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GLOSARIO

Biocombustible: producido a partir de organismos vivos y sus compuestos metabolicos y
contiene mas del 80 % de materia prima renovable."

Biodiesel: Ester monoalquilo con cadena larga de 4cidos grasos derivados de materias pri-
mas renovables como aceite vegetal o grasa animal, siendo biodegradable y no tdxico.?

Biomasa: Material biol6gico derivado de un organismo vivo, cuando se habla de la utilizada
para la energia se refiere al material a base de plantas, microalgas o material animal.®

Fotobiorreactor: Dispositivo utilizado para el cultivo masivo de las microalgas, donde se
debe mantener un medio estable y proporcionar las condiciones necesarias para su creci-
miento.*

Liofilizacion: Proceso de secado en la cual el solvente y/o el medio de suspension se cris-
taliza a bajas temperaturas pasando directamente de solido a gas, eliminando la totalidad
del agua libre contenida en el producto.®

Microalga: Alga microscopica, que se puede encontrar en agua dulce o salada. Son es-
pecies unicelulares y dependiendo de la especie sus tamanos pueden variar a unos pocos
cientos micrometros, ademas son microorganismos fotosintéticos e importantes para la vida
en la tierra produciendo la mitad del oxigeno atmosférico y utilizando casi simultdneamente
gases de efecto invernadero como el CO,.®

Transesterificacion: Proceso de conversion de aceite vegetal a biodiesel,” donde reaccio-
nan un triglicérido con un alcohol para formar alquil ésteres y glicerol.



CULTIVO A PEQUENA ESCALA DE MICROALGAS DE LA ESPECIE Chlorella vulgaris
PARA LA OBTENCION DE ACEITE

M. P. Nunez Castellanos, Y. Orduz, J. R. Pinzén.

RESUMEN

La dependencia de los combustibles fosiles tiene consecuencias medioambientales perju-
diciales como el aumento de los gases de efecto invernadero, contaminacion de aguas y
suelos. Por esta razén se han incrementado las investigaciones en la busqueda de energia
renovables y una de ellas es el uso de las microalgas. Las microalgas tienen la ventaja de
absorber mayores cantidades de CO, mediante la fotosintesis, descontaminar aguas, no
necesitan grandes extensiones de terreno y su crecimiento es veloz comparado con otros
cultivos energéticos. En el presente trabajo se implementd un cultivo mixotréfico a pequena
escala de la microalga de la especie Chlorella vulgaris ubicado en las instalaciones de la
sede El Limonal de la Universidad Santo Tomas, Piedecuesta, Santander. La etapa de creci-
miento fue de 14 dias, posteriormente la biomasa fue concentrada por decantacion seguida
de centrifugacion y finalmente liofilizacion obteniéndose asi un total de 35 g de biomasa se-
ca. Esta biomasa se transesterificé directamente con metanol y acido clorhidrico y se obtuvo
un total de 2,58 g de biodiesel. El biodiesel preparado se caracterizdé por RMN, FTIR y GC
— FID comprobando la presencia del metil ésteres de acidos grasos principalmente acido
palmitico y linoléico.

PALABRAS CLAVES: Aceite, biodiesel, biomasa, Chlorella vulgaris, fotobiorreactor,
microalgas.



SMALL SCALE MICROALGAE(Chlorella vulgaris) CULTIVATION FOR THE OBTENTION
OF OIL

M. P. Nunez Castellanos, Y. Orduz, J. R. Pinzén.

ABSTRACT

Dependence on fossil fuels has adverse environmental consequences, such as the increa-
sing of greenhouse gases, contamination of water and soil pollution. For this reason the
search for renewable energy has increased and the use of microalgae is one of them. Mi-
croalgae absorb a larger amount of CO, through photosynthesis, they decontaminate water,
they do not need large land extensions and they grow faster compared to terrestrial energetic
crops. This work implemented a mixotrophic small-scale cultivation of Chlorella vulgaris at
“El Limonal” farm, property of “Universidad Santo Tomas” which is located at Piedecuesta,
Santander. The growing period was 14 days, then the biomass was decanted, centrifuged
and lyophilized to obtain a total of 35g of dry biomass. The biomass was transesterified di-
rectly with methanol and hydrochloric acid obtaining 2,58 g of biodiesel. The biodiesel was
characterized by NMR, FTIR and GC-FID which showed the presence of methyl esters of
fatty acids mainly palmitic and linoleic acid.

KEYWORDS: Biodiesel, biomass, Chlorella vulgaris, microalgae, oil, photobioreactor.



INTRODUCCION

El incremento de la demanda global de energia ha creado dependencia por los combustibles
fosiles. Su caracter no renovable ha planteado numerosos problemas como el calentamien-
to global.? En la actualidad la inversién en energias renovables esta centrada en el sector
eléctrico. En paises como China, Estados Unidos, Alemania, Brasil y Canada la inversion en
generacion de electricidad desde fuentes renovables representa mas del 56 % de la nueva
capacidad instalada en el afno 2013. En el caso de los biocombustibles, estos cubren alre-
dedor del 3% de la demanda total de combustible del transporte por carretera y alrededor
del 2,3 % de la demanda de combustible liquido total (incluye el combustible utilizado en los
aviones pequefios).?

Entre las materias primas que se utilizan para la produccion de biocombustibles se encuen-
tran el aceite de soja y el de palma africana principalmente, pero estos cultivos afectan de
manera adversa la produccién de otros alimentos tanto para animales como para seres hu-
manos. Por esta razon, se ha propuesto el uso de microorganismos fotosinteticos como las
microalgas para prevenir una crisis alimentaria. Las microalgas no necesitan terreno cultiva-
ble convencional por lo que pueden dedicarse otros espacios para la produccion de biomasa.
Adicionalmente, las microalgas pueden crecer en la mayoria de condiciones ambientales co-
mo en estanques, fotobiorreactores y aguas residuales de gran gama de pH y composicion
quimica.'®

La produccioén de biodiesel a largo plazo evitaria la dependencia de los combustibles fésiles,
crearia un incremento econémico en las zonas rurales al generar nuevos empleos y dismi-
nuiria la produccién de gases de efecto invernadero. Por estas razones el objetivo del trabajo
fue la implementacién de un cultivo de microalgas a pequena escala en las instalaciones de
la Universidad Santo Tomas de Bucaramanga, para la produccion de biodiesel.
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1. CULTIVO A PEQUENA ESCALA DE MICROALGAS DE LA ESPECIE Chlorella
vulgaris PARA LA OBTENCION DE ACEITE

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la humanidad afronta una problematica energética debido a que la mayor par-
te de la energia consumida proviene de los combustibles fésiles cuya tasa de consumo es
1 x 10% veces mas alta de lo que naturaleza puede crear. Sumado a esto el incremento
de CO, en la atmésfera es responsable del calentamiento global® y a su vez de todos los
problemas causados por el cambio climatico. Esta situacién ha creado una demanda por
nuevas alternativas basadas en procesos sustentables, renovables y amigables con el me-
dio ambiente que ayuden a la reduccién del CO,. Una alternativa son los biocombustibles
que traen varios beneficios como: la no dependencia de petréleo extranjero y beneficios a
los agricultores locales. "

Los biocombustibles se producen a partir de aceites vegetales, aceites de cocina usados,
grasas animales o lipidos de microalgas. El uso de biocombustibles es favorable porque
tienen un bajo contenido de azufre y emiten menos CO porque su combustion es mas com-
pleta. No contiene compuestos aromaticos ni otras sustancias quimicas que son daninas
para el medio ambiente y la salud humana. Es considerado mejor que el diésel en términos
de punto de inflamacién y biodegradacion. La Tabla 1 presenta algunas materias primas uti-
lizadas para la produccion de biodiesel incluyendo las microalgas, el rendimiento de aceite
gue se puede obtener por hectarea de cultivo y el terreno requerido en millones de hectareas
para cubrir el 50 % de la demanda del sector del transporte en Estados Unidos.?

Tabla 1. Rendimiento del aceite de las diferentes fuentes de biodiesel

Fuente Rendi_miento del Requerimiento de
Aceite (L/Ha) terreno (Mha) *

Maiz 172 1540
Soja 446 594
Canola 1190 223
Jatrofa 1892 140
Coco 2689 99

Palma aceitera 5950 45

gﬂeiggalga (40 % en peso 20405 76

Microalga (20 % en peso 35202 15,2

Seco)

* Terreno requerido para cubrir el 50 % de la demanda de combustibles del sector del transporte en USA
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Como se pudo observar en la Tabla 1, las microalgas son una buena opcion para la ge-
neracion de biodiesel por uso reducido de terreno para su crecimiento, su adaptacion en
diferentes condiciones ambientales y su rapida reproduccion.'?

1.2. JUSTIFICACION

La necesidad de nuevas fuentes energéticas seguira aumentando a medida que las reser-
vas de petréleo disminuyan y el precio de extraccion siga aumentando. Por esta razén es
necesario utilizar organismos fotosintéticos, que tienen la capacidad de reducir la emision
de CO, y aumentar la sustentibilidad.’® Las microalgas tienen varias ventajas para la pro-
duccién de biodiesel y otros biocombustibles ya que utilizan el CO, y la luz solar con mayor
eficiencia fotosintética en comparacion con las plantas terrestres.’ Su crecimiento es ve-
loz comparado con otros cultivos y por esto producen grandes cantidades de biomasa por
unidad de terreno utilizado para su cultivo. Ademas al utilizar cultivos como el maiz como
materia prima para la produccion de biocombustible se crea una competencia negativa entre
el consumo alimentario y la produccién de combustible.

Las microalgas tienen gran potencial para contrarrestar el efecto invernadero y desconta-
minar agua porque a través de la fotosintesis absorben el CO, liberado por las industrias
y pueden absorber iones NH,*, NO,~, PO,®~ e iones de metales pesados presentes en el
agua.®? Ademas las microalgas se consideran una materia prima viable, ya que su contenido
lipidico es alto; en el caso de Chlorella vulgaris este se encuentra en el rango de (5,0—
58,0) % de aceite en peso seco.'® Sin embargo, es necesario implementar cultivos a una
escala mayor para generar una cantidad significativa de biomasa que pueda ser utilizada en
la produccién de aceite de microalga y este a su vez en biodiesel.'® Para que el potencial
de productos bio como las microalgas se haga realidad, es necesario que la produccion
de biomasa cumpla con las demandas de materia prima. Por esto, es necesario estudiar
la implementacién de cultivos a mayor escala que se pueden operar de manera segura y
confiable. Estos sistemas son importantes en la evaluacion del potencial de productividad,
la aclaracion de las cuestiones de proteccion de los cultivos y el establecimiento de lineas
base para mejoria futura de los cultivos, tanto en el laboratorio como en el exterior.'3

La finalidad de este proyecto fue la implementacion de un cultivo a pequena escala de las
microalgas de especie Chlorella vulgaris en las instalaciones de la finca El Limonal ubicado
en Piedecuesta, Santander, en donde se produjo la biomasa necesaria para la generacion
d extracto graso a base de este microorganismo y se realizaron andlisis para determinar su
composicién como biodiesel.
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1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo general

v' Escalar un cultivo de microalgas de la especie Chlorella vulgaris a pequefa escala
con el fin de obtener 100 mL de extracto graso.

1.3.2. Objetivos especificos

v" Disenar y construir el fotobiorreactor para cultivar las microalgas de la especie Chlo-
rella vulgaris

v Obtener los extractos grasos de la biomasa alcanzada por las microalgas en estudio

v' Caracterizar el extracto de la microalga Chlorella vulgaris por espectrometria de ma-
sas

v' Transesterificar los triglicéridos obtenidos y evaluar su distribucién de acidos grasos

18



2. MARCO REFERENCIAL

2.1. MARCO TEORICO
2.1.1. Microalgas

Las microalgas son microorganismos que pueden crecer en agua dulce o marina en casi
todas las condiciones medioambientales. Su cultivo y crecimiento no causa desforestacion
y no hay conflicto con la produccion de alimentos, ya que no compite con las tierras agrico-
las.'® Se ha estimado que existen mas de 50000 especies, donde sélo 30000 han sido
estudiadas y analizadas. Su ciclo de crecimiento es rapido, debido a que son microorganis-
mos autétrofos y mediante la fotosintesis, convierten la energia solar en energia quimica.'?

Debido a su capacidad de crecimiento en diferentes condiciones ambientales, es posible en-
contrar especies mejor adaptadas a los ambientes locales o caracteristicas de crecimiento
especificos, que no es posible hacer con otros materiales utilizados para la generacion de
biodiesel. Sus tasas de productividad en relacién con el requerimiento de espacio es de 40
a 132 veces menor en comparacion con otros alimentos, como se observa en la Tabla 2.2
Ademas su biomasa produce tres componentes bioquimicos principales que son los car-
bohidratos, las proteinas y los lipidos, en donde las microalgas generan una mayor cantidad
de lipidos que las plantas terrestres y por esta razén el aceite de microalga y su biomasa es
ofrecido como materia prima para la generacion de biodiesel. Sus lipidos contienen el doble
de la energia almacenada por los atomos de carbono que los carbohidratos, lo que lleva a
un doble aumento en contenido energético del biocombustible.!”

Tabla 2. Comparacion del contenido lipidico de las microalgas con otros alimentos'®

Contenido 2 Productividad
.o Terreno (m .
lipidico (% de - en biodiesel
Planta . ano/ kg -
Aceite en peso C (kg biodiesel/
- biodiesel) ~
de biomasa) ha ano)
Maiz (Zea mays L) 44 66 152
Hachis (Cannabis satis L) 33 31 321
Jatrofa (Jatropha curcas L) 28 15 656
Pallma Acgltera (Elais 36 5 4747
guineensis)
Mlc.roalga (bajo contenido de 30 0.2 51927
aceite)
Microalga (medio contenido 50 0.1 86515

de aceite)

..continda en la siguiente pagina
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Tabla 2. . . continuacion

Contenido Terreno (m? Productividad
lipidico (% de ~ en biodiesel
Planta - ano/ kg -
Aceite en peso I (kg biodiesel/
. biodiesel) ~
de biomasa) ha ano)
Microalga (alto contenido de 20 0.1 121104

aceite)

Muchas especies de microalgas tienden a acumular grandes cantidades de lipidos y puede
variar segun a las condiciones de crecimiento. Varias diferencias son evidenciadas en la Ta-
bla 3 entre las distintas especies, e incluso dentro de un mismo género. Donde el contenido
de aceite en microalgas alcanza el 75 % en Botryoccus braunii. Ademas las microalgas mas
comunes como el género Chlorella, poseen niveles de aceite entre (10-60) %'%18

Tabla 3. Comparacion del contenido lipidico de diferentes especies de microalgas’®

Especie de Microalga Contenido lipidico (% peso

en seco)
Botryoccus braunii 25,0-75,0
Chlorella emersonii 25,0-63,0
Chlorella vulgaris 5,0-58,0
Chlorella sp 10,0 — 48,0
Chlorococcum sp 19,3
Dunaliella sp 17,5-67,0

2.1.2. Chlorella vulgaris

La microalga verde mas notable es la Chlorella vulgaris. Donde en 1890 un investigador
holandés llamado Martinus Willem Beijerinck, descubrié que ella era la primera microalga
con nucleo definido. El nombre Chlorella proviene de la palabra griega Chloros que significa
verde y del sufijo Latin ella que se refiere a tamafio microscopico.'®

Su morfologia consiste en una célula microscépica esférica con (2—10) um de diametro y con
elementos estructurales similares a los de una planta. Su pared celular preserva la integridad
de la célula y le sirve de proteccion contra los invasores y los cambios ambientales subitos.
Esto puede variar de acuerdo a la fase de crecimiento y a las condiciones ambientales. Su
citoplasma se compone de agua, proteinas y minerales solubles. En él alberga organelos
internos como las mitocondrias, el ndcleo, las vacuolas, el aparato de Golgi y un sélo cloro-
plasto. Cada mitocondria contiene parte del material genético, el aparato respiratorio y tiene
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una membrana de doble capa rodeando todo el organelo compuesta de una relacion igual
de proteinas y fosfolipidos como se puede observar en la Figura 1. La Chlorella vulgaris se
reproduce de forma asexual y rapidamente, es decir que en 24 horas una célula de Chlorella
vulgaris cultivada en condiciones ideales se multiplica por auto-esporulacién.'®

Figura 1. Célula de la microalga Chlorella vulgaris
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2.1.3. Sistemas de cultivo de las microalgas

Chilorella vulgaris es una microalga que tiene una tasa de crecimiento rapido y responde a
cada conjunto de modificaciones en el medio durante su cultivo y por esta razon, se han
implementado muchas técnicas de crecimiento con el fin de aumentar la productividad de
biomasa, lipidos, proteinas, carbohidratos y contenido de pigmentos.'®

Estanques Raceway: Este cultivo de microalgas abierto ha sido utilizado desde la década de
195020 y son los mas utilizados para estudios piloto de cultivo y en la escala comercial por su
facil configuracién. Su productividad de biomasa es de (14-50) g d/m?.2! Sus cultivos tienen
una profundidad de (30-50) cm, la mezcla y la circulacion es requerida para estabilizar el
crecimiento y su productividad, también la mayoria son construidos en concreto o con tierra
compactada. Los nutrientes son introducidos por el frente de las paletas (Figura 2) y distri-
buidos, la rueda de paletas esta en constante movimiento para evitar la sedimentacion.??
La necesidad de CO, se satisface con el aire de la superficie y con aireadores sumergidos
para mejorar la absorcién.?°
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Figura 2. Estanque Raceway y sus partes
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v Fotobiorreactor cerrado. Esta tecnologia se ha implementado para mejorar algunas condi-
ciones del fotoreactor abierto como el pH, intensidad de luz, la temperatura y la concentra-
cion de CO,, y de esta manera obtener una mayor concentracion celular para la generacion
de biomasa. Estos sistemas son ideales para el crecimiento de microalgas que no pueden
crecer en un medio hostil, de manera que se alimenta la biomasa con CO, mediante el bur-
bujeo y para la iluminacion se utilizan luces fluorescentes.'® Los tubos tienen generalmente
un diametro de 20cm y el espesor de sus paredes transparentes es de pocos milimetros,
lo que permite la absorcién adecuada de la luz. Uno es el fotobiorreactor de columna verti-
cal (Figura 3) que tiene buen transporte de las masas, buena mezcla y es utilizado para la
inmobilizacion de células inducidas por fotooxidacion y la fotoinhibicién.??

v Crecimiento Heteroétroficos: Este método no requiere luz y la biomasa se alimenta de car-
bono, en el caso de la microalga Chlorella vulgaris se utiliza como fuentes de carbono a la
glucosa, acetato, glicerol y glutamato, con la tasa maxima de crecimiento especifico obteni-
do con la glucosa. La mayor desventaja de este tipo de cultivo es el precio y la disponibilidad
de azlcares, que compiten con la materia prima para otros usos, como los alimentos y la
produccion de biocombustibles.?!-24

v Crecimiento Mixotréfico: La microalga Chlorella vulgaris es capaz de combinar técnicas tan-
to autdtrofas y heterdtrofas mediante el proceso de la fotosintesis, asi como la ingestion de
materiales organicos, como la glucosa. Esta técnica tiene grandes ventajas como limitar el
impacto de la pérdida de biomasa durante la respiracion oscura y reduciendo la cantidad de
sustratos organicos utilizados para el cultivo de la biomasa.?®
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Figura 3. Fotobiorreactor de columna vertical
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2.1.4. Produccién de microalgas a gran escala

La produccién de biomasa de microalgas a gran escala se realiza mediante estanques de
rodadura abiertas en el modo por lotes. La viabilidad de este sistema continuo depende
de las especies predominantes, la productividad de la biomasa, sistema de cultivo y sus
condiciones. Los sistemas artificiales equipados con una rueda de paletas se utilizan para
generar la circulacidon mas simplificado para asegurar un mezclado necesario. Un cultivo
a gran escala puede ser en un sistema abierto en una alcantarilla, en donde tiene varias
ventajas como: el bajo coste y la simplicidad, el uso de alternativas de sustratos baratos y
facilmente disponible, el costo de capital reducido y la utilizacién de territorios no aptos para
la agricultura y no afectar la seguridad alimentaria.'”

Ademas en estos sistemas el CO, utilizado para el crecimiento de las microalgas puede
ser proporcionado a través del aire del ambiente, aireacion superficial, a menudo comple-
mentada por burbujeo con CO, o aire enriquecido en CO, de la parte inferior del sistema,
con el fin de maximizar la produccidén de biomasa.?? Pero tienen ciertas desventajas como
la pérdida de agua por evaporacion, la productividad se ve afectada por contaminacion de
otros microorganismos y la concentracion de biomasa siguen siendo baja por el mezclado.?®

Colombia posee las condiciones para cultivar algas como son: luz durante 12 h/d, lo que no
ocurre en los paises europeos, el clima es estable y ademas hay agua en abundancia, tanto
dulce como salada. Por eso, lugares como el mar Caribe y los Llanos Orientales son sitios
gue poseen potencial para el cultivo de microalgas. Ademas de generar biocombustibles
sostenible, las microalgas reciclan el CO, del ambiente de forma muy eficiente al capturar
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el carbono para formar biomasa y liberando al oxigeno, es por esto que los cultivos se desa-
rrollan mejor si tienen cerca fabricas que produzcan CO, constante y una hectarea cultivada
de microalgas produce la misma cantidad de aceite que 10 ha de palma.?’

2.1.5. Composicion del aceite de microalga

El contenido lipidico de las microalgas varian ampliamente de una especie a otra y en térmi-
nos de biomasa seca del (5-77) %, ya que han estudiado mas de 40 especies de microalgas
en Australia y se lleg6 a la conclusion que el contenido de lipidos es de (5—20) % en peso de
la masa celular seca. Ademas la composicién en lipidos neutros de las microalgas también
cambian de una especie a otra, donde algunas son mas ricas que otras.?®

La composicion y el perfil de los acidos grasos de los lipidos extraidos varia segun el ciclo
de vida de las microalgas y las condiciones del medio de cultivo, como la composicion del
medio, intensidad de iluminacion, relacién luz/oscuridad, aireacion y agitacion. Algunas mi-
croalgas se ha aumentado su contenido de lipidos de 10 % peso seco a casi el 20% con la
privacion del oxigeno.?®

Las microalgas poseen alcanos los cuales tienen un alto valor calorifico y baja viscosidad,
también producen lipidos neutros que comprenden principalmente los triglicéridos, en donde
hay mayor generacién en condiciones de ausencia completa de nutrientes. La composicién
de lipidos totales en el aceite de microalga es de lipidos neutros, pigmentos, fosfolipidos y
glicolipidos. Pero los lipidos neutros son considerados como el mejor sustrato para la gene-
racion de FAAE, ya que se pueden ser facilmente transesterificados.?®

Varios estudios se han realizado con diferentes especies de microalgas para evaluar el po-
tencial de acumulacion de acidos grasos y la productividad de la biomasa. El contenido de
aceite mas alto se encuentra en la especie Botryococcus braunii (25-75) % pero su pro-
ductividad es baja. Una especie con bastante potencial es C. pitschmannii porque puede
alcanzar un contenido lipidico de hasta el 51 % (peso seco) en comparacién con C. vulgaris
que es del 26 % (peso seco), donde su rendimiento es de (11-14) %.2°

2.1.6. Produccion de biodiesel a partir de microalgas

El biodiesel es la mezcla de ésteres alquilicos de acidos grasos obtenidos por transeste-
rificacion de aceites vegetales o grasas animales.?! Reaccionan con alcoholes de cadena
corta en presencia de un catalizador y se obtiene una mezcla de ésteres y glicerol como se
puede ver en la Figura 4.3°
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Figura 4. Reaccion de transesterificacion de los triglicéridos con alcohol
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2.2. ANTECEDENTES
2.2.1. Aplicaciones de sistemas de cultivo a gran escala

Las microalgas han despertado un gran interés por parte de la sociedad cientifica debido
a su gran potencial para la produccién de biodiesel, por esta razén se han realizado varios
experimentos para mejorar esta produccién. Un estudio que se realizé fue la asociacion de
la microalga Chlorella vulgaris con la bacteria Azospirillum brasilense para la eliminacion
de nitrégeno y fésforo en el tratamiento de aguas residuales,®' donde tiene una eficien-
cia de 70 % para el nitrégeno y 28 % para el fosforo.2% Otro ensayo, fue la asociacién con
diferentes bacterias como la Flavobacteria, Terrimonas y la Sphingobacteria, en donde se
dedujo el papel del pH y los floculantes en el crecimiento de los cultivos de la Chlorella vul-
garis.®? Ademas se pueden cultivar de de manera fotoautotrofa, fotoheterotrofa, heterétrofa
o en condiciones de mixotrofia, en donde la manera que resulta econémicamente rentable y
técnicamente viable es la produccion fotoautétrofa.

Desde 1950 se ha venido empleando los cultivos en estanques de Raceway para la produc-
cién comercial de las microalgas, donde la planta de produccion de biomasa mas grande
ocupa una superficie de 400 000 m2.28 Estos estanques eran utilizados para el tratamiento
de aguas residuales pero no estaban disenados para la optimizar la actividad de la microal-

25



ga.3 Por este motivo se disefid un estanque de algas de alta velocidad (HRAPS) que usan
una rodadura y las aguas residuales circulan suavemente, su profundidad va de (0,2—1,0) m
con alto contenido de de nitrégeno y fésforo de las aguas residuales, permitiendo proliferar
a las microalgas con concentraciones de mas de 3 g/m3. Una gran ventaja es la mezcla ver-
tical que aumenta el crecimiento de las microalgas, debido a la exposicion frecuente de las
células a la luz, previene la sedimentacion de las microalgas/floculos bacterianos y mejora
la difusidn de los nutrientes a través de la capa limite que rodea la célula. Pero su aplicacion
a gran escala no se ha podido elaborar, ya que absorcion de luz y la fotosintesis son limita-
dos en los HRAPs3* y el contenido lipidico en estos sistemas es de (10-30) % debido a que
contiene una mezcla de bacterias y algas, en donde el contenido lipidico de las bacterias es
menor al 10 % , siendo una desventaja potencial para su utilizacién para la produccion de
biocombustibles.3°

Otra tecnologia de cultivo de algas son los sistemas cerrados que surgieron para solucionar
la problematica de la contaminacion por agentes externos y el aumento de temperatura de
los sistemas abiertos. Un tipo de este sistema, son los fotobiorreactores tubulares en don-
de ha empezado a aplicar con el fin de explorar miles de especies fotosintéticas, creando
de esta forma el “Médulo de crecimiento Mera” (MGM) que desde 1997 ha duplicado su
tamano. Este modulo fue disefiado por la empresa Mera Pharmaceuticals y es controlado
por un computador, ademas tiene incorporado métodos patentados para controlar el pH, la
temperatura y los niveles de nutrientes para optimizar las tasas de crecimiento. También usa
una potente turbulencia que proporciona la mezcla adecuada de los nutrientes y elimina el
efecto sombreado que limita a los fotobiorreactores cerrados. EI MGM permite el crecimiento
continuo y la cosecha de microalgas durante unos meses, reduciendo el tiempo de inactivi-
dad para el sistema contribuyendo a su eficacia, obteniendo como resultado la astaxantina
como suplemento nutricional, donde tiene numerosos efectos beneficiosos y por ende un
costo alto (superior a 70 000 ddlares por kilogramo al por menor).%6

Otra aplicacion de fotobiorreactores es en Klotze, Alemania, en donde la construccion a gran
escala de microalgas comenzo6 en 1999 y un afo mas tarde se cultivd Chlorella vulgaris, en
donde son cultivadas en un sistema de vidrio con 500 Km de longitud y en un invernadero
qgue cubre mas de 1,2 ha. Esta tecnologia tiene muchas ventajas, como su exposicién a la
luz solar éptima, no existe contaminacion externa, el alga recolectada no necesita esteriliza-
cion previa y después del secado el polvo se puede consumir inmediatamente, o procesarse
adicionalmente.®”

También existen cultivos fotétrofos que son particularmente prometedores, debido a que
puede absorber el CO, de los gases de combustion provenientes de las fabricas y convertir-
lo en combustible, se hace uso de la luz solar como fuente de energia y carbono inorganico
como fuente de carbono. El contenido lipidico de las microalgas varia de un (5—68) % de-
pendiendo de la especie, en donde la mayor productividad lipidica hasta la fecha, era de
179mgL="d"" por Chlorella sp., utilizando aireacién con 2,0% (v/v) de CO, y cuando se
compara con otros cultivos, la contaminacién es menor.'8

La utilizacién de cultivos heterétrofos a gran escala con una superficie de 7500 m fabrica
10000 toneladas de biodiesel al afio. Estos cultivos han presentado inconvenientes a nivel
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de inversion, ya que los costes de fabricacion son mas grandes que los cultivos de soja, pero
evita problemas sociales y econémicos con relacion a la materia prima.38

2.2.2. Cultivo de microalgas a pequefa escala

Actualmente existen investigaciones que tratan de la depuracién de agua residual median-
te el cultivo de microalgas, ya que su capacidad de asimilacién de nutrientes como fosforo
y nitrogeno. Por este motivo, la mayoria de los estudios realizados se basan en el uso de
las microalgas como tratamiento terciario de las aguas. Un estudio fue la evaluacion del
crecimiento de Chlorella en agua residual de cuatro puntos de su proceso de tratamiento:
previa y después la decantacion primaria, tras el tratamiento de fangos activos y el sobrena-
dante de la centrifuga de fangos. Su estudio proporciono datos de velocidades especificas
de crecimiento desde 0,34d-" tras fangos activos hasta 0,95d~" para el sobrenadante y de
eliminacion de nutrientes y DQO. Otra investigacion realizada es la produccion de bioma-
sa y la eliminacion de nutrientes de un agua residual urbana tras su segundo tratamiento
mediante el cultivo de Neochloris oleoabundans, obteniendo una concentracion de bioma-
sa de 2100mgL-", una produccién de 233 g/Ld y una eliminacién de 218 mg de NO; /L y
47 mg de PO, /L.%°

2.2.3. Extraccion de aceites a partir de biomasa de microalgas

Cuando se produzca la biomasa necesaria se puede obtener el aceite mediante distintos
métodos, que pueden mostrar un valor agregado que permita aprovechar a lo maximo sus
subproductos para la produccion de biocombustibles, como el biodiesel. Una de estas tec-
nologias verdes de la quimica sostenible para el medio ambiente es el ultrasonido, que es
una técnica ampliamente utilizada en procesos quimicos de aguas, industrias de colorantes,
alimentos e industria farmacéutica para extraer compuestos bioactivos como aceites esen-
ciales, flavonoides, alcaloides, polisacaridos, ésteres, entre otros. En la Tabla 4 se puede
observar el rendimiento en la extraccion del aceite de la microalga Nannocloropis oculata
usando una mezcla de solventes: cloroformo—metanol mostrando su mayor rendimiento a
los 45 minutos de sonicacién y a una temperatura de 50 °C, pero también es posible con-
siderar suficiente 10 minutos para sonicacion donde reduce el tiempo de extraccion y el
costo.40

Tabla 4. Rendimientos de extraccién de aceites de las microalgas Nannocloropis oculata*®

Muestras de Tler_npo _Qe Temperatura de Rendimiento
. sohicacion o .
microalgas (g) (min) extraccion (°C) aceite (%)
2,01 10 48 33,90+2,01
2,03 20 45 33,594+2,18
2,03 30 48 34,87+2,73

...continda en la siguiente pagina
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Tabla 4. . . continuacion

Muestras de T|er_npo .C,Ie Temperatura de Rendimiento
. sonicacion < o .
microalgas (g) (min) extraccion (°C) aceite (%)
2,02 45 50 35,55+2,05

2.2.4. Desactivacion de lipasas

Un estudio realizado con las microalgas de especie Chlorella salina para la produccion de
biodiesel a través de la interesterificacion y su reaccion de biocatalisis fue realizada con
células enteras de Rhodotorula mucilaginosa produciendo la enzima lipasa que fue inmo-
vilizada por el bagazo de la cana de azucar. El costo de esta enzima en la generacion de
biodiesel afecta en general la economia de produccion y por este motivo debe ser mitigado.
En este estudio, el efecto del catalizador es absorbido por el bagazo de cana de azucar con
una area de superficie de 1,785 m?/g, mostré su mayor rendimiento en 1,5g en la reaccién
interesterificacion en un intervalo de de (0,5-2,5) g de biocatalizador utilizado.*!

2.2.5. Otras aplicaciones de las microalgas

Las microalgas como microorganismos generadores de biocombustibles de origen vegetal
almacenan la energia solar de manera quimica y para su produccion es necesario tener en
cuenta la productividad, es decir la seleccion de cepas, la eficiencia fotosintética, la produc-
tividad de los lipidos, los costos de de produccidn y recoleccion.??

Una aplicacion de algunas especies de microalgas se dirige hacia el consumo humano, don-
de la biomasa se comercializa en formas de tableta o en polvo como aditivos alimentarios
generalmente en el mercado de alimentos saludables. Las microalgas mas utilizadas son las
especies de Chlorella, Spirulina y Dunaliella, donde en el 2003 se registrd una produccion
de Chlorella con gran valor nutricional y alto contenido proteico, también tiene valor medici-
nal como la proteccion contra la insuficiencia renal, la D. Salina tiene una produccion anual
de 1200 toneladas y es explotada por su alto contenido en -caroteno.?°

Otro uso de las microalgas es como alimento para la acuicultura, ya que poseen grandes
cantidades de carbohidratos, proteinas utiles, lipidos y antioxidantes convirtiéndolo en un
alimento esencial en la cria de todas las etapas de los moluscos bivalvos marinos (almejas,
ostras), los estadios larvales de algunos gasterépodos marinos (caracol), larvas de peces
marinos y camarones peneidos. Ademas producen omega - 3 y omega - 6, esenciales para
la nutriciébn humana, los precios de los productos de pescado han ido aumentando provocan-
do la busqueda de alternativas para estos acidos grasos, en donde la produccién a escala
comercial de microalgas y utilizando su biomasa como alternativa viable para la harina y
aceite de pescado en la acuicultura reduciendo tanto el coste como el impacto ecologico de
la piscicultura intensiva.*?
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La biomasa de microalgas contiene altas concentraciones de lipidos, proteinas y vitaminas
y ademas de ser una alternativa valiosa a los tratamientos convencionales de purificacion la
biomasa puede reciclarse o utilizarse como fertilizante para el alimento del ganado. También
sus condiciones fotosintéticas permite que el oxigeno sea liberado, mejorando asi el poten-
cial de auto - depuracién del agua. En los paises agricolas, la biomasa de algas se utiliza
directamente en la inoculacion del suelo para aumentar las productividades de los cultivos,
ya que en la India se encontré una mejora significativa en los cultivos de arroz que crecen
en suelos enmendados con biofertilizante de algas verdeazuladas.*3
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3. DISENO METODOLOGICO
3.1. EQUIPOS

Se utilizé centrifuga Thermo Scientific (Gemmy), balanza analitica OHAUS , ultrasonido
Elmasonic E15H, rotovaporador Heidolph, microscopio Olympus, manta de calentamien-
to y agitacion radleys, camara Neubauer BOECO Germany, equipo infrarrojo Shimadzu
IRAffinity-1.

et
g

REACTIVOS Y MATERIALES
KH,PO, — Merck — 99,5 %
K,HPO, — Carlo Erba — 98 %
CaCl, - 2H,0 — Merck — 99 %
NaCl — Merck — 99,5 %

FeSO, - 7H,0O — Carlo Erba — 99,5 %
Vitamina B1 — Genfar — 300 mg
H3;BO; — Merck — 99,5 %

MnSQ, - 7H,0 — Merck — 98 %
ZnSO, - 7H,0 — Merck — 99,5 %
CuSO, -5H,0 — Panreac — 99 %
Na,MoO, -2 H,0 — Merck — 98 %
CO(NH,), — Carlo Erba — 99 %
C3HgO3 — Merck — 85 %

MeOH — J.T.Baker — 99,9 %
Hexano — J.T.Baker — 99,7 %

N N N T N N N N N N N NN NN

HCI — Merck — 37 %

3.3. MANTENIMIENTO DEL INOCULO DE Chlorella vulgaris

Las microalgas se cultivaron en un fotobiorreactor alimentado con luz artificial (Figura 5) en
las instalaciones de la Universidad Santo Tomas, sede finca El Limonal, Piedecuesta a partir
de una cepa obtenida por un trabajo de grado anteriormente realizado.**
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Figura 5. Fotobiorreactor del in6culo de las microalgas especie Chlorella vulgaris

FUENTE: Autor

3.4. PRETRATAMIENTO DEL AGUA

El pretratamiento del agua se realiz6 usando un acondicionador de acuarios marca ANTI-
CLORO con el fin de reducir el cloro residual y sus compuestos activos oxidantes, estable-
ciendo las condiciones adecuadas para el crecimiento de las microalgas.*®

3.5. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo que se utilizé fue el Medio Basal de Bold modificado, en donde se adecud
para convertirlo en un medio para cultivo mixotréfico con la adicion de la glicerina como
fuente de carbono organico. La composicion del medio se ve reflejada en la Tabla 5 y se
afor6 a 1L.

Tabla 5. Composicion del medio de cultivo

Componente Solucion base

KH,PO, 1,49

...continda en la siguiente pagina
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Tabla 5..

.continuacion

Componente Solucion base
K,HPO, 0,69
CaCl, - 2H,0 50 mg
MgSO, - 7H,0 069
NaCl 50 mg
FeSO,-7H,0 6mg
Vitamina B1 0,02mg
Solucién A546 * 2,0mL
Urea - CO(NH,), 1,59
Glicerina - C3HgO4 57mL

* La composicién de la Soluciéon A5 se encuentra en el Anexo 1

3.6. DISENO FOTOBIORREACTOR

Se realizé un disefo especial para el proyecto como se muestra en la Figura 6. Se utilizaron
4 botellones de plastico cada uno con capacidad de 20L, obteniéndose en total 80L de
cultivo de microalgas. Se usaron 4 lamparas de luz blanca fluorescente como fuente de
iluminacién (Lampara electrénica 1x20W, AC 110 — 130V, 50/60Hz). Como fuente de aire se
usé una bomba para acuario (capacidad de 70 L/min), esta a su vez aseguré el movimiento
algal.*’ El cultivo de microalgas mediante este disefio especial se realizé por triplicado para
dar validez a sus resultados.
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Figura 6. Fotobiorreactor en funcionamiento

FUENTE: Autor

3.7. CONTEO CELULAR DE LAS MICROALGAS

Se realizé un conteo celular por medio de camara Neubauer para observar el crecimiento
celular de las microalgas. Se tomé 1 mL de muestra de cada botellén se llevo a las insta-
laciones de la universidad, seguidamente se tomaron 20 uL y se dispuso en la camara. Se
realiz6 el conteo en patron de zigzag con un aumento de 40X del microscopio marca Olym-
pus como se da a conocer en la Figura 7, se anoto6 el nimero de células y se lavo la camara.
Este procedimiento se llevd a cabo diariamente durante 14 dias.
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Figura 7. Microalgas de la especie Chlorella vulgaris en microscopio 40X

FUENTE: Autor

3.8. OBTENCION BIOMASA

Al terminar su ciclo de crecimiento se le adiciond a cada botellén 0,5 g del conservante 2,6-
di-terc-butil-4-(hidroxietil)fenol (BHT) para evitar degradamiento lipidico.

Para la obtencion de la biomasa se le adicion6 ALGUICIDA HICLOR SUPER CONCENTRA-
TE para su precipitacion. Se extrajo la biomasa precipitada y se llevé a centrifugar durante
2 minutos a 5000 rpm con el fin de separarla del medio. A continuacién en la Figura 8 se
puede observar el resumen del procedimiento para la obtencién de la biomasa.
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Figura 8. Concentracion de biomasa de las microalgas de especie Chlorella vulgaris

Mezcla de
microalgas y
medio de cultivo

Biomasa
concentrada

FUENTE: Autor
Luego la biomasa centrifugada se llevo a liofilizacion, en las instalaciones de Guatiguara de

la Universidad Industrial con el fin de preservar la muestra. La biomasa liofilizada se muestra
en la Figura 9.48
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Figura 9. Liofilizacion de la biomasa de las microalgas de especie Chlorella vulgaris

FUENTE: Autor

3.9. TRANSESTERIFICACION DIRECTA CON CATALIZADOR ACIDO DE LA BIOMASA
DE MICROALGAS

v" Solucion 1,0 m de metanol y acido clorhidrico: se mezclaron 88,8 mL de HCI concentrado
(87 % p/p) con 900 mL de metanol y se aford a un litro con agua destilada.

Se pes6 34,73 g de biomasa microalgal liofilizada y se dispuso en un matraz y se le adi-
cionaron 219 mL de la solucién preparada anteriormente (soluciéon 1,0 M MeOH — HCI), se
llevé a sonicar durante 20 minutos. Luego se calenté a 65 °C durante 30 minutos con agi-
tacion continua para homogenizar la muestra. Se realizaron 6 extracciones liquido — liquido
con hexano en porciones de 10 mL. Las extracciones se realizaron de la siguiente manera:
primero se agitaban en vortex, después se centrifugaba durante 1 minuto a 5000 rpm y se
extraia el sobrenadante. Finalmente el extracto obtenido se filtr6 con filtros de HPLC y fue
llevado a rotovaporar para eliminar el solvente residual y obtener el biodiesel. El resumen
del procedimiento se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Transesterificacion directa de la biomasa microalgal

.

Biodiesel de microalgas de " = = '~L -

la especie Chlorella vulgaris Extracciones liquido — liquido con hexano

FUENTE: Autor

3.10. CARACTERIZACION DEL BIODIESEL
3.10.1. Analisis FT — IR

El espectro infrarrojo se obtuvo usando un espectrometro infrarrojo Shimadzu IRAffinity —
1, modo ATR, el espectro con un rango de (4000—420) cm~'. La muestra se encontraba en
estado liquido.

3.10.2. Anélisis de RMN'H

El espectro 'H se registré en un espectrémetro de RMN Bruker Avance DRX400 400MHz.
Se diluy6 la muestra (aproximadamente 20 mg) en 0,5 mL de cloroformo deuterado CDClj.
3.10.3. Analisis GC - FID

Se utilizd un cromatografo de gases (GC) AT 6890N equipado con detector de ionizacién
de llama (FID) y una columna [50 %—cianopropil-poli—(metilsiloxano) de 60 m x 0,25 mm x
0,25 um], el modo de inyeccidn fue “split”, volumen de inyeccién 2 UL y el patron utilizado fue
una mezcla de 37 compuestos FAMEs (Anexo 2 y 3).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Crecimiento microalgal

Figura 11. Curva de crecimiento del experimento uno
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FUENTE: Autor
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Figura 12. Curva de crecimiento del experimento dos
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Figura 13. Curva de crecimiento del experimento tres
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FUENTE: Autor

En la Figura 11, Figura 12 y Figura 13 se observan las curvas de crecimiento celular de las
microalgas durante sus 14 dias, en la Sede El Limonal, Piedecuesta. En el experimento uno
(Figura 11) el punto maximo de crecimiento fue entre 2650 000 — 3 125000 cel/mL y el mini-
mo fue entre 365000 — 450000 cel/mL, el experimento dos (Figura 12) su punto maximo
de crecimiento fue entre 2700 000 — 3 000 000 cel/mL y minimo fue entre 385000 — 475000
cel/mLy el experimento tres (Figura 13) su punto maximo de crecimiento fue entre 2650 000
— 3000000 cel/mL y minimo fue entre 375000 — 475000 cel/mL.

El cultivo de microalgas al ser enriquecido con fuentes alternas de carbono como la gli-
cerina, puede acelerar el crecimiento de flora microbiana asociada al detrimento de las
microalgas, debido a la competencia interespecifica que se estableceria entre ambos mi-
croorganismos.*® Por esta razén en el caso del experimento 1 (Figura 11) se puede ver
variaciones entre los botellones.

También se considera que la relacion carbono/nitrégeno influyen en el contenido de lipidos
de las células, ya que en la literatura se ha reportado que al limitar la fuente de nitrégeno en
el medio de cultivo podria cambiar el contenido lipidico y aumentar la proporcion de algunos
4cidos grasos.®
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4.2. Produccion de biodiesel de microalgas

De 46 botellones cultivados en este proyecto se obtuvo un total de 2,3 L de biomasa con-
centrada de donde se obtuvieron 81,87 g de biomasa liofilizada de los cuales se transesteri-
ficaron 34,73 g obteniéndose un total de 2,58 g de biodiesel con un rendimiento de 7,43 %.

La utilizacion de la liofilizacién para la conservacion de la biomasa es mas efectiva, ya que
elimina completamente el agua sin afectar la composicién de las microalgas, conservando
su color y contenido lipidico. Su extraccién es mas facil debido a la ausencia total de agua
en comparacion con el secado por horno que se puede perder muestra en el papel filtro o
pueden quedar residuos de papel y afectar los resultados.

Figura 14. Espectro de RMN'H biodiesel microalga en CDCl,
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FUENTE: Autor

El espectro RMN "H de biodiesel de microalgas, se presenta en la Figura 14. La senal ancha
de 5,8 — 5,9 ppm corresponde a los protones olefinicos (—CH=CH-), el singlete a 3,6 ppm
corresponde a los grupos metoxi de los metil ésteres del biodiesel. La senal de los proto-
nes alilicos de los acidos grasos insaturados (ej. acido linoléico) se encuentra en 2,28 ppm,
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los protones « a los carbonilos de los ésteres (-C—CH,—CO,Me) se encuentran en la senal
ancha de 1,99 — 1,97 ppm, los protones 5 — al carbonilo de los ésteres (—-CH,—C— CO,Me)
aparecen en la senal de 1,56 — 1,55 ppm, también las senales 1,36 — 1,14 ppm se deben a
los protones de los metilenos de la cadena larga principal del acido graso y las senales de
los protones de los metilos terminales (C—CHs) se encuentran en 0,89 — 0,81 ppm.®!

Figura 15. Espectro IR biodiesel microalga
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FUENTE: Autor

En la Figura 15 se presenta el espectro FTIR de la muestra transesterificada. La absorcién
en 3007 cm™" corresponde a la tensiéon C-H de los protones vinilicos de los acidos grasos
insaturados. Las absorciones en el rango (2850-2950) cm~"! corresponden a las tensiones
C—H de los metilos y los metilenos alifaticos. La banda de absorcion en 1741,72cm™" co-
rresponde al estiramiento del grupo carbonilo de ester, la banda de 1462 cm~" se deriva de
la deformacion angular simétrica del enlace C—H de metilenos (-CH,—)n. La banda cerca a
1365 cm~" corresponde a la deformacion angular simétrica del enlace C—H del CHj terminal,
el pico cerca de 1170cm~" se debe al estiramiento del enlace C-O-C y la banda cerca a
720cm™" es relativa a la deformacién asimétrica de los grupos de enlace C—H de los grupos
metilenos (—CH,—)n. Todas estas senales segun la literatura son consistentes a las que se
esperan para los ésteres metilicos de &cidos grasos como se muestra en la Figura 16.5
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Figura 16. Espectro IR biodiesel Caryocar brasiliense Camb.
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Figura 17. Perfil de los metil ésteres de acidos grasos del biodiesel de microalga
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La composicion de ésteres metilicos de acidos grasos determina las propiedades del biodie-
sel, debido a las caracteristicas quimicas de los acidos grasos como la longitud de cadena
de carbono y el grado de insaturacion.>® En la Tabla 6 se representan el perfil lipidico del
biodiesel de las microalgas de especie Chlorella vulgaris (Anexo 4y 5).
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Tabla 6. Perfil de los metil ésteres de los acidos grasos (% total de FAMEs)(acidos satura-
dos e insaturados)

Acidos Grasos % Nombre
C10:0 0,73 Acido Caprico
C12:0 0,94 Acido Laurico
C13:0 0,20 Acido Tridecanoico
C14:0 2,40 Acido Miristico
C15:0 1,23 Acido Pentadecanoico
C16:0 24,86 Acido Palmitico
C16:1 4,58 Acido Palmitoleico
C17:0 0,80 Acido Heptadecanoico
C18:0 4,33 Acido Esteérico
C18:1n9¢c 5,69 Acido Oleico
C18:2n6¢ 37,11 Acido Linoléico
C18:2n6 4,22 Acido g-Linoléico
C18:3n3 10,68 Acido Linolénico
C20:0 0,27 Acido Araquidico
C20:1n9 0,28 Acido Eicosenoico
C20:3n6 0,28 Acido Eicosatrieonico
C20:4n6 1,34 Acido Araquidénico
C22:0 0,30 Acido Behénico

Los ésteres metilicos de los acidos grasos insaturados mas importantes en la composicion
de las microalgas son el acido palmitoleico, oléico y linoléico y acidos grasos saturados co-
mo el palmitico, que segun los datos registrados en la literatura estos fueron reconocidos
como los 4cidos grasos méas comunes contenidos en los lipidos de microalgas.?® Ademas en
condiciones mixotréficas el biodiesel de microalgas de especie Chlorella vulgaris present6d
un perfil lipidico (Figura 17) compuesto principalmente por acido linoléico (37,11 %), acido
palmitico (24,86 %) y acido linolénico (10,68 %). Ademas segun la literatura la disminucion
del contenido de CO, mejora la produccion de acidos grasos con mayor grado de insatura-
cién, como es el caso del 4cido linoléico.>*
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Cabe resaltar que es poco probable que los metil ésteres de cadena de carbonos impar se
produzcan biol6gicamente. Pernet et al. reporta la presencia de acido tridecanoico (C13:0),
pentadecanoico (C15:0) y heptadecanoico (C17:0) en tejidos de bivalvos marinos.®® Igual-
mente Pozhidaev et al. reporta la presencia de acido pentadecanoico (C15:0) y heptade-
canoico (C17:0) en el biodiesel producido a partir de microalgas de la especie Chlorella
vulgaris.%® Francisco et al. demuestra la presencia de los &cidos pentadecanoico (31,81 %),
tridecanoico (0,65 %) y heptadecanoico (3,9 %) en biodiesel de microalgas de la especie
Chlorella vulgaris.®’
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5. CONCLUSIONES

Del cultivo mixotrofico de microalgas de la especie Chlorella vulgaris se obtuvo 2,58 g de
biodiesel con un rendimiento de 7,4 %. El biodiesel obtenido se caracteriz6 mediante cro-
matografia de gases con detector de llamas (GC—FID) mostrando la presencia de ésteres
metilicos de acidos grasos insaturados como son acido linoléico y linolénico y acidos grasos
saturados como el palmitico. Ademas los métodos de transesterificacion tradicionales segun
reporta la literatura tienen un tiempo de reaccidén de mas de 180 minutos,®® mientras que la
transesterificacion directa en medio acido tuvo un tiempo de reaccion de 65 minutos siendo
una opcidn viable para la obtencion de biodiesel a partir de microalgas.

En cuanto al rendimiento hay que tener en cuenta que Chlorella vulgaris no es la cepa de
mayor viabilidad para la obtencién de biodiesel de microalgas ya que su rendimiento fue del
7,43 % y es un porcentaje bajo en comparacion con otros cultivos energéticos como el de la
palma africana (Elais guineensis Jacq.) con un rendimiento del 40,3 %.5° Pero se recomien-
da realizar estudios en otras especies de microalgas.

Se mejoro el tiempo de extraccion de la biomasa microalgal adicionandole BHT y un algui-
cida comercial evitando la descomposicion de la biomasa, también la centrifugacion es el
método de separacion celular del medio de cultivo mas eficiente. Se recomienda investigar
la reutilizacién del medio de cultivo y es necesario realizar analisis fisicoquimicos para eva-
luar que la calidad del agua sea la adecuada para el crecimiento microalgal.
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6. DIVULGACION DE RESULTADOS

Se realiz6 una ponencia en el Séptimo Simposio Internacional de Biocombustibles, 2016,
Club Campestre Canaveral, Floridablanca, Santander.

Se publico en el libro Educacion, Transformacion social, Innovacion y Emprendimiento. BEP-
MA 12 anos. p. 107 — 108 (Figura 18).

Figura 18. Publicacion de resultados de biodiesel de microalgas

FUENTE: Autor
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion solucion Ag

Componente Solucion base

H,BO, 286 mg
MnSQ, - 7 H,0 250 mg
ZnS0O, -7H,0 22,2mg
CuSO, -5H,0 7,9mg
Na,MoO, -2H,0 2,1mg
FeSO,-7H,0 6mg

Agua destilada 100 mL
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Anexo 2. Mezcla de 37 compuestos de FAMEs

FUENTE: Autor
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Anexo 3. Datos adicionales de la mezcla estandarizada

FUENTE: Autor
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Anexo 4. Perfil de acidos grasos de biodiesel de microalgas

FUENTE: Autor
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Anexo 5. Datos adicionales del % de area de cada acido graso de la mezcla

FUENTE: Autor
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