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GLOSARIO

BIOCOMBUSTIBLE: cualquier combustible hidrocarburo que se produce a partir
de materia organica en un corto periodo de tiempo (dias, semanas o incluso

meses).!

BIODIESEL: mezcla de ésteres de alcoholes de cadena corta con acidos grasos
de cadena larga tales como el laurico, el palmitico, oleico, etc., obtenidos a partir
de lipidos renovables, como aceites y grasas de origen vegetal o animal.?

DANO FOTO-OXIDATIVO: es la reduccion en la eficiencia de la fotosintesis a
causa de largos periodos de exposicion de las microalgas a radiacion excesiva

(luz), también se conoce como “estrés” o foto-inhibicién.?

FLUORESCENCIA: es un proceso de emision basado en la excitacion de atomos
0 moléculas por absorcion de un haz de radiacion electromagnética. Las especies
excitadas se relajan al estado fundamental, devolviendo su exceso de energia

como fotones.*

FOTOBIOREACTOR: recipiente cerrado alimentado con luz artificial (semejante a
la luz solar) en el cual se usa para la produccion de biomasa de organismos

fotoautétrofos, como las microalgas.®

MICROALGA: organismo fotosintético eucariota o procariota que puede crecer
rapidamente y que puede vivir en condiciones extremas gracias a su estructura
unicelular y/o pluricelular que presentan. Las microalgas se reproducen de manera
asexual usando la fotosintesis para convertir la energia solar en energia quimica.

Principalmente requieren luz solar, y algunos nutrientes.®



RESUMEN

La luz visible entre 650 y 700 nm (luz roja) es la mas eficiente para el crecimiento
de microalgas, mientras que las longitudes de onda inferiores a 430 nm
disminuyen la produccién de lipidos y la tasa y promueven el dafio foto-oxidativo.
Este trabajo estudia uso de fluoresceina o sus derivados en el medios de cultivo
en la especie de microalgas Chlorella vulgaris como mecanismo para aumentar la
eficiencia fotosintética. De hecho, la fluoresceina es una sustancia que absorbe
azul a la radiacion UV vy, particularmente, fluoresce con alto rendimiento cuantico
en la region de 480-700 nm. El objetivo de incorporar la fluoresceina es lograr la
conversion de luz de alta energia en luz visible de baja energia, que podria
utilizarse de manera mas eficiente por las microalgas y, en consecuencia, seria

posible mejorar la produccion de aceite.

Chlorella vulgaris fue cultivada en el medio basal de Bold (BBM) mediante el uso
de una foto-biorreactor casero, disefiado especificamente para este proyecto. La
aireacion se proporcionaba por medio de bombas de aire de acuario. Cada
montaje experimental se mantuvo en condiciones constantes durante 12 dias, con
concentraciones variables de fluoresceina de 6,0 a 36,0 mg/L. Las células fueron
contadas diariamente mediante camara de Neubauer. Se observé que al aumentar
la concentracién de fluoresceina en el medio de cultivo fue posible mejorar el

crecimiento de la biomasa de microalgas.

PALABRAS CLAVE: biodiesel, Chlorella vulgaris, fluorescencia, inhibicion de

crecimiento, microalgas, pigmento fotosintético auxiliar.



ABSTRACT

Visible light between 650 to 700 nm (red light) is the most efficient for microalgae
growth, while wavelengths below 430 nm decrease the production of lipids and the
photosynthesis rate promoting photo—oxidative damage. This work studies the
inclusion of fluorescein or its derivatives in the growing media of the microalgae
specie Chlorella vulgaris as mechanism to increase photosynthetic efficiency. In
fact, fluorescein is a substance that absorbs blue to UV radiation and particularly
fluoresces with high quantum vyield in the 480 to 700 nm region. The goal to
incorporate fluorescein in the processes is converting high-energy into low-energy
visible light, that might be used more efficiently by the microalgae and
consequently it would be possible to improve the oil production.

Chlorella vulgaris was grown in Bold’s Basal Medium (BBM) by using a homemade
photo-bioreactor, specifically designed for this project. Aeration was provided by
means of aquarium air pumps. Each experimental test was maintained at constant
conditions for 12 days, feeding Fluorescein in concentrations from 6,0 to 36,0
mg/L. Cells accounting was done daily by using a Neubauer chamber. It was
observed that by increasing the fluorescein concentration in the medium was

possible to improve the growth of the microalgal biomass.

KEYWORDS: Auxiliary photosynthetic pigment, biodiesel, Chlorella vulgaris,

fluorescence, inhibition of growth, microalgae.



INTRODUCCION

La demanda de energia ha crecido notablemente en los ultimos afios. El petroleo
es la fuente de energia que aporta el mayor porcentaje de energia que se genera
en el mundo. Si la tendencia de consumo continlia, las reservas de petroleo se
agotardn en menos de 45 afios, causando una crisis energética mundial. El
Ministerio de Minas y Energia, sefiala que en Colombia las reservas probadas de
crudo a la fecha son suficientes para apenas 6,6 afios.” No sélo el agotamiento de
las reservas de petroleo es la problematica de mayor interés, sino también el
impacto ambiental que se ha incrementado con los afios. Debido a la crisis que se
avecina, los paises desarrollados y las industrias han prestado atencion en la

busqueda de fuentes de energia alternativas.

En Colombia, la produccién de biocombustibles no solo ayuda a no depender del
petroleo y aumentar el suministro de combustibles, si no que ofrece grandes
oportunidades de incrementar los ingresos y promover empleo en las éareas
rurales. La finalidad a largo plazo de los biocombustibles es encontrarle reemplazo
a los combustibles fosiles, ademas de reducir las emisiones de gas invernadero y

mejorar la seguridad del abastecimiento energético.

El biodiesel a partir de microalgas posee grandes ventajas sobre el biodiesel
producido con aceites de oleaginosas, como la palma, canola y la soya.® Sin
embargo, su implementacion presenta diferentes desafios y a la fecha el cultivo de
microalgas para la produccion de aceite no se ha logrado escalar al nivel de los
cultivos de oleaginosas.® Entre los principales desafios se encuentran: el
requerimiento de grandes volimenes de agua, el alto consumo de nutrientes, el
desarrollo y optimizacion del método de cultivo, la dificultad para la extraccion y
procesamiento del aceite, entre otros. El rendimiento del cultivo esta directamente

asociado a la exposicién de radiacion solar y al suministro de CO,, debido a esto

16



se buscan lugares para los cultivos como los desiertos y la localizacién cerca de
industrias que emitan grandes volumenes de CO,; pero a su vez, la alta

exposicion a la radiacion solar produce un aumento del dafio foto-oxidativo.

Algunos estudios en fotobioreactores equipados con filtros de diferentes colores,
han demostrado que el rendimiento del cultivo mejora cuando las microalgas de la
especie Chrolella vulgaris tienen filtros de color verde. El problema asociado a la
utilizacion de filtros es que se pierde parte de la energia solar porque es absorbida
por el material del filtro y disipada en forma de calor. En este trabajo se propone la
utilizacion de una sustancia fluorescente incorporada dentro del medio de cultivo
con el propaosito de absorber la radiacion visible de alta energia que por efecto de
la fluorescencia es parcialmente re-emitida en la region visible del espectro en

donde puede ser aprovechada por el aparato fotosintético de la microalga.

17



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los combustibles fésiles son la mayor fuente de energia del planeta y suministran
mas del 81% de la energia mundial, siendo alrededor de 493EJ/afio. Estos se
usan en el sector de transporte, comercial e industrial.'’ En la Figura 1, se muestra
el consumo de energia mundial a través del tiempo y extrapolado al afio 2035. De
acuerdo a la Energy Information Agency (EIA) se reporta que el mundo necesitara
en el 2030 al menos el 60% mas de energia que se usa actualmente. Si esta
tendencia de consumo continlia se estima que las reservas de petréleo se agoten
en menos de 45 afos. El agotamiento de las reservas de petroleo y el impacto
ambiental que se ha generado, ha incentivado a la busqueda de biocombustibles

que reemplacen a los producidos por el petréleo. &

Figura 1. Consumo mundial de energia
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FUENTE: Autor, basado en reporte de Energy Information Administration, USA, 2010.

La biomasa es la materia prima de los biocombustibles y es un recurso renovable
de gran abundancia, que ademas fija el didxido de carbono (CO,) por medio de la
fotosintesis. Gracias a estas caracteristicas la biomasa tiene gran acogida debido

a su renovabilidad, sostenibilidad, alta disponibilidad y biodegradabilidad.?
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Las algas, el maiz, la soya, la cafla de azucar y otras plantas necesitan
principalmente luz solar, CO, y agua, y usan la fotosintesis como el medio para
transformar la energia solar en energia quimica almacenandola en forma de
aceites, hidratos de carbono y proteinas. Lo que diferencia a las algas de otros
cultivos de oleaginosas, es que éstas alcanzan grandes productividades entre
10.000-20.000 m* de aceite producido/km? cultivado, mientras que la soya alcanza
40 m?® de aceite producido/km? cultivado y la palma aceitera 600 m® de aceite

producido/km? cultivado.?

Las microalgas, han adquirido gran atencion ya que producen una amplia gama de
biocombustibles tales como el bioetanol, biodiesel, biohidrégeno y biometano;
ademas producen metabolitos secundarios que tienen gran aplicacion en la
industria farmacéutica, acuicultura y cosmetologia.®> A pesar de las grandes
soluciones que aportan las microalgas, éstas no se han logrado escalar a nivel
industrial, debido a problemas con el requerimiento de agua y nutrientes, y las

tecnologias en métodos de cultivo, extraccion y procesamiento de aceite.
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2. JUSTIFICACION

El cambio climatico es el desafio mas grande que presenta la humanidad
actualmente. Los biocombustibles, ofrecen nuevas oportunidades de aumentar las
fuentes de ingresos y el suministro de combustibles, ademas de encontrarle
reemplazo a los combustibles fosiles y reducir asi las emisiones de gas
invernadero. La produccion de biocombustibles a partir de plantas oleaginosas ha
tenido gran acogida para su implementacion como parte del amplio grupo de

energias renovables en el mundo.?®

La produccion de biodiesel a partir de plantas oleaginosas tiene ciertas
limitaciones, tales como, el conflicto por las grandes extensiones de tierra de
cultivo y la cantidad de agua que se necesita para la produccion, poniendo en
riesgo la seguridad alimentaria. Entre otros problemas se incluyen las estaciones y
la ubicacion geogréfica. Todas estas limitaciones hacen crecer las esperanzas en

las microalgas como una alternativa en la produccién de biocombustibles.?*?

Las microalgas se consideran como una alternativa viable, ya que tienen mayor
rendimiento que cualquier otro cultivo convencional produciendo 136.900
L/aceite/ha/afio.® De igual forma, éstas requieren menos superficie de cultivo,
tienen mayores tasas de crecimiento (doblan su peso en 24 horas) y no compiten
con la produccién alimentaria. Pueden ser cultivadas en agua salada, agua dulce o
agua residual. Ademas, cabe resaltar que las microalgas son captadoras de CO;

por excelencia y fijan 1,83 kg CO./dia/kg de masa seca producida.’*?

Algunos estudios en cuanto a la mejora de crecimiento en Chlorella vulgaris
muestra que con filtros de diferentes colores el rendimiento del cultivo mejora
cuando las microalgas tienen filtros en el rango promovido por la luz con el filtro de

color verde. En este trabajo se propone desarrollar un método de optimizacién de
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cultivos de microalgas donde se use una sustancia fluorescente para mejorar el

rango de absorcion de energia.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la influencia de la fluoresceina en la disminucion de crecimiento
producida por la radiacion de alta energia en microalgas de la especie Chlorella

vulgaris, que seran usadas como materia prima para la produccion de biodiesel.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Cultivar microalgas de la especie Chlorella vulgaris en condiciones

controladas de laboratorio.

3.2.2 Agregar fluoresceina al medio de cultivo y evaluar la influencia en el

crecimiento debido a la captacion de radiacion de alta energia.

3.2.3 Obtener extractos grasos de las microalgas en estudio.

3.2.4 Transesterificar los triglicéridos obtenidos y evaluar la distribucién de acidos

grasos.

22



4. MARCO REFERENCIAL
4.1 MICROALGAS:

Las microalgas son organismos procariotas o eucariotas fotosintéticos con una
estructura que puede ser unicelular o pluricelular. Ademas, se consideran como
los organismos fotosintéticos mas eficientes en la tierra, ya que pueden doblar su
masa en soblo 24 horas. No sélo se encuentran en los ecosistemas acuaticos, sino
también en la tierra, llegando a vivir en condiciones extremas. Se estima que
existen al menos 50.000 especies pero soOlo se han estudiado alrededor de
30.000.%*

Las microalgas utilizan como fuente de electrones el agua, como fuente de
energia la luz solar que es transformada en energia quimica y como fuente de
carbono el CO,, ademas de otros nutrientes como fésforo y nitrégeno. A su vez
éstas producen compuestos, tales como los acidos grasos, pigmentos,
antioxidantes, carotenoides, antibidticos, entre otros, que son usados ampliamente
en el sector industrial y quimico. De igual forma producen diferentes tipos de
combustibles renovables tales como el biohidrégeno, biometano, bioetanol y

biodiesel .®**

Las microalgas no compiten por tierra de cultivo usado para la alimentacion. Como
se muestra en la Tabla 1 (Columna 3), el cultivo de microalgas no requiere gran
area de tierra en comparacioén con otras fuentes vegetales y gracias a su habilidad
de crecer en condiciones extremas pueden ser cultivadas en tierras que no son
adecuadas para la agricultura. Asimismo, no requieren herbicidas ni

pesticidas.®®9131°

Las microalgas pueden cultivarse en diferentes tipos de aguas, como dulces,
saladas o insalubres. Se usan para el tratamiento de aguas residuales para
remover NH,*, NOs y PO43, siendo éstos contaminantes su fuente de nutrientes.

Ademas, requieren menos agua que las plantas terrestres.®%113
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Otra de las ventajas que tienen las microalgas es que al tener como fuente de
carbono el CO,. Pueden fijar 1,83 kg CO,/dia/kg de masa seca producida, por
medio de la biofijacién reduciendo asi los gases invernadero.®®°'! Los residuos
desechados después de haber extraido el biodiesel, pueden ser reusados para el

alimento de ganado y procesarlo incluso como bioetanol.®*

Como se muestra en la Tabla 1, las microalgas pueden llegar a ser una fuente
potencial de biodiesel que ayude a desplazar el diesel fosil, ya que a diferencia de
otros cultivos oleaginosos, las microalgas crecen rapidamente y algunas de ellas

son muy ricas en aceite.®

Tabla 1. Comparacién de algunas fuentes de biodiesel.®

Produccién de . Produccién de
. Terreno necesario e
Cultivo aceite biodiesel

2 .y
(L aceite/ha/afioy (M ano/kgbiodiesel) o pioieselhasario)

Maiz (Zea mays) 172 66 152
Soya (Glycine max) 636 18 562
Canola (Brassica napus) 974 12 862
Jatrofa (Jatropha curcas) 741 15 656
Palma aceitera (Elaeis
) ) 5366 2 4747
guineensis)
Microalga (poco contenido
) 58700 0,2 51927
de aceite)
Microalga (medio
] ) 97800 0,1 86515
contenido de aceite)
Microalga (alto contenido
136900 0,1 121104

de aceite)

4.1.1 Chlorella vulgaris.

La Chlorella vulgaris (Figura 2) es un alga unicelular de color verde, esférica y con

un didmetro entre 2-10 um."*® Se reproduce répidamente y de forma asexual,

24



alcanzando a doblar su nudmero de células en 8 horas si se mantiene la
temperatura entre 20 y 35°C. Contiene proteinas (42-58%), pigmentos (1-2%),
carbohidratos (12-55%) y lipidos (5-40%) (porcentaje de peso seco)'’'®. Estos
porcentajes dependen de las condiciones en las que se tenga el cultivo. Se utilizan
para fabricar complementos alimenticios, productos cosméticos, produccion de
biodiesel y la desintoxicacion de metales pesados.’’ Los lipidos en ésta se
componen principalmente de glicolipidos, ceras, hidrocarburos, fosfolipidos y
pequefas cantidades de acidos grasos libres. Durante condiciones de crecimiento
desfavorables (generacién de estrés) el contenido de lipidos (compuesto
principalmente por triacilgliceroles) puede alcanzar hasta un 58%.% Esto sumado
a su capacidad de crecimiento y duplicacion hace que sean ampliamente

estudiadas para la produccién de biocombustibles, en especial biodiesel.’
Figura 2. Imagen de Chlorella vulgaris captada mediante microscopio optico, 40x.
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FUENTE: Autor

4.2 PRODUCCION DE ACIDOS GRASOS EN LAS MICROALGAS:

Los lipidos de las microalgas son principalmente ésteres de glicerol formados por
acidos grasos con cadenas constituidas de 14-20 atomos de carbono, su funcion
biologica es primordialmente el almacenamiento de energia y sefalizacion
intracelular. Su metabolismo en las microalgas es similar al de las plantas
superiores, principalmente en la biosintesis de acidos grasos, ya que presentan

caracteristicas similares como genes y enzimas de origen vegetal y algal. La

25



composicion y cantidad de los lipidos en las microalgas dependen directamente de

la especie y las condiciones de crecimiento.

Los lipidos se dividen en lipidos neutros (triacilglicéridos, colesterol) y lipidos
polares (fosfolipidos, galactolipidos).”*® Los triacilglicéridos (TAGs) son un tipo
de lipidos que consta de tres acidos grasos unidos a un esqueleto de glicerol y
gue puede ser sintetizado por las microalgas, éstos son la materia prima para la
produccion de biodiesel.*>!*? Para el caso de Chlorella vulgaris, a diferencia de
otros lipidos, los TAGs no realizan funcion estructural sino que se almacenan en
una gota densa en el citoplasma y en el espacio inter-tilacoide del cloroplasto.*® En
la Figura 3 se presenta un esquema en donde se describe en términos generales
la biosintesis de lipidos en microalgas.

Figura 3. Biosintesis de lipidos en microalgas'®*-2319.21-24

ALuz

H,O

FUENTE: Autor
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A partir de la energia proporcionada por los fotones presentes en el flujo luminoso,
se lleva a cabo la oxidacion catalitica del agua en donde se descompone en Oy, y
ademas posibilitan la obtencién de: ATP y NADPH; éstos son el sustrato del ciclo
de Calvin, en el cual el CO; es fijado como carbohidratos, lipidos y proteinas. En
el caso particular de los lipidos microalgales, las moléculas de carbono son
transformadas a almidon y acetil-CoA en el cloroplasto, donde las moléculas de
acetil-CoA son carboxiladas y sometidas a numerosos ciclos de adicion
descarboxilativa y B-reduccion para la sintesis de acidos grasos. El mecanismo de
transporte de &cidos grasos al exterior del citoplasma se desconoce.
Posteriormente, los acidos grasos son secuencialmente transferidos con accion de
gliceraldehido-3-fosfato (G3P) para la posterior formacién de triacilglicerol
(TAG). 19,21-24

4.3 PRODUCCION DE BIODIESEL A PARTIR DE MICROALGAS:

El biodiesel se define como los ésteres monoalquilicos producidos por la
transesterificacion de triglicéridos o acidos grasos procedentes de aceites
vegetales o grasas animales. La transesterificacion es la manera mas simple,

barata y eficiente para la produccién de biodiesel en grandes cantidades. ***

En la Figura 4, se muestra la reaccién de transesterificaciéon, normalmente en

presencia de un catalizador alcalino tal como hidréxido de sodio (NaOH).*?

27



Figura 4. Reaccion de transesterificacion de triglicéridos con alcohol

FUENTE: Autor, adaptado de Ayhan Demirbas, 2010."

El biodiesel puede hacerse a partir de casi cualquier fuente de aceite renovable.
Principalmente proviene de aceite de soya, aceites vegetales, aceite de palma,
aceite de girasol, aceite de colza y de aceite usado. El problema de usar aceite
usado es la dificultad para convertirlo en biodiesel, ya que contienen grandes
cantidades de acidos grasos libres, aun asi es una buena fuente para los

productores a pequefia escala.

El biodiesel tiene un sinnidmero de ventajas. En primer lugar, porque el
combustible se deriva de fuentes renovables y contribuye a la disminucién de las
emisiones de CO,. En segundo lugar, el biodiesel disminuye la emision de al
menos el 90% de la tdéxicos en el aire, ya que se encuentra libre de azufre y
compuestos aromaticos. También disminuye el 95% de riesgo en contraer cancer
en comparacion con el diesel. En tercer lugar, el biodiesel tiene baja toxicidad y es

13,15

biodegradable.

Las microalgas que se utilizan en la produccion de biodiesel son generalmente
algas verdes de la division Chlorophyta. Este tipo de microalgas, se caracterizan
por que pueden acumular cantidades considerables de lipidos, obteniéndose un
alto rendimiento de aceite. Este alto rendimiento de aceite y su capacidad para
doblar su densidad de biomasa en 24 horas es ideal para la agricultura intensiva y
puede ser una excelente fuente para la produccion de biodiesel. El contenido de

lipidos puede variar entre el 1% y 70% en peso seco, aungque algunas especies en
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ciertas condiciones pueden llegar a alcanzar el 90% de aceite en peso seco. En la
Tabla 2, se muestra la diferencia en el contenido de aceite en las diferentes

especies de microalgas.®®

Dependiendo de la especie de alga, la composicién de los &cidos grasos cambia, y
esto puede tener un efecto significativo en las caracteristicas del biodiesel
producido. De igual forma, las diferentes condiciones ambientales que afecten las
microalgas pueden llegar a cambiar las caracteristicas del biodiesel. EI género
Chlorella se conoce como una muy buena opcién para la produccion de biodiesel
a gran escala. No es un secreto que existen microalgas con mayor eficiencia y
productividad pero a la hora de seleccionar la mas adecuada, es necesario tener
en cuenta otros factores tales como la habilidad del alga para desarrollarse bajo

las diferentes condiciones ambientales.®*®

Tabla 2. Comparacion del contenido de aceite en algunas especies de microalgas.
16

Especie Contenido de aceite (% en peso seco)
Botryococcus braunii 27-77
Chlorella sp. 28-32
Nitzschia sp. 45-47
Nannochloropsis sp. 31-68
Schizochytrium sp. 50-77
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Tetraselmis sueica 15-23
Monallanthus salina >20
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Se ha reportado que el biodiesel producido a partir de microalgas tiene
propiedades similares al diesel convencional tales como densidad, viscosidad,
punto de ignicibn o encendido, temperatura a la que se sella el filtro de
combustible y la capacidad calorifica. La propiedad més dificil de controlar es la
temperatura a la que se sella el filtro, ya que al bajar la temperatura las grasas se
solidifican. La mayoria de los parametros antes mencionados cumplen con los
limites establecidos por la American Society for Testing Materials (ASTM) para la
calidad del biodiesel. El biodiesel a partir de microalgas también cumple con la
Norma Internacional de Biodiesel para Vehiculos (EN14214).2 En la Tabla 3 se
muestra una comparacion de las propiedades tipicas del diesel a partir de
combustibles fésiles, el biodiesel a partir de jatrofa y el biodiesel obtenido a partir

de microalgas.®?’

Tabla 3. Comparacion de las propiedades fisicas de diesel convencional, el

biodiesel a partir de jatrofa y el biodiesel a partir de microalgas.?®*’

Valor tipico
Propiedades Biodiesel obtenido  Biodiesel obtenido de Diesel
de microalgas jatrofa convencional

Densidad 0,864 0,864 — 0,880 0,838
(KglL)

Viscosidad 52 3,7-5,8 1,94,1

(mm?s™.cSt a 40°C)
Punto de Ignicion 115 163 — 238 75
°C)

Poder calorifico 41 38,5-42 40-45

(MJ/kg)

En otros estudios se ha encontrado que los aceites de algas contienen gran

cantidad de acidos grasos poliinsaturados como &cido linoleico, acido linoleico,

28,29

acido eicosapentaenoico y acido oleico, en comparacion con aceites
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vegetales, o que hace que los aceites de algas sean susceptibles a la oxidacion

durante su almacenamiento limitando asi su utilizacion.®
4.4 ABSORCION DE ENERGIA POR LAS MICROALGAS:

Las microalgas absorben la energia de la luz solar (fotones) y la transforman en
energia quimica (ATP y NADP). Estas reacciones ocurren en los fotosistemas de

las microalgas.*

Las microalgas para la fotosintesis usan luz con longitud de onda entre 400 y 700
nm. Esta longitud de onda depende de la especie de microalga. Las microalgas
verdes absorben a través de la clorofila en el rango de 450 a 475 nmy 630 a 675

nm, y a través de los carotenoides entre 400 a 550 nm.*

A lo largo de los afios se han reportado diferentes estudios sobre la influencia de
las diferentes longitudes de onda en el crecimiento de las microalgas. La luz roja
(600-700 nm) y la luz azul (400-500 nm) estimulan el crecimiento y el contenido de
lipidos en las microalgas, y pueden llegar a variar dependiendo de la intensidad de

la luz.*°
4.5 FENOMENO DE LA FLUORESCENCIA Y SUSTANCIAS FLUORESCENTES

La fluorescencia se conoce como un tipo de luminiscencia. La luminiscencia
consiste en la emision de luz de una sustancia que ocurre por parte de los estados
electronicamente excitados. El diagrama de Jablonski (Figura 5) consiste en una
representacion de los niveles electrénicos, el proceso de absorcidén y emision de
luz. La fluorescencia comienza por la excitacion de un electrén que se encuentra
en estado basal (Sp) con el fin de que se promueva a un nivel electronico de
mayor energia (S; 0 Sy); luego las especies excitadas se relajan al estado
fundamental, liberando su exceso de energia en forma de fotones.®! La
fluorescencia ocurre normalmente en moléculas aromaticas. Las moléculas que

presentan fluorescencia se conocen como fluoréforos.®
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Figura 5. Diagrama de Jablonski (fluorescencia)
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FUENTE: Autor

45.1 Fluoresceina:

La fluoresceina (Figura 6) tiene un peso molecular de 332,31 g/mol. Es un polvo
de color rojo. Tiene un punto de fusion entre 314-316°C. Es soluble en solventes

organicos como etanol caliente y acido acético glacial.*

Figura 6. Estructura molecular de la fluoresceina

HOOOH
O

FUENTE: Autor, adaptado de Sharat Gangolli.*

o]

La fluoresceina es una molécula altamente fluorescente que absorbe la luz a 492

nmy emite a 517 nm en agua, con un rendimiento cuéntico de 0,92 a pH> 8.3
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La fluoresceina es un colorante organico ampliamente usado en inmuno ensayos,
como agente de diagndsticos y como trazador para suministros de agua. También
es usado en productos farmacéuticos.®* Su DLs intravenosa en ratones 300
mg/kg, DLso intravenosa en conejos es 300 mg/kg y DLsp intraperitoneal en ratas
600 mg/kg.*

La fluoresceina en solucién acuosa puede presentarse en forma catiénica, neutra
y/o anibnica, y su absorcion y fluorescencia dependen del pH. El pKa de la
fluoresceina en el agua es de aproximadamente 6,4.>* En la Figura 7 se presenta

una grafica de la dependencia del pH en el equilibrio de la fluoresceina.

Figura 7. Desprotonacion de la fluoresceina
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FUENTE: Autor, adaptado Mohsenpour et al.*.



4.6 ANTECEDENTES

45.1 Conversibn de la luz para lograr mayores tasas de crecimiento en

microalgas.

El alga verde Chlorella vulgaris y la cianobacteria Gloeothece sp. fueron sometidas
a distintas condiciones de luz mediante la filtracion de varias longitudes de onda
con el fin de evaluar su crecimiento. Se tenia una fuente de luz dia como control.
Las hojas de acrilico que se usaron como filtro contenian colorantes como el rojo,
violeta, verde y naranja. Como resultado se obtuvieron mayores tasas de
crecimiento para C. vulgaris en el rango promovido por la luz con el filtro de color
verde, mientras que para Gloeothece sp. la de color violeta. Se encontro que la luz
roja tiene menor eficiencia en la conversion de energia luminosa en biomasa para
las dos, indicando que las diferentes longitudes de onda de luz visible influencian

el crecimiento en Chlorella vulgaris.®®

En algas de la especie Spirulina platensis, una clase de alga verde-azul con alto
contenido de proteinas, p-caroteno, vitaminas, ficocianina y acido y-linolénico se
evaluaron la luz roja y azul en la influencia de crecimiento. Se encontré que la luz
roja presenta mayor eficiencia en la conversién de fotones a biomasa, mientras

que la luz azul presenta menor eficiencia.>®

El alga Haematococus pluvialis es conocida por su produccion de un antioxidante
muy potente llamado astaxantina (Figura 8). Se reporté que la luz azul generada
por LEDS azules mejora la produccién de astaxantina. Los LEDS permitirdn
reducir el consumo energético mediante la seleccion de un rango especifico de
longitud de onda adecuada para cada cultivo. La acumulacién de astaxantina,
mostré una dependencia mucho mas fuerte en la intensidad de luz, por que ésta
se produce por las células de H. pluvialis para proteger las células de la fuerte

intensidad de luz. '
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Figura 8. Estructura molecular de la astaxantina

FUENTE: Autor, adaptado de Jomova et al.*®
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5. DISENO METODOLOGICO

5.1 CULTIVO DE LAS MUESTRAS DE Chlorella vulgaris.

El material vegetal se cultivd en un fotobiorreactor alimentado con luz artificial
(LEDs 470 nm) que se mantuvo en el Laboratorio de Quimica Ambiental en la
Universidad Santo Tomas, a partir de una cepa obtenida en el Laboratorio de
Cultivo de Algas del Departamento de Biologia en la Universidad Nacional de
Colombia.

Tabla 4. Reactivos para la preparacién de caldo de cultivo *°

Cantidad requerida

Nutriente Componente Solucién base
(mL)
NaNO; 250¢g 10
CacCl, 1,88¢ 10
_ MgSO,-7H,0 0,759 10
Macronutrientes
KoHPO, 0,759 10
KH,PO, 1,759 10
NacCl 0,25¢g 10
EDTA-Na, 5,009
Solucion alcalina 1
KOH 3,109
. . (NH,)2Fe(SOy). 0,699
Solucion acida 1
H,SO, 1,00 mL
Solucién de boro Hs;BO; 1,14 ¢ 1
ZnS0,-7H,O 0,88¢
MnSQO,-H,0O 0,12 g
Micronutrientes (NH4)2MoO, 0,87 g 1
CuSO0,-5H,0 0,16 g
CoCl, 0,049
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5.1.1 Preparacion del caldo de cultivo.

El caldo para el cultivo de las microalgas se prepar6 como aparece especificado
en la Tabla 4 Se tuvo en cuenta que las cantidades de solucion base son
especificas para preparar 100 mL de cada nutriente. Luego de preparar cada una
de las soluciones, se agregoé la cantidad requerida y se llevé a 1,0 L. Se empleé

agua deionizada para preparar las soluciones y el medio de cultivo.*

5.1.2 Disefio y medicion de parametros en el fotobiorreactor.

Como fotobiorreactor se us6 un modelo disefiado especialmente para el proyecto
(Figura 9). Se usaron leds azules (470 nm + 10nm) para tener un rango de
longitudes de onda definido. El caudal de aire se mantuvo constante.*

5.1.3 Eleccion de la sustancia fluorescente

Se consideraron cuatro sustancias fluorescentes: la cumarina, la tartrazina, la
oxazona de azul nilo y la fluoresceina. Se selecciond la fluoresceina porque su
maximo de absorcion al pH del medio de cultivo de las microalgas ocurre a 484
nm, su rendimiento cuantico es alto (0,92 a pH> 8)** y emite en la zona del
espectro que segun los reportes en la bibliografia se registra el mayor crecimiento
para Chlorella vulgaris.®* Ademas, su preparacion es sencilla y los materiales para

su sintesis se consiguen facilmente.

5.2 SINTESIS DE LA FLUORESCEINA
5.2.1 Sintesis de la fluoresceina

En un matraz de 50 mL equipado con un agitador magnético se colocaron 3,2489
g de anhidrido ftalico (2,194 x102 moles) y 4,8305 g de resorcinol (4,3870x107?
moles), luego se afadieron cuidadosamente 2,6 mL de &cido sulfarico
concentrado. Se encendio la agitacion y se calent6 la mezcla entre 180 y 200°C en

un bafo de aceite por 30 minutos.
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Luego la solucién se dejé enfriar y se observo la aparicion de un sélido. El solido
resultante se filtré y se lavé en un embudo 3 veces con alicuotas de 10 mL de
agua deionizada. El producto fue transferido a un nuevo filtro y lavado nuevamente
con 53 mL de etanol y 269 mL de agua deionizada. Finalmente, el producto fue
secado y almacenado en un desecador, obteniéndose 4,2421 g (1,276 x107

moles) de fluoresceina. Se realizé el andlisis de RMN.

RMN *H (DMSO-dg, TMS, 400 MHz) & (ppm): 6.543 (4H; m; 1,2-H); 6.679 (2H:; t; 3-
H); 7.258 (1H; dd; J46=7,6 (orto)); 7.702 (1H; dt; Jes= 7,6 (orto) Je7= 1,0 (meta));
7.782 (1H; dt; Js6= 7,6 (orto) Js4= 1,2 (meta)); 7.981 (1H; dd; J7s= 7,6 (orto), J76=
1,0 (meta)); 10,143 (2H; s; 8,9-H)

Masas ESI-IT (ACN): M+ H: 332,1 m/z
5.2.2 Curva de distribucion de especies

Se calcul6 la curva de distribucion de especies Figura 9 con los valores de pKa
reportados en la literatura con el fin de determinar la concentracion de cada

especie presente al pH del medio de cultivo.
5.2.3 Prueba de solubilidad en el medio cultivo

Se pesaron 100 mg de fluoresceina y se agregaron a un matraz de 500 mL que
contenia el medio de cultivo. Se dej6 en el ultrasonido por 10 minutos para lograr
gue se disolviera la mayor cantidad de fluoresceina. Luego se filtr6 la mezcla con
vacio y se dejo el sdélido en el desecador. Finalmente, se pesd con el fin de

conocer la cantidad de fluoresceina que no se disolvié.
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Figura 9. Curva de distribucién de especies con respecto al pH para las especies
de la fluoresceina

oL

FUENTE: Autor

5.2.4 Adicion de fluoresceina.

Se tomaron las siguientes concentraciones de fluoresceina: 0; 6,0; 12,0; 18,0;
24,0; 30,0 y 36,0 mg/L teniendo en cuenta la solubilidad del compuesto en el
medio de cultivo es de 38,6 mg/L y como concentracion de referencia 0 mg/L. Se
realizaron 3 montajes en 3 tiempos diferentes. Cada concentracion de fluoresceina
fue evaluada por triplicado. En total para cada concentraciéon se conté con 9

resultados.
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Figura 10. Disefio del fotobioreactor
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FUENTE: Autor
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5.2.5 Curva de crecimiento

Se inocularon en cada uno de los contenedores 1x10° cel/mL. Se mantuvieron los
cultivos de microalgas durante 12 dias, a condiciones constantes. Se tomaron 40
UL de cada contenedor de diferente concentracion en tubos de ensayo. Los
conteos se realizaron diariamente con una camara de Neubauer siguiendo el
protocolo descrito a continuacion. Se tomaron 10 pL de cada muestra y se
colocaron dentro de la camara. Se realiz6 el conteo en forma de zig-zag con el
microscopio con aumento de 40X, se anot6 la concentracion, se lavo la cdmara y

se prosiguié con la siguiente concentracién.*
5.3 PREPARACION DE LOS EXTRACTOS GRASOS DE Chlorella vulgaris.

La biomasa microalgal se separ6 del medio de cultivo mediante centrifuga a 6000
rom. La masa celular se filtro, se lavd 3 veces con agua desionizada y se dejo
secar en una estufa a 60°C por 24 horas hasta conseguir su secado completo. Las
microalgas secas se dispusieron en un matraz con el solvente (hexano/metanol
70:30) y con agitacion durante 24 horas (el matraz se encontraba tapado para
evitar la evaporacién del solvente). El extracto resultante se concentré6 en un

rotoevaporador con el fin de eliminar los disolventes.
5.4 EXTRACCION DE LOS TRIGLICERIDOS (TGA)

La muestra de aceite de microalgas se eluy6 con 20 mL de hexano a través de un
cartucho de florisil con el fin de lograr la separacién de los TGA’s. El resultante se
concentré mediante la evaporacion del solvente en una plancha de calentamiento.

Se realiz6 caracterizacion por RMN.
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5.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de los recuentos de células/ mL fueron incluidos en una hoja de Excel
y digitados dos veces para la validacién de la base de datos. El andlisis estadistico
se realizé con el software GraphPad Instat 3 (GraphPad Software, Inc.). Se
establecié la distribucion de la variable recuento, aplicando el test de Normalidad
de Shapiro Wilk segun el tamafio de la muestra; se asumié distribucién Normal
con valores de p menores de 0,05, de mantenerse el comportamiento no normal
de los datos se realiz6 el analisis descriptivo en términos de medianas y rangos y

se aplicaron pruebas no paramétricas para el analisis bi-variado.

Las diferencias estadisticas entre los recuentos de células/mL segun las diferentes
concentraciones de fluoresceina y el tiempo en los grupos de estudio, se
determinaron a través del test de Kruskal Wallis. Finalmente, se utilizo el test de
comparaciones multiples de Dunnett para identificar los grupos en donde se
encontraba dicha diferencia. Se considero diferencia estadistica significativa con
valores de p <0,05, con los que se rechazaron las hipotesis nulas y se aceptaron

las hipotesis alternas.

5.5.1 Hipdtesis:

e Hipotesis Nula:

1. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los recuentos de
células/mL a través del tiempo de crecimiento en cada una de las
concentraciones de fluoresceina.

2. No existen diferencias estadisticamente significativas entre los recuentos de
células/mL en cada una de las concentraciones de fluoresceina a traves

del tiempo de crecimiento.
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e Hipdtesis alterna:

1. Existen diferencias estadisticamente significativas entre los recuentos de
células/mL a través del tiempo de crecimiento en cada una de las
concentraciones de fluoresceina.

2. Existen diferencias estadisticamente significativas entre los recuentos de
células/mL en cada una de las concentraciones de fluoresceina a través

del tiempo de crecimiento.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 ANALISIS ESTADISTICO

Se establecid la distribucion no normal de los recuentos de cel/mL, por ser un
sistema vivo tiene la tendencia a ser no normal debido a que éstos pueden ser
afectados por diferentes factores como condiciones en el ambiente o en el

desarrollo.

Respecto a los recuentos de células de la microalga Chlorella vulgaris se
evidenci6 mayor crecimiento en todas las concentraciones de fluoresceina con
respecto al control. Asi mismo, el maximo crecimiento se present6 a las 255 horas
y el mayor valor se determiné en la concentracion de 36 mg/L de fluoresceina.
También, se establecio que a las 279 horas se presentd en todas las
concentraciones y el control, disminucion en el crecimiento en donde se inicia fase
de declive o muerte. En la Tabla 5, se muestran las medianas y rangos de las
cel/mL en las diferentes concentraciones de fluoresceina y el control a través del
tiempo. Unicamente, se evaluaron aquellos tiempos que metodolégicamente se

puedan comparar con el control.

Con respecto, al efecto de la fluoresceina en el crecimiento de Chlorella vulgaris a
través del tiempo; mediante una prueba de Kruskall Wallis se establecido que
existen diferencias estadisticamente significativas en los recuentos de células/mL
en cada uno de los tiempos segun la concentracion (p<0,05) (Ver Tabla 6). Por
tanto, se aplico el test de comparaciones multiples de Dunnet demostrando que
dichas diferencias se encontraban en 111, 135, 159, 255 y 279 h con el control y
entre 6 mg/L 'y 36 mg/L en 111, 135, 159y 255 h.
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Tabla 5. Recuentos de cel/mL (x10%) de Chlorella vulgaris de acuerdo a la

concentracion de fluoresceina y el tiempo de crecimiento.

Tiempo (horas) 15 111 135 159 183 255 279
Me 23,5 34,0 39,0 42,0 68,5 65,0 41,0
6 - 10,0-  22,0-  330-  380-  450-  550-  20,0-
40,0 70,0 88,0 95,0 119,0  130,0  110,0
Me 43,5 50,0 55,0 62,0 97,5 100,0 65,0
12 . 20,0- 35,0-  45,0- 50,0- 61,0- 62,0- 51,0-
62,0 107,0 1180 120,0 158,0 231,0  220,0
Me 21,5 59,0 77,0 82,0 1025 1170 68,0
-
> 18 o 19,0- 54,0- 65,0- 72,0- 78,0- 40,0- 40,0-
= 66,0 118,0  137,0  142,0 152,0 206,0 1410
O
3 Me 41,0 55,5 68,0 745 1170 1070 70,0
C
§ 24 o 28,0-  36,0-  450-  580-  880-  900- 36,0
3 64,0 1050 1160 1180 1370 1860 93,0
Me 54,5 83,0 92,0 101,0 1115 1330 72,0
30 o 24,0-  38,0-  59,0- 59,0-  70,0- 740-  63,0-
71,0 95,0 106,0 153,0 1400 170,0  105,0
Me 65,0 91,0 101,0 1140 1415 1485 100,00
36 o 50,0- 58,0- 61,0- 64,0-  108,0-  96,0- 60,0-
79,0 127,0 1440 1480 201,0 217,0 207,0
Me 8,0 15,0 23,0 28,0 37,5 57,0 29,0
Control o 5,0- 10,0-  20,0-  20,0-  27,0-  40,0-  25,0-

12,0 26,0 34,0 40,0 52,0 60,0 44,0

Me: Mediana; R: rango (Valor maximo - Valor minimo)
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Tabla 6. Valores de p en los grupos de estudio segun el tiempo usando Kruskall

Wallis y comparaciones multiples de Dunnet

Tiempo (horas) P* Post P
Control 111hvs. 18 mg/L 111 h <0,01
Control 111hvs. 24 mg/L 111 h <0,05
111 < 0,0001 Control 111h vs. 30 mg/L 111 h <0,001
Control 111h vs. 36 mg/L 111h <0,001
6 mg/L 111 hvs. 36 mg/L 111h <0,01
Control 135 hvs. 18 mg/L 135 h <0,01
Control 135 hvs. 24 mg/L 135 h <0,01
135 < 0,0001 Control 135 hvs. 30 mg/L 135 h <0,001
Control 135 hvs. 36 mg/L 135 h <0,001
6 mg/L 135 hvs. 36 mg/L 135 h <0,01
Control 159 h vs. 18 mg/L 159 h <0,01
Control 159 hvs. 24 mg/L 159 h <0,05
Control 159 h vs. 30 mg/L 159 h <0,001
159 < 0,0001 Control 159 h vs. 36 mg/L 159 h <0001
6 mg/L 159 h vs. 30 mg/L 159 h <0,05
6 mg/L 159 hvs. 36 mg/L 159 h <0,01
Control 255 h vs. 12 mg/L 255 h <0,05
Control 255 h vs. 18 mg/L 255 h <0,001
255 < 0,0001 Control 255 h vs. 24 mg/L 255 h <0,05
Control 255 h vs. 30 mg/L 255 h <0,01
Control 255 h vs. 36 mg/L 255 h <0,001
Control 279 hvs. 12mg/L 279 h <0,05
Control 279 hvs. 18 mg/L 279 h <0,05
219 0,0004 Control 279 h vs. 30 mg/L 279 h <001
Control 279 h vs. 36 mg/L 279 h <0,001

Por otra parte, se determinaron las diferencias estadisticas en el crecimiento de
Chlorella vulgaris de acuerdo a la concentracion de fluoresceina (Ver Tabla 7). Se
establecieron diferencias estadisticas en todas las concentraciones de acuerdo al

tiempo de crecimiento.
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Tabla 7. Valores de p en los grupos de estudio segun Kruskall Wallis y
comparaciones multiples de Dunnet
Concentracién (mg/L) p* Post P
6 0,0078 6 mg/L 111 hvs. 6 mg/L 255 h <0,01
12 <0,01 12 mg/L 111 hvs. 12 mg/L 255 h <0,01
18 mg/L 111 hvs. 18 mg/L 159 h <0,05
18 <0,0001 18 mg/L 111 hvs. 18 mg/L 255 h <0,001
18 mg/L 255 hvs. 18 mg/L 279 h <0,01
24 mg/L 111 hvs. 24 mg/L 255 h <0,05
24 0,0084
24 mg/L 255 hvs. 24 mg/L 279 h <0,05
30 mg/L 111 hvs. 30 mg/L 255 h <0,05
30 0,0033
30 mg/L 255 hvs. 30 mg/L 279 h <0,05
36 0,0332 36 mg/L 111h vs. 36 mg/L 255 h <0,05
Control 111h vs. Control 255 h <0,001
Control <0,0001 Control 111hvs. Control 279 h <0,05
Control 135 h vs. Control 255 h <0,001

6.2 PRODUCCION DE BIOMASA

6.2.1 Crecimiento microalgal

La concentracion mas alta de fluoresceina (36,0 mg/L) produjo mayor proteccion a

las longitudes de onda producidas por los LEDS favoreciendo el crecimiento de las

células de las microalgas. La concentracion de biomasa versus tiempo se

presentan en la Figura 11 en donde se muestra el crecimiento de Chlorella

vulgaris en seis concentraciones diferentes de fluoresceina.

La maxima concentraciéon de fluoresceina (36,0 mg/L) produjo una mayor

concentracion de microalgas durante el experimento, presentando un maximo de

a7



217X10° células/mL, sin embargo las microalgas expuestas sin fluoresceina no
presentaron un crecimiento significativo con un méaximo de concentracion de
células de 60X10° células/mL. Como se muestra en la Figura 11 la incidencia de la
fluoresceina en los experimentos es notable, ya que con la minima concentracion
de fluoresceina se presenta un aumento del crecimiento en comparacion con el
control. En la Figura 11 se muestran los resultados obtenidos en durante el
experimento teniendo en cuenta los valores de mediana y los rangos, obtenidos en

el tratamiento estadistico. La gréafica se realiz6 con Igor Pro 6,32A (WaveMetrics).

Figura 11. Crecimiento de Chlorella vulgaris a diferentes concentraciones de

fluoresceina
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FUENTE: Autor
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En la Figura 12 se muestra la influencia de la fluoresceina en Chlorella vulgaris. La
sustancia fluorescente (fluoresceina) absorbe la radiacion de alta energia y
fluoresce en la region del verde, en donde las microalgas tienen mayor absorcién
de luz; es decir que éstas pueden aprovechar mejor la radiacion solar que les
causa dafo (radiacion visible de alta energia), causando en ellas un crecimiento
en mayor proporcion. Gracias a esta radiacion, las microalgas se reproducen mas.
La grafica se realizé con Igor Pro 6,32A (WaveMetrics).

Figura 12. Influencia de la fluoresceina en microalgas de la especie Chlorella

vulgaris
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a) Espectro solar que irradia la tierra; b) Espectro de absorcion de
Chlorella vulgaris; c¢) Espectro de absorcién de la fluoresceina; d)

Espectro de fluorescencia de la fluoresceina.

FUENTE: Autor
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6.3 PRODUCCION DE ACEITE

Se obtuvieron 0,7546 g de biomasa en peso seco de microalgas, de los cuales se
extrajeron 0,1112 g de aceite, con un porcentaje de rendimiento de 14,74%. Este
valor se encuentra entre los limites reportados en la literatura.'”*® Cada clase de
lipido presenta una sefial representativa en el espectro de RMN*, a continuacion
en la Tabla 8 se relacionan las sefiales y la clase de lipido dentro del espectro
realizado al aceite final de Chlorella vulgaris.

Tabla 8. Asignacion de sefiales en el 'H de RMN para la identificacion de clases
de lipidos en el extracto de Chlorella vulgaris.

Desplazamiento quimico (ppm) Clase de lipido a la que pertenece la sefal
4,052-4,244 TAG
4,508-4,526 PL + GL
2,684-2,751 PUFA
1,972-1,987 UFA

TAG: Triglicéridos, PL: Fosfolipidos, GL: Glicolipidos, PUFA: Acidos grasos poliinsaturados, UFA: Acidos grasos insaturados.

En la Figura 13 se presenta la comparacion de los resultados obtenidos en los
espectros de 'H de RMN de aceite de oliva y de aceite de microalgas de la
especie Chlorella vulgaris. Se tomé el aceite de oliva como referencia debido a

que su perfil de &cidos grasos es similar al del aceite de microalgas.***?

La sefial de los TGA en el aceite de microalgas es poco notoria, debido a que los
TGA sufren reacciones de hidrélisis que causan su descomposicion. Estas
reacciones pueden ser catalizadas por medio acido, basico o enziméatico. En el
caso de las microalgas el medio tiene un pH cercano a 7,0 por lo que se descarta
la hidrdlisis catalizada por medio acido o basico, pero estas reacciones pueden
ocurrir debido al medio acuoso donde se encuentran las microalgas y por la

presencia de enzimas hidroliticas que se generan como respuesta a la restriccion
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de nutrientes. Estas enzimas se sintetizan para la liberacion intra/extra celular de
los nutrientes.?

Figura 13. Comparacion espectro *H de Aceite de Chlorella vulgaris y Aceite de
Oliva (400MHz)

Ppm
—7.186
—&.922
—~5.288
5.4

244
2313
214
204
0Bg
082
0637
052
751
736
720
704
684
257
234
214
987
972
—1.187
—Q.784
—0.004

M Acelte de Ollva (1D 1H)
M Acelte da Micraalga (1D 1H)

51



7. CONCLUSIONES

La adicion de fluoresceina al medio de cultivo Basal Bold incrementa
significativamente el crecimiento de Chlorella vulgaris. En los resultados se
obtuvieron mayores tasas de crecimiento para aquellos cultivos en los que se
afiadié la mayor concentracion de fluoresceina (36,0 mg/L) obteniéndose un
méaximo de 217X10° células/mL en un rango de 250-255 horas. Este tipo de
técnicas en donde se afiaden sustancias fluorescentes permitiria mayores tasas
de crecimiento en microalgas, ya que éstas aprovecharian rangos de la luz solar

(radiacion visible de alta energia) que les causa dafio.

Las condiciones en las que se encuentran las microalgas no permiten una facil
extraccion de los triglicéridos. A pesar de que el aceite de microalgas contiene
triglicéridos, éstos no representan una muestra significativa frente a las otras
clases de lipidos que contiene la muestra. Este estudio abre nuevos caminos a
otras investigaciones en donde se busque la produccion de biodiesel a partir de

microalgas.
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8. DIVULGACION DE LOS RESULTADOS

. Se escribi6 un articulo para publicacion en la revista Bioresource
Technology. (Elsevier, ISSN: 0960-8524)

. Se realiz6 la presentacion de un péster en Expoenergias 2014, Universidad
Industrial de Santander.

. Se realiz6 una ponencia para presentacion en 249th American Chemical
Society Meeting & Exposition 2015, Denver. USA.
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9. RECOMENDADIONES

Se recomienda realizar un cultivo a mayor escala para obtener mas cantidad de
aceite el cual permita su andlisis y caracterizacion; en donde se incluya, el indice
de yodo, el indice de acidez, indice de saponificacion, indice de peréxidos y
distribucién de &cidos grasos, ademas de verificar si la composicion no se ve
alterada por las variaciones de las condiciones de cultivo con respecto a los

valores reportados en la literatura.

También se recomienda evaluar otras sustancias fluorescentes; en especial
aquellas cuya emision resultado del proceso de fluorescencia ocurra en longitudes
de onda mas desplazadas hacia el rojo. Ademas, habra que tener en cuenta la
evaluacion de estas sustancias en otras especies de microalgas que reporten

mayor rendimiento de grasas.

De igual forma se propone realizar una prueba toxicologica, ya que la fluoresceina
es una sustancia téxica y se desconoce los efectos que pueda causar y su

comportamiento en la fisiologia del alga.

Por ultimo, se sugiere estudiar la factibilidad de obtener mezclas combustibles

mediante licuefaccién hidro-térmica de biomasa de microalgas.
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11. ANEXOS

Anexo A. Espectro *H de la fluoresceina (400 MHz)
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Anexo B. Espectro **C de la fluoresceina (400MHz)
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Anexo C. Espectro **C-DEPT de la fluoresceina (400MHz)
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Anexo D. Espectro 'H-'H-COSY de la fluoresceina (400MHz)
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Anexo E. Espectro *H-"*C-HMBC de la fluoresceina (400MHz)

Funrascaina{l) 1 (10 14 I I

s o

i

B a
o
ad
a3 o
& "p°
&

o & {33
i)

@
| Fmtrsaculna) § Q0 150

10.5 10 -1 [ ] 15 [ ] A5 T 6.5

62



Anexo F. Espectro *H-*C-HSQC de la fluoresceina (400MHz)
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Intensidad Relativa

Anexo G. Espectro masas-ESI de la fluoresceina
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Anexo H. Espectro *H de aceite de Chlorella vulgaris (400MHz)
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Anexo |. Espectro *H de aceite de Chlorella vulgaris- Ampliacién regién TGA (400MHz)
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