas. Ann
Nutr. Aliment. 29. No. 1, péaginas 553-561, 1975). Los &cidos
nucleicos son usualmente un factor limitante para el consumo de
proteinas con origen microbiano ya que durante su metabolismo a
través del organismc, es producido el acido lGrico, y las altas
tasas pueden causar problemas de gota. Es aconsejable que 1la
ingestidén de acidos nucléicos no supere 4 gramos por dia, en
caso de wuna persona adulta. La concentracién de 4&cidos
nucléicos en la biomasa de la levaduras es de alrededor de 23%,
mientras que en los acidos nucléicos de espirulina puede variar
de entre 4.2 y 6% sobre el peso de la biomasa seca. Por tanto,
una ingestidn diaria superior de 80 gramos de espirulina puede
ser posible para alcanzar el limite diario de &cidos nucleicos.
Esta cantidad es de alrededor de ocho veces superior que la
dosis de microalgas como se recomendé por el suministro de
alimentos (FOX, R. D. Produccién y potencial de espirulina.
Francia, Edisud, ISBN 2-84744-883-x, 1996). La espirulina
produce concentraciones altas de vitamina Bl2, a alrededor de 11
miligramos por kilogramo de biomasa seca. Las carnes pueden
contener concentraciones considerables de dicha vitamina, pero
esta estd practicamente ausente en los vegetales (CIFFERRI, O.

Espirulina el microorganismo comestible. Microbiocl. Rev. 47,



10

15

20

25

15

padgina 551, 1983). La pro-vitamina A, o el P-caroteno,

representa alrededor de 80% de los carotenoides, estdn presentes

en le& espirulina. En un kilogramos de biomasa seca de
espirulina, la concentracién de P-caroteno, es de alrededor de

700 y de 1,700 miligramos. La biomasa de espirulina también
contiene tocoferples con polvo antioxidante, a alrededor de 50-
190 miligramos/kilogramo sobre la base seca, por ejemplo,
niveles comparables al germen de trigo. La espirulina también
contiene cantidades bajas de niacina, A4cido félico, A&cido
pantoténico y biotina (Cohen, 1997). La biomasa de espirulina
también es rica en minerales tal como calcio, aierro, fésforo,
magnesio y potasio. En términos de los niveles de calcio,
hierro y fésforo, los contenidos sin similares a la leche. 1La
espirulina contiene contenidos de hierro superiores que los

cereales (Falquet, 1897).

Generalmente hablando, las algas necesitan lugz,
agua, minerales y una cilerta cantidad de diéxido de carbono

(CO;) para crecer.

De este conocimiento, y a través de los estudios
prolongados y experimentos, el solicitante ha concluido que el
uso de las cascarillas que se originan de la destilacién del
mosto en las plantas de alcohol, asi como el CO, del proceso de
fermentacidn, presenta un gran potencial para producir biomasa

de alga de varios géneros y especies, notablemente espirulina,
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para la aplicacién en los alimentos humanos y animales asi como

para la produccidén de otras moléculas de interés comercial.

Sintesis de la Invencién

Las microalgas, cuando se «cultivan en medios
apropiados, pueden duplicar su biomasa diariamente. Esta
caracteristica, agregada a las habilidades de cultivo simple,
hacia la microalga el objeto principal de interés de la presente

invencidn.

La presente invenciér tiene por tanto el objeto
especifico de proporcionar un proceso para producir biomasa y
proteinas de microalgas, ventajosamente usando cascarillas de
cafla y didéxido de carbdén origindndose de fermentadores, como se
generan por la industria del alcohol, como un medio o sustrato

de cultivo.

Mas especificamente, la presente invencién tiene
el objeto de proporcionar un proceso para producir biomasa de
microalgas de cascarillas de azlcar y didéxido de carbono,
generado como despercicios por la industria del alcohol, usando

la cafia de azUcar y sus derivados.

Aun mé&s especificamente, la presente invencién
tiene el objeto de proporcionar un proceso de produccién de

microalgas de «cascarillas de cafia y de diéxido de carbono
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generado como desperdicios en la industria del alcohol mediante
el uso de cafla de azucar y de sus derivados, siendo las
microalgas seleccionadas de uno o més géneros (especies) del
grupo que comprende espirulina (sp, platensis, maxima, major,
subsalsa, geitleri, subtilissima, labyrinthiforms); Skeletonema
sp; Chaetoceros sp; Sccenedesmus sp (bijugatus, incrassatulus,
ocultus, quadricauda, dimorphus); Anacystis sp {(nidulans,
cyanea, thermalis); Porphyridium cruentum; Crypthecodinium
cognii; Euglena sp (gracilis); Crypthecodinium  cohnii;
Haematococcus pluvialis; Anabaena sp (variabilis, cylindrica,
hassali, planctonica); Dunaliella sp (salina, bardaeil,
tertioleta),; Chlamydomonas sp (reinhardii); <Chlorella sp
(vulgaris, kessleri, pyrenoidosa, manncphila, protothecoides,
salina, homosphaera, stigmatophora, luteoviridis, regularis,
ellipsoidea, variegata, sorokiniana, emersonii),; Trichodesmium,
Microcoleus; Ankistrodesmus sp (densus, braunii, falcatus,
fusiformis, gracilis),; Isochrysisgalbnana (Parke); Tetraselmis
sp (tetrathele, suecia); Oscillatoria sp (limnetica, curviceps,
splendida); Nostoc muscorum y Botrycoccus braunii. Sin embargo,
la presente invencién puede comprender otros géneros (especies)

de mas de aquellos reportados agqui.

Un objeto especialmente contemplado por la
presente invencién es el uso de espirulina platensis OF 25 en un
proceso para producir biomasa y proteinas de cascarillas de cafa
y didxido de carbén generade como desperdicios en la industria

del alcohol/etanol.
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Por tanto, en sintesis, la presente invencién
tiene los objetos de reciclar y usar las cascarillas de cafa
como un medio de cultivo para la produccién de biomasa de alga
rica en proteinas y otros productos con interés comercial,
notablemente la biomasa de espirulina, asi como para hacer el
efecto de CO; que se origina de los cubos de fermentacién en el
cultivo de dichas microalgas y para promover la reduccidén de los
niveles DQO y DBO de las cascarillas de cafa como se descargan

en el proceso de fermentacidn,

Descripcién de las Figuras

Las figuras anexas serviran para proporcionar un
mejor entendimiento de los objetos y procesos de la presente
invencién. Unos de estos se refieren al cultivo de la microalga
espirulina platensis OF 25, pero deberd de entenderse que el
proceso no es ni exclusivo ni esté limitado al cultivo de dicha
microalga, y que puede claramente ser usado para otros géneros y

especies.

La Figura 1 muestra un diagrama de flujo que
indica los pasos principales de un proceso de produccién tipico
para alcohol hidratado, notablemente el etanol, de los derivados

de cafia de azucar.
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La Figura 2 muestra un diagrama de flujo que
indica los pasos principales del proceso de cultivoe de
espirulina platensis OF 25 en las caflas de azUcar y CO; de la

presente invencidn.

La Figura 3 muestra un diagrama de flujo del
proceso de produccién para la biomasa de algas de la presente
invencién usando la microalga espirulina platensis OF 25 y las

condiciones de inoculacién del primer ciclo.

La Figura 4 muestra un modelo de esquema de
fotobioreactores de columna como se usaron en los experimentos

del proceso de la invencidn.

La Figura 5 muestra un modelo de horno con sus
dimensiones correspondientes con un fotoperiodo como se usd en
los experimentos con los fotobioreactores de tubo de la presente

invencién.

La Figura 6 muestra un erreglo de fotoboreactores
de los estantes de horno con el fotoperiodo durante los
experimentos para probar las cascarillas de cafia bajo diferentes

proporciones de aire: CO, como por la presente invencién.

La Figura 7 es wuna grafica que muestra la
evolucidén del crecimiento en términos de biomasa de la

espirulina platensis OF 25 como se produjo en el cultivo de
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cascarilla de cafla diluida (50%) bajo diferentes niveles de CO,

y su comparacién con el medio Zarrouk.

Detalles de la Invencién

Los estudios llevados a cabo por el solicitante
han mostrado que las cascarillas de cafa prActicamente contienen
todos 1los elementos minerales asi como numerosos compuestos
organicos como se requieren para el cultivo de varios géneros y

especies de microalgas.

Por tanto el procesc para producir la biomasa y
proteinas de las microalgas de la presente invencidn
ventajosamente usa las cascarillas de cafia y el didxido de
carbono (CO;) producido como residuos en el proceso para
fermentar jugo de cana de azlcar, melasas o sus mezclas para

producir alcohol, notzblemente el etanol anhidro hidratado.

Las cascarillas de cafia como se usan para los
estudios y experimentos del proceso de la presente invencién
fueron suministradecs por la compafila Jardest S. A. Aglcar e
Alcool, Jardinopolis/SP, Brasil, que ahora se llamaré
“Cascarillas de Cafla Jardest”. La Tabla 2 presente la

composicidédn tipica de las “Cascarillas de Cafa Jardest”.
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TABLA 2 - COMPOSICION DE CASCARILLAS DE CANA JARDEST
CompqneEEf_q_~_‘ ““_Epidaéwaw Cagcg;illas de Cafia Hardest
| Nitrégero % L 0,60
___ Fesforo bpm PO, 450,00
o Potasio i % X0 0,42 ]
_ Calcio Ppm 357,00
. Mégne_s_i'g_ Ppm 615,00
i ___Eg;furo Ppm . 145,00 ]
_____M”hﬂierrg Ppm 330,00
| Manganeso . Ppm 15,00
Cobrg L Ppm _ 5.00
Zinc Ppm 18,00 .
“‘w_G*pgro Ppm EZ;OO
g Sodio Ppm 38,00
P e
Cobalte % ANS
Molibdeggﬁ % | ,ANSW o
Aluminio ) Ppm ANS
N Cloro _ % ANS
i Niquel % ANS
*A_F??bé“ Orgdnico % ) ANS
| tateria orgénica t L s
pH - ! 3,80
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~__ Densidad N g/ml ‘ _ 0,98
Proporcién C/N<'_ - ‘ 4/1 ]
Conduccidn Eléctrica us/s ANS
o DQO . mg/lo __30.150,00
- B0 | mg/1 o, 19.740,00 |

El proceso de la presente invencién comprende la
produccidén a gran escala de biomasa de alga mediante el uso CO;
como se genera durante la fermentacién de alcohol asi como las
cascarillas de cafla que se originan del paso de destilacién en

las plantas de alcohol.

La figura 1 presenta un diagrama de flujo
simplificado de las operaciones unitarias mids importantes de la
planta de produccibén de etanol de la fermentacién de azucares
como se derivaron de cafla de azlcar y/o de otra clase de
carbohidrato. Las cascarillas de cafia como se generaron por la
destilacién del mosto fermentado se condujeron mediante bombeado
a través de tubos y/c por el uso de gravedad y/o de canales o
mediante el uso de camiones cisterna hasta la planta de

produccién de microalgas.

En la planta de produccién de microalgas, como se
mostré por la figura 2, las cascarillas de cafia pueden ser

transferidas directamente a los tanques de cultivo o almacenarse
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en recipientes apropiados, preferente mente sellados para evitar
la contaminacién externa, y pueden sufrir un tratamiento previo

con propodsitos de preservacidén fisica, quimica y/o biolégica.

Los estudios como se hicieron por el solicitante
han mostrado que las cascarillas de cafia incluyen, ademds de
agua, considerables concentraciones de minerales, especialmente
potasio, fésforo, sulfuro, cobaltc, molibdeno, manganeso y zinc
entre otros. También se notd que los compuestos organicos tales
como los azucares residuales, biomasa y fragmentos de levadura,
proteinas solubles, etc., como se desee estdn presentes en las
cascarillas de cafa hacen un sustrato excelente para el cultivo

de varios grupos (especies) de algas.

Los rendimientos en términos de biomasa como se
obtuvieron son compatibles con los medios clésicos como se
describieron por la literatura internacional. Nosotros también
concluimos que las cascarillas de cafla pueden ser usadas para
cultivar algas para la produccién de biomasa proteica como se
describié por los destiladores de alcohol, y si se requiere
puede diluirse en agua, agregando o no otros quimicos con el
prop6ésito de ajustar su pH y/o para complementar los
macronutrientes y/o micronutrientes dados. En algunos casos,
las cascarillas de cafia pueden ser filtradas y/o clarificadas
mediante el uso de carbdén activado, cama de arena con diferentes
granulometrias o agentes de floculacidén, dependiendo de la

concentracién de soélidos en suspensidén en diferentes tipos de
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cascarillas de caifas. Nosotros hemos notado que la
pasteurizacidén y/o esterilizacién del vagazo de cafla no
proporciona una diferencia significante en 1la produccidén de
biomasa, y por tanto no es requerida una operacién de unidad,

aun cuando esta puede ser usada cuando sea necesario.

La 1inoculacidén de la produccién de biomasa es
extendida de cultivos en escala de laboratorio, pasando a través
de reactores a escala de volumen creciente hasta la formacién de
una biomasa de algas suficiente para empezar el cultivo en los
tanques de produccién. Los tanques para propagarlos incculados
pueden tener diferentes formas y/o tamafios, ablertos o cerrados,
airados o no, agitados o no, continuos, semicontinuos, o no
continuos, alimentados o no; horizontales o verticales, de tipo
de pista de carreras, en placas o tubos, ovales, circulares,

rectangulares, cuadrados, etc.

Produccién de microalgas en el medio de cultive
con base en las cascarillas o vagazo de cafia como se describe
por la presente invencién puede hacerse de acuerdo al diagrama
de flujo como se mostrd por la figura 2. Los cultivos en aire
abierto comprenden el uso de tanques naturales o artificiales,
con volumen que varia entre unas pocas docenas de litros a
varios millones de litros. Estos tanques ocupan 4reas grandes y
pueden aun alcanzar en promedio 10,000 metros cuadrados en el
caso de un tangue unico. No es accnsejable el usar tanques

profundos, estos generalmente no deben superar de 0.5 metros de
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columna de agua como para no dificultar la penetracién de lugz,
reduciendo por tanto el proceso de fotosintesis. Los tanques
como se usan para producir las algas del vagazo de cafia pueden
ser horizontales o verticales, de pista de carreras, en placas o
tubos, ovales, <circulares, rectangulares, cuadradas, etc.,
continuos, semicontinuos o no continuos, alimentados o no,
agitados ¢ no. Cuando se usaron el sistema de agitacién mas
comin usa cuchillas, las cuales son agitadas mecdnicamente vy
distribuidas a espacios regulares a través de superficie del
tangue o después se localizan en los extremos o en el centro del

tanque.

Simultaneamente con la agitacidén con las
cuchillas, nosotros podemos inyectar aire, comprimido o no. Tal
aire puede ser filtrado o no. Los reactores pueden ser cerrados
mediante el wusar una cubierta removible, pero por obvias
razones, tal cubierta serd <construida con un material

transparente o translicido para la luz natural o artificial.

El didxido de carbono (CO;) como se produjo en las
plantas de alcohcl durante la fermentacién serd recuperado sobre
la parte superior de los fermentacores por medio de un colector
acoplado a este, desde el cual tales gases son entregados a
través de tubos apropiados a los tanques de produccién de algas,
en donde este es distribuido a través de los difusores adentro
del medio de cultivo a base de vagazo de cafa. La cantidad de

CO; como se liberd al medio debe ser suficiente para su
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concentracién para alcanzar un valor de alrededor de 0.1 a 100
por ciento. El didéxido de carbono como se produjo durante la
fermentacidn de alcohol en cantidades altas puede ser comprimido
y/o purificado y almacenado en depbsitos presurizados antes de
ser inyectado adentro de los tanques de produccidén de algas. Un
gjemplo de la purificacién de didxido de carbono puede hacerse a
través del paso de gases que se originan de fermentadores a
través de tres llenados en torres de lavado. La primera torre
contiene una solucién de alcohol diluida que actia come un
purificador primaric y remueve la mayoria del alcohol al ser
llevado por el gas. Los dos depuradores que siguen en los
cuales el liquido lavado es agua no aireada, se remueven la
mayoria de las impurezas solubles en agua. El liquido de lavado
regresa a los fermentadores o a la unidad de destilacidn
mediante bombeo para recuperar el alcohol residual llevado en
este y el gas depurado es subsecuentemente tratado para
suministrar un gas sin olor el cual puede ser almacenado por
compresidn en tangues que se van a usar posteriormente para el

cultivo de microalgas.

La separacién o cosecha de la biomasa de algas
como se produjeron puede hacerse continuamente,
semicontinuamente, o discontinuamente, mranualmente, o]
mecdnicamente, floculada o no, mediante el uso de centrifugos,
filtros, filtros de prensa, rejillas, decantadores o remolinos.

La biomasa puede ser extrudida o no, puede ser secada
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naturalmente o en secadoras de cama fija o mévil, o mediante

atomizacidén (rociado mds seco) o tambor giratorio.

La figura 3 muestra un diagrama de flujo del
proceso para producir proteinas de microalgas desde las
cascarillas de «cafia y diéxido de carbono de la presente

invencién, comprendiendo los pasos basicos que siguen:

El proceso para producir la biomasa y las
proteinas, de microalgas de acuerdo a la presente invencién

comprende los siguientes pasos basicos:

(1) la adecuacidén de las cascarillas o vagazo de
carla mediante el agregar el agua y el &4lcali hasta que es

alcanzado un valor de pH de alrededor de 6.0-11.0;

{(i1) entregar las cascarillas de cafia ajustadas

previamente a un tangue de incculacidn;

(1i1) agregar las microalgas al tanque de
inoculacién hasta que es alcanzada una concentracién de
alrededor de 0.2 g/l de biomasa inicial en el medio de cultivo

con base en las cascarillas de cana;

(iv) la entrega de <cascarillas de cafia

inoculadas a un tanque de cultivo de biomasa de algas;
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(v) inyeccién de aire conteniendo 0.1-100 por
ciento de didxido de carbono altamente puro al tangue de cultivo

de biomasa de algas;

(vi) manteniendo la biomasa de algas a una
temperatura promedio de entre 25 y 35 grados centigrados bajo

una intensidad de luz natural;

(vii) la entrega de biomasa de algas a una
unidad de separacién, en donde una fraccién de la biomasa de

algas y la fraccidén de supernadante de agua serd generada;

(viii) reciclado de la fraccién de supernadante

de agua al tangue de inoculacidn.

Opcionalmente, el proceso incluye un paso (ix) de
repeticién de los pasos (iii) a (viii) hasta que es alcanzado un
valor DQO de alrededor de 17 miligramos/1l O, y un DBO inferior
de alrededor de 5 mg/l O, en la fraccién de supernadante de agua
como se produjo en el paso (vii). También, el proceso puede
opcionalmente incluir tres o mas ciclos de procesamiento para

una carga unica de cascarillas de cafia.

Como se describidé anteriormente, en el proceso de
la presente invencidén, el primer supernadante es generado por
el paso (vii) gue es inoculado para servir como un sustrato para

un segundo ciclo de produccidon de la biomasa de algas;
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permitiendo por tanto el establecer un procedimiento de cultivo
optimizado para las microalgas, usande completo todo el material
orgédnico e 1norganico como esta presente en las cascarillas de
cafia. El tiempo de cultivo de alga en el tanque es usualmente
de alrededor de 14 dias, pero pueden ser usados periodos mas
prolongados o mas cortos, dependiendo de las condiciones de
procesamiento, origen y calidad de las cascarillas de cara, de

las microalgas y otros factores.

Después del cultive vy primer filtradeo (primer
ciclo), el supernadante usualmente presenta un pH de alrededor
de 8.5 a 9.0, sin necesidad de correccién, ya que este esta
dentro de un rango igual para el cultivo de microalgas. Entre
mas alto el pH, mds facilmente el CO; sera disuelto en el medio
de cultivo. Los supernadantes de agua recirculados también
pueden ser mezclados con cascarillas de cafia pura en diferentes
fases, como una forma para enriguecerlas con los compuestos
organicos y minerales antes de la inoculacién con una biomasa de

de microalgas activa para llevar a cabo un nuevo ciclo o carga.

Ventajosamente, el flujo de alimentacién de aire
desde el tanque de cultivo de la biomasa de alga es enriquecido
con alrededor de 5-15 por ciento de CO,, el cual es empacado en
cilindros a 58.3 kgf/centimetro cuadrado de presién y contiene
un  alto grado de pureza de mds de 99.8 por ciento. El
porcentaje de diéxido de carbono preferido en la presente

invencién es de alrededor de 15 por ciento.
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Aun mas ventajosamente, al completarse cada ciclo
y después de la remocién de la biomasa de algas, los
supernadantes de agua son inoculados de nuevo con una biomasa de
microalgas activa de manera gue la concentracién inicial en los
tanques de biomasa de algas es de alrededor de 0.2 gramos por
litro de biomasa en el medio de cultivo basado en mascarillas de
cafia. En forma similar, nosotros preferimos que la intensidad
ligera en los tanques de biomasa de algas sea de alrededor de

1,300 lux 12 horas/12 horas dia.

Ademds de no pasar a través de los procesos de
esterilizacidn, el reciclado de supernadante de agua garantiza
el suceso econémico y ambiental del proceso de la presente
invencién ya que proporciona el uso completo de los elementos
organico e inorganico como se presenta en las cascarillas de

cafla para producir una biomasa de algas.

Ademés, el tratamiento bioldégico de las
cascarillas de cafia mediante el uso de microalgas es obtenido
con unja reduccién consecuente de las tasas de DQO y DBO alta
como se presenta en tales desperdicios de plantas de alcohol.
Tal tratamiento bioldégico se hace mds significante después de
tres o mas ciclos de procesamiento desde una carga Unica de
cascarillas de cafla como por el proceso de la presente

invencién.
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El proceso de la presente invencién también
contribuye a las leyes ambientales actuales ya gue es una
tecnologia sostenible y ecolégicamente correcta y tiene como su
producto final la biomasa de algas rica en proteinas, ademés de
promover la liberacidén de oxigeno al ambiente. Pcr tanto, el
proceso de la presente invencidén es extremadamente importante en
términos de reduccién del impacto ambiental como se genera por

las plantas de alcohol.

Los estudios de laboratcrio han mostrado que en
cada ciclo de cultivo, la cantidad final de bicmasa como se
obtuvo disminuye. Esto ocurre como una funcién del hecho de que
los micronutrientes y los macronutrientes, estdn presentes en el
supernadante reciclado se agotan mientras que la biomasa de alga
es producida en los diferentes ciclos. Por tanto, para mantener
los ciclos subsecuentes bajo tasas de rendimiento equivalentes
en términos de biomasa global, se requiere el complementar el
supernadante con una fraccidén de cascarillas de cafa frescas
para compensar la cantidad de micronutrientes y de
macronutrientes como se pierden en los ciclos previos. Sin
embargo, en los casos en los cuales el objeto principal es el de
reducir la carga de contaminantes del vagazo de cafa, dichas

sustituciones pueden ser evitadas.

Para evaluar el crecimiento de las algas bajo
diferentes condiciones experimentales como se estudid, las

muestras (duplicadas) se han recolectado cada dos dias para el
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analisis de peso seco. La biomasa fue filtrada con vacio a
través de un filtro de papel de 0.45 pm, se lavd
subsecuentemente con agua destilada y se secd por 24 horas en un

horno a 100° C. Los datos son compilados en la Tabla 3 dada

abajo.
TABLA 3 - BIOMASA DE ALGAS PRODUCIDA EN DIFERENTES CICLOS DE
REUSO DE SUPERNADANTES DE CASCARILLA DE CANA
) l
Tiempo de cultivo Condicidn de X (g/l) Aire + 15% |
(dias) Supernadante co,
) 0 o Comenzando 0,211
14 N .uyler. Ciclo 4,470 L
; 28 2do. Ciclo 3,003 |
42 Ber: Ciclo 2,154

Nosotres podemecs notar que sobre la Tabla anterior
que a través de los «ciclos, los micronutrientes y los
macronutrientes son consumidos. Nosotros hemos también notado
una reduccién de los valores de DQO y DBO después del primero y
el segundo ciclos de cultivo, llegando a tasas muy cerca de
cero después de la conclusién del tercer ciclo, como se mostrd
per la Tabla 4 dada abajc. El andlisis DBO y DQO se han tomado
de acuerdo a los métodos estdndar para el examen de agua de agua

de desperdicio vigésima edicidn 1998, Hach Company y WTW.
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TABLA 4 - REDUCCION DE NIVELES DE DQO Y DE DBO JUNTO CON LOS

CICLOS DE RECICLADO DE SUPERNADANTES DE CASCARILLAS DE CANA

Condiciént.m‘ Tiempgufgias) DRO (mg/1 0,) DBO (mg/1 0,)
) Comenzardo , 0 14790 10034
ler. Ciclo 14 ‘bmgg%%ww”~ 1115
;Wm2do. Ciclo 28 308 7wi““w. ”83 _
L__B_Er. Ciclo o 42 17 < 5 o

La presente invencién sera descrita adicionalmente
por medio de los ejemplos que siguen los cuales, no limitan su

alcance, representando una incorporacién preferida.

MICROALGA SPIRULINA PLATENSIS OF 25

La espirulina platensis OF 25, seleccionada del

banco de cultivos de la comparilia OQuro Fino Saude Animal

Limitada, fue 1la microalga considerada para los estudios

especificos del proceso de la presente invencién, aun cuando

otras microalgas, sclas o en mezclas, pueden ser igualmente

empeladas para 1la produccién de Dbiomasa y proteinas de

cascarillas de cafia y didxido de carbono como se generd por las

plantas de alcchol.

La espirulina platensis OF 25 presenta un

crecimiento alto bajo rangos de temperatura de entre 25 y 35° C

bajo un pH ligeramente alcalino. Estas caracteristicas
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fisioldégicas de la espirulina platensis OF 25 proporcionan un
gran potencial para su cultivo en cascarillas de cafla, ya que
ese residuo, cuando se descarga por las destilerias de alcohol,

presenta altas cargas orgdnicas y minerales.

Ademas, los rangos de temperatura considerados
como Optimos para el cultivo de la espirulina platensis OF 25
estdn cerca de las temperaturas promedio de las regiones
brasilefias en donde se cultiva la cafla de azlcar, exactamente en
donde las plantas de alcchol estén instaladas. Por tanto, el
requerimiento de calentar los tanques de produccién de algas

también llamado fotobioreactores es practicamente eliminado.

La espirulina asi como otras microalgas, requieren
ademas una fuente de carbén, una fuente nitrdgeno, fésforo y
otros micronutrientes (Vonshak, 1997). Aun cuando la espirulina
puede crecer fotoautotrodpicamente, la coleccidén de CO, del aire
depende del pH del medio de cultivo. Entre mds alto es el pH
del medio, mas facilmente el CO, de la atmdésfera emigra al
interior y se convierte en CO5% . A un pH arriba de 11, sin
embargo, la espirulina no crece, probablemente debido al efecto
de wuna alcalinidad mayor sobre los procesos metabédlicos o
también a la inhabilidad de las microalgas para asimilar el
carbén en la forma de cof‘. Por tanto, en los cultivos de la
microalga espirulina, una fuente externa de carbén es usualmente
requerida en la forma de HCO;", una especie participante en el

equilibrio:
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CO; 5 HCO3 5 CO*

Este es la fuente de carbdn mds probablemente
asimilada por la espirulina (BINAGHI, L., A. D., LODI, A.,
COVEERTI, A., BORGHI, M. D. Carga y toma de suministro-carga de
didoxido de carbono por espirulina platensis. Proceso

bioquimico, 38, paginas 1341-1346, 2006).

En la produccidén de microalgas, los términos
financleros mads altos son primariamente los costos de trabajo
hombre y los costos subsecuentes con el medio de cultivo. El
medio ZARRCUK (ZARROU, C. Contribucién al estudioc de wuna
cianoficea: influencia de diversos factores fisicos y quimicos
sobre el crecimiento y fotosintesis de espirulina méaxima
Geitler. PhD Tesis, Universidad de Paris, 1966) es
tradicionalmente wusado para el cultivo de espirulina. Por
tanto, las posibilidades para reducir los costos del medio
Zarrouk para el cultivo de espirulina son significativamente

deseables.

Las Tablas 5, 54, y 5B se refieren a
concentraciones de tcdos los elementos quimicos presentes en el
medio Zarrouk como se usdé en el manejo y perforacién de 1la
espirulina platensis OF 25 durante ¢l proceso experimental
completo de la presente invencién. La linea madre de espirulina
platensis OF 25 fue cultivada en el medio Zarrouk y se preservéd

en un congelador a una temperatura de ~80° C.
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TABLA 5 - COMPONENTES DE MEDIO ZARROUK PARA EL CULTIVO DE

SPIRULINA PLATENSIS OF 25

10

15

20

Concentracién g/1

Nak{I) _ 16.48
_ _ KamED 0.5
o Kallos 2.5
K504 ) 1.0
NaCl L 1.C
Mu50,.TH.O L 0.2
Call, 0.04 ‘
- Fell,. 710 G.01 ;
EDTA 0.08
solucidn A | 1 ml ~
Solucidm He 1 ml
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TABLA 5A - COMPOSICION SOLUCION A5

Componente

Concentracion g/l

10

CuB0,55.0

IRV

1410

’ [ *‘v::n ,
'&QJQQL.D

0. 079

__;\Ia}'looq i

2,015

TABLA 5B - COMPOSICION SOLUCION B6

Componento

15

KL

NH VO,

~Concentracién g/.

22.96

- L)\_:”‘; e

24H.0

96,

Ni3Q;. THO

20

T0

el

Ma WO, . 210

50 . 8H:0

D()q

B3y 63,0
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EJEMPLO 1: ADAPTACION DE MICROALGAS A CASCARILLAS DE CANA

Los estudios de adaptacién previa para la
espirulina platensis OF 25 mezclas crecientes (5, 25, 50, 75,
100%) de cascarillas de cafia para el medioc de cultivo Zarrouk
fueron evaluadas. Este mismo procedimiento puede ser aplicado
si es justificable para otros géneros y/o especies de microalgas
cuando se cultivan en cascarillas de cafia, incluyendo mediante
el empleo de otros medios distintos al Zarrouk, pero mas
especificos para cada grupo de algas. Esta adaptacién se hizo
en botellas ErlenMeyer de 250 mililitros conteniendo 50
mililitros del medio o en otro sistema de cultivo similar.
Considerando que el medio conteniendo 5% de cascarillas de carfia
+ 95% de medio Zarrouk fue usado para inocular el medio
conteniendo 25% de cascarillas de cafa y después
subsecuentemente hasta el cultivo final en cascarillas de cafa
pura de un cultivo adaptado previamente. Las botellas fueron
entregadas a un incubador de tipo “Shaker” de marca TECNAL,
mode’o TE-421 conteniendo un fotoperiodo, temperatura vy
agitacién controladas o en otros sistemas teniendo los mismos
objetos. Los cultivos fueron encubados por un periodo de 14

dias, durante el cual los siguientes esténdares preferenciales
fueron mantenidos a una temperatura constante de 30° C (x 2° (),

110 revoluciones por minuto de agitacién, 1,500 la intensidad de
irradiacién de luz por periodos de 12 horas alternando con 12

horas de oscuridad. La intensidad de 1luz dentro de la
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incubadora fue diariamente evaluada, en este caso usando un
medidor de 1luz digital Minip MLM 101. Para sequir el
crecimiento de las algas, las muestras fueron tomadas cada dos
dias para el andlisis de peso seco. La biomasa de algas como se
formé después de 14 dias de cultivo fue vaciada de filtro a
traves del papel de filtro milipore con 0.45 pm de poros,
seguido por el lavado con agua destilada y el secado por 24
horas en un horno a 100° C. Los resultados como se contuvieron
en las Tablas 6 y 7 abajo representan el promedio de tres

determinaciones para cada una de las condiciones estudiadas.

TABLA 6 - ADAPTACION DE SPIRULINA PLATENSIS OF 25 BAJO

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CASCARILLA DE CANA

Madio ZARROUK Cascarillas Biomasa de Biomasa de Biomasa de
o (%) ' de Caja (%) - iniacljg:a (dge/l) alg?g{ij)n?]i é%fa A (g/1)
L L c, 197 3,951 2,10k
‘ i E g1 2.786 2,569 |
‘ T ch ol 0,194 2.162 1.963

30 50 0,195 | 1,875 1,63C

T 7t U R T TR 2 L 172
| ] 0,253 0,885 D646 |
e Rt oz 0,343 3,34,

Este proceso para adaptar previamente las
microalgas a las cascarillas de cafia permite obtener resultados

més expresivos en términos de rendimiento final diario de
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biomasa en comparacién con un proceso en el cual las microalgas

no pasan a través de esta adaptacién previa (Tabla 7).

TABLA 7 - EFECTO DE ADAPTACION DE SPIRULINA PLATENSIS OF 25
5 EN CASCARILLAS DE CANA DILUIDAS SOBRE LA PRODUCCION

DE BIOMASA DE ALGAS

S Condicién Biomasa (g/1)

i Pooduccion de blomasa de espirulina platensis OF 1,464
!'F veitlvada en vascarilias de cafna (50%) + agua
Sdesnilaca (505, con una  inaculacién  adaptada
10 Spreviamante
1
1 t
Produeccidn ae bicmasa de espirulina platensis OF 0,633
25 mltivada en cascarillas de cafia [50%) + agua
drstiladds NIER! 3in  un  indcuio  adaptado

{ breviarente

15 EJEMPLO 2: PREPARACION DE INOCULO

Este proceso se hizo en botellas ErlenMeyer de 500

mililitros conteniendo 90 mililitros de cascarillas de cafia pura

o mezcladas con agua. Las botellas no esterilizadas fueron

20 inoculadas con 10 mililitros de un cultivo activo de espirulina
platensis OG 25 adaptado en un medio conteniendo Zarrouk +
cascarillas de cafia (1:1) de manera que la concentracién de
biomasa de algas inicial permanece bajo valores de por lo menos

de botellas de 0.15 g/l y se entregaron a una incubadora de

25 “Shaker” y se cultivaron bajo las mismas condiciones como se

establece por el ejemplo 1. La biomasa de algas como se obtuvo
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fue empleada para inocular fotobioreactores tubulares como

aquellos mostrados por la figura 4.

EJEMPLO 3: CULTIVO DE SPIRULINA PLATENSIS OF 25 BAJO

CONCENTRACIONES DE CASCARILLAS DE CANA PURA Y DILUIDAS DEN AGUA

La espirulina platensis OF 25 fue cultivada en
cascarillas de cafia pura y se diluyd en agua como el tUnico medio
de cultivo, justo teniendo su pH inicial ajustado a 8.0 con 3N
de NaOH. La Tabla 8 abajo presenta las diluciones probadas

principales.

En estos experimentos, los fotobioreactores de
vidrio tubular de 52 centimetros de altura con 8 centimetros de
diametro fueron usados, con un volumen total de 21, justo como
se muestra por la figura 4. Los fotobioreactores fueron
llerados con 1.8 1 de cascarillas de cafila y cascarillas de carfla
diluidas no esterilizadas y se incubaron con cultivo activo de
espirulina platensis OF 25 como se adaptd previamente en 1las
cascarillas de cafa, seguido por el método como se describe por
el ejemplo 2, hasta que la concentracién de biomasa de algas al
inicio del cultivo alcanza alrededor de 0.2 g/l. La agitacién y
la aireacién de los fotobioreactores fueron proporcionados a
través de un flujo de aire atmosférico de 1 v/v/m (volumen de
aire por volumen de medio) pasado a través de cafias de vidrio

pequeio con piedras porosas en sus extremos para aumentar la
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difusién de los gases adentro del medio de cultivo liquido con

base en las cascarillas de cafa, como se mostrd por la figura 4.

Los experimentos fueron llevados a cabo en un

cuarto climatizado de 3.5 metros por 2.5 metros por 2.5 metros
con temperatura controlada dentrc del rango de 30° C (x 2° C)

mediante el uso de un acondicionador de aire de divisién, marca
Consul Ambiense (12,000 BTU/h). En ese cuarto, dos hornos con
fotoperiodos para un medidor completo de control de clima marca
digital cyclomatic modelo PROGS 1 con un suministro de 220 V AC
conteniendo dos lamparas fluorescentes de 1luz diurna de 20
watts, con dos reactores electrénicos y un proveedor de 4 puntos
auxiliar por anaquel, sistema de funcionamiento manual vy
automatico y una estructura de acero cubierta por formica blanca
para mejorar la iluminacién, como se mostréd por la figura 5. La
iluminacién de los fotobioreactores fue de 1,500 Lux como se
suministré por las lamparas fluorescentes de tipo de luz diurno
pera un pericdo de doce horas, alternando con doce horas de
oscuridad. El tiempo de cultivo fue de 14 dias para todos los

experimentos.

Cada horno tuvo tres anaqueles con fotoperiodo,
cada uno comprendiendo seis fotobioreactores. El arreglo de
dichos fortobioreactores estd esquemdticamente representado por

la figura 6.
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El volumen de los cultivos fue mantenido contante
mediante reposicidén diaria de agua destilada para compensar las

pérdidas por evaporacién.

TABLA 8 - CULTIVO DE SPIRULINA PLATENSIS OF 25 BAJO

CONCENTRACIONES DE CASCARILLA DE CANA CRECIENTES

Cascarillas H.o Destilada : Biomasa de Biomasg de Biomasa de ]I‘
— de Cana (%) (%) | ‘”infcligoa fige/” alg(ag/fll)nal alga A (_g/l)_
R . 1% o o 0,205 3,374 3,169

R i o U, 195 j, 162 ] 2,807 |
I X o ' 2,199 1,435 1,236 .
e _ Ny 197 0,474 0,777

La biomasa de algas fue filtrada con vacio a
través de un papel de filtro milipore de 0.45 pm vy
subsecuentemente se lavd con agua destilada y se secd por 24
horas en un horno a 100° C. Los resultados, se presentaron por
la Tabla 8 representan el promedio ce dos fotobioreactores para
una condicidén experimental uUnica en el cultivo de espirulina
platensis OF 25 bajo diferentes concentraciones de cascarilla de
cafia. Los mejores resultados en términos de biomasa de algas,
se formaron después de 14 dias de cultivos fueron alcanzados con
cascarillas de cafia diluidas conteniendo respectivamente 75% vy
5C%¥ de agua, pero también puede observarse que, en otras
condiciones estudiadas, una produccidén expresiva de biomasa de

algas también ocurriéd.
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Los resultados como se obtuvieron han mostrado que
las cascarillas de caria diluidas o puras constituyen un sustrato

excelente del cultivo de espirulina platensis QF 25.

EJEMPLO 4: INFLUENCIA DE CO, PARA EL CULTIVO DE SPIRULINA

PLATENSIS OF 25 EN 50% DE CASCARILLAS DE CANA DILUIDAS

Los experimentocs en escala de banca se han hecho
en fotobioreactores tubulares. Los cultivos fueron mantenidos a
30° C con un fotoperiodo de doce horas y una iluminacién de

1,500 Lux (pE/(m%'s)).

Los experimentos se llevaron a <cabo en 14
(catorce) cargas de dia en fotobioreactores tubulares de vidrio
de 52 centimetros de largo con 8 centimetros de didmetro y un
volumen total de dos litros (1.8 litros de volumen de trabajo)
como sed representd por la figura 4. Todos los cultivos fueron
mantenidos bajo agitacidén constante con un flujo de aire
atmosférico filtrado de 1.0 v/v/m. La adicién de la fuente
complementaria de carbdén fue hecha mediante el agregar CO, al
aire a través de una mezcladora bajo las concentraciones de 5%,
1C% y 15% (v/v) como se representd esquemdticamente por la

fiqura 6.

Los cultivoes fueron iniciados con una
concentracién de célula de alga bicactiva de alrededor de 0.20

g/l. Los cultivos fueron mantenidos a través del tiempo de
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cultivo (catorce dias) sin una correccién de pH o ajuste de pH.
Los volumenes de cultive fueron mantenidos constantes por medio

de la posicidn de &rea de agua que se perdid por evaporaciédn.

La mezcla de aire/CO, de salida de la mezcladora
de gas fue llevada a cabo a través de mangueras de silicona de 8
milimetros hasta los fotobioreactores tubulares, de acuerdo al
modelo esquemdtico de las figuras 4 y 6. En ese estudio, los
fotobioreactores tubulares fueron llenados en justo con 50% de
cascarillas de cafia diluidas vya que, bajo condiciones del
ejemplo 3, un rendimiento de biomasa de algas considerable en

volumen fue obtenido, asi como las cascarillas de cafa.

Las condiciones de incubacién e inoculacién de los
fotobioresactores fuercn idénticas al ejemplo 3. Todos los
experimentos se han llevado a cabo en tres copias y los

resultados expresan el promedioc de dichas determinaciones.

De los ejemplos arriba descritos y la grafica como
se mostrd por la figura 7, es posible el realizar que la adicién
de CO, ejerce un efecto positivo en la produccién de biomasa de
la espirulina platensis OF 25 cultivada en un medio basado sobre
las cascarillas de cafia diluidas (50%) en comparacién con el
cultivo recibiendo justo aire atmosférico. La concentracidn
superior de la bicmasa de algas como se obtuvo fue de 4.47 g/l
después de 14 dias de cultivo en un fotobioreactor tubular con

la mezcla (aire + 15% de CO0;), mientras que en el cultivo
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residiendo justo aire, la concentracién final de biomasa fue de
2.98 g/l. Cuando la espirulona platensis OF 25 fue cultivada en
el medio Zarrouk con la adicidén de 15% de CO;, la concentracidn
de biomasa fue de 5.094 g/l. Nosotros resaltamos, sin embargo,
que es extremadamente costoso el medic de cultivo en comparacién
con las cascarillas de cana, el cual es un residuo industrial
indeseable del cual cientos de billones de litros son producidos

en Brasil.

Nosotros también resaltamos que los expertos en el
arte reconoceran que los valores superiores y/o inferiores
pueden ser obtenidos con espirulina platensis OF 25 y/u otros
géneros y/o especies de microalgas son cultivados a niveles de
CO; no probados en estos ejemplos. Lo mismo ocurre con el medio
de produccién de biomasa de algas, por ejemple los resultados
obtenidos fueron para la mnuestra de “cascarillas de cafa
Jerdest” y claramente los resultados superiores y/o inferiores
a esos presentados en los ejemplos pueden ser alcanzados, ya que
son usadas nuevas muestras de cascarillas de cafia originandose
de diferentes plantas de alcohol localizadas en diferentes
regiones, de diferentes variedades de cafla de azlucar, de
diferentes modelos de reactor y escalas de cultivo, para la

produccién de laboratorio, de banca, piloto o industrial.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, parta la alimentaciédn humana o animal,
asi como para otros usos, caracterizado porque tiene como el
medio de cultivo de dichas microalgas las cascarillas de cafia y

el didxido de carbono.

2. El proceso para la produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cldusula
1, caracterizado porgue el hecho de que las cascarillas de cafia
y el dioxido de carbén de las cubas de fermentacidén son
generadas como desperdicios de la industria del alcohol anhidro

e hidratados.

3. El proceso para le produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cléusula
2, caracterizado porque el hecho de que la industria del alcohol
hidratado y anhidra usa cafna de azucar y sus derivados como una

fuente de materia prima.

4. El proceso para la produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la clausula
1, caracterizado porque el hecho de que las microalgas son
seleccionadas de uno o mds géneros (especies) del grupo que
comprende espirulina (sp, platensis, maxima, major, subsalsa,

geitleri, subtilissima, labyrinthiforms); Skeletonema sp;
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Chaetoceros sp; Sccenedesmus sp (bijugatus, incrassatulus,
ocultus, quadricauda, dimorphus); Anacystis sp (nidulans,
cyanea, thermalis); Porphyridium cruentum; Crypthecodinium
cognii; Euglena sp (gracilis); Crypthecodinium cohnii;
Haematococcus pluvialis; Anabaena sp (variabilis, cylindrica,
hassali, planctonica); Dunaliella sp (salina,  bardaeil,
tertioleta); Chlamydomonas sp (reinhardii); Chlorella sp
(vulgaris, kessleri, pyrenoidosa, mannophila, protothecoides,
salina, homosphaera, stigmatophora, Iluteoviridis, regqularis,
ellipsoidea, variegata, sorokiniana, emersonil),; Trichodesmium,
Microcoleus; Ankistrodesmus sp (densus, braunii, falcatus,
fusiformis, gracilis); Isochrysisgalbnana (Parke); Tetraselmis
sp (tetrathele, suecia); Oscillatoria sp (limnetica, curviceps,

splendida); Nostoc muscorum y Botrycoccus braunii.

5. El proceso para la produccién de biomasa vy
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cldusula
4, caracterizado porque la microalga es Spirulina platensis OF

25.

6. El proceso para la produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, caracterizado porque comprende 1los

pascs basicos sigulentes:

(1) la adecuacidén de las cascarillas de cafia
mediante el agregar el agua y el &lcali hasta que es alcanzado

un valor de pH de alrededor de 6.0-11.0;
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(i1) la entrega de cascarillas de cafla

preajustadas a un tangue de inoculacidn;

(iii) la adicidén de microalgas al tanque de
inoculacién hasta que es alcanzada wuna concentracién de
alrededor de 0.2 ¢/l de biomasa inicial en el medio de cultivo

con base en las cascarillas de cafia;

(iv) la entrega de <cascarillas de cafia

inoculadas a un tanque de cultivo de biomasa de algas;

(v) la inyeccién de aire conteniendo 0.1-100 por
ciento de didxido de carbono altamente puro al tanque de cultivo

de biomasa de algas;

(vi) mantener la biomasa de algas a una
temperatura promedio de entre 25 y 35 grados centigrados bajo

una intensidad de luz natural;

(vii) la entrega de biomasa de algas a una
unidad de separacién, en donde una fraccién de la biomasa de

algas y la fraccién de supernadante de agua serd generada;

(viii) reciclar la fraccién de supernadante de

agua al tanque de inoculacidn.
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7. El proceso para la produccién de biomasa vy
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cldusula
6, caracterizado porque el hecho de que en el paso (v), el
porcentaje de di¢xido de carbono en el flujo de aire varia entre

5y 15%.

8. El proceso para la produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la clausula
5, caracterizado porque el porcentaje de diéxido de carbono en

el flujo de aire es de alrededor de 15%.

9. El proceso para la produccidén de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cléausula
b, caracterizado porque la biomasa de algas es mantenida por un

periodo de alrededor de 14 dias en el tanque de cultivo.

10. El proceso para la produccién de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cléusula
6, ceracterizado porque las cascarillas de cafia y didxido de
carbono originadas de la industria de alcohol hidratado y/o
anhidro usando cafia de azlcar y sus derivados como una fuente de

materia prima.

11. El proceso para la produccién de biomasa vy

proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la clausula
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6, caracterizado porque el hecho de que la microalga es

espirulina platensis OF 25.

12. El proceso para la produccidén de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la clausula
6, caracterizado porque el hecho de que la adicidén del agua en

el paso (i) se hace en una proporcién de alrededor de 50% (v/v).

13. El proceso para la produccién de biomasa vy
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cléusula
6, caracterizado porgue el hecho de que después de que es
completado cada ciclo y después de la remocidén de la biomasa de
alga, los supernadantes son de nuevo inoculados con biomasa
activa para microalgas de manera que la concentracién inicial en
los tanques de la biomasa de algas permanece alrededor de 0.2
gramos por litro en el medio de cultivo basadec sobre las

cascarillas de cafa.

14 El proceso para la produccién de biomasa vy
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la clausula
6, caracterizado porque el hecho de que las cascarillas de cafia
se mantienen bajo un pH de alrededor de 7.0-11.0 y se diluyen
con una cantidad de agua de alrededor de 5 a 95% (v/v) durante

cada ciclo.

15, El proceso para la produccidén de biomasa vy

proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cléusula
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b, caracterizado porque el hecho de que la intensidad de la luz
en los tanques de produccién de biomasa de algas es de alrededor

de 1,500 Lux 12/12 h dia.

16. El proceso para la produccién de biomasa vy
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en una de las
clausulas 6 a 15, caracterizado porque comprende los siguientes

pasos basicos:

(1) la adecuacidén de las cascarillas de cafia
mediante el agregar aqua y 4&lcali hasta que es alcanzado un

valor de pH de alrededor de 6.0-11.0;

(11) la entrega de «cascarillas de cafla

prezjustadas a un tanque de inoculacidn;

(1i1) la adicidén de microalgas al tanque de
inoculacién hasta que se ha alcanzado una concentracién de
alrededor de 0.2 gramos por litro de biomasa inicial en el medio

de cultivo basado sobre las cascarillas de cafa;

{(iv) la entrega de cascarillas de cafa

inoculadas a un tanque de cultivo de biomasa de algas;

{(v) la inyeccién de aire conteniendo 0.1-100 por
ciento de didxido de carbono altamente puro al tangue de cultivo

de biomasa de algas;
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(vi) mantener la biomasa de algas a una
temperatura promedio de entre 25 grados centigrados y 35 grados

centigrados bajo una intensidad de luz natural;

(vii) la entrega de biomasa de algas a una
unidad de separacién, en donde una fraccién de la biomasa de

algas y de la fraccidén de supernadante de agua sera generada;

(viii) reciclar la fraccidén de supernadante de

agua al tanque de inoculacién; vy

(ix) la repeticién de los pasos (iii) a (viii)
hasta que es alcanzadoe un valor DQO de alrededor de 17
miligramos/l1 0O; y un DBO mé&s bajo de alrededor de 5 miligramos
por litro O; en la fraccién de supernadante de agua como se

produjo en el paso (vii).

17. El proceso para la produccidén de biomasa y
proteinas de microalgas, tal y como se reivindica en la cldusula
16, caracterizado porque este comprende tres o més ciclos de

procesamiento de una carga de cascarillas de cafia unica.
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R E S UM E N

La presente invencién se refiere a un proceso para
producir biomasa y proteinas de microalgas, ventajosamente
usando como una fuente de desarrcllo de dicha microalga los
desperdicios de la industria del alcohol, notablemente de las
cascarillas de cafla de azucar y del didéxido de carbono que se
origina de las cubas de fermentacién. El proceso de acuerdo a
la presente invencién comprende los pasos basicos de la
preparacidon de cascarillas de cafia, la adaptacién y preparacidn
del indéculo con la microalga espirulina platensis OF 25, el
cultivo de la microalga bajo condiciones controladas y el uso de
C02, la separacién de la biomasa de algas y la recirculacién
opcional de la fase de agua y el proceso hasta que son
alcanzados los niveles DQO y DBO aceptables por los reglamentos

ambientales.
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