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Resumen y Abstract IX

Resumen

La presente investigacién evalud la composicién y capacidad de acumulacion de lipidos
en cuatro microalgas nativas de Colombia y un alga de referencia como fuentes
potenciales para la produccion de biodiesel. Las microalgas Scenedemus ovalternus y
Chlorella vulgaris presentaron las mayores productividades de lipidos con 18,8 y
18,7mg-L™-dia™, respectivamente, equivalentes a 4,1 veces la productividad de aceite de
la palma africana, actual materia prima empleada en Colombia para la produccién
industrial de biodiesel. De acuerdo con la caracterizacion de los &acidos grasos
producidos por las microalgas estudiadas, todas pueden ser empleadas en la produccion
de biodiesel, debido a la similitud de estos con aceites ya empleados en la produccién de
biodiesel, por lo cual fue escogida la microalga Chlorella vulgaris para estudios
posteriores, los cuales consistieron en la optimizacion de la acumulacion y productividad
de lipidos variando los factores contenido de CO,, irradiancia, fotoperiodo y aireacion. La
productividad de lipidos 6ptima predicha por el modelo estadistico dentro del intervalo
estudiado fue 69,7 + 5,9 mg-L™.dia™, 15,2 veces la productividad de la palma africana,
para un contenido de CO, de 2%, irradiancia de 114 pE-m.s™, fotoperiodo de 24:0 LO y
aireacion de 1,2 vvm; el contenido de lipidos bajo las condiciones mencionadas fue de
16,4 + 1,4%. La optimizacion de los factores para maximizar el contenido de lipidos y
minimizar la disminucién de la productividad de lipidos se logré para un contendido de
CO, del 1,2%, irradiancia de 22 pE-m?s™, fotoperiodo de 12:12 LO y aireacién de
0,4 vwm con valores de 32,7 + 1,4% y 42,0 + 59 mg-L*.dia’, respectivamente,
equivalente a 9,1 veces la productividad de aceite de la palma africana, las anteriores

son condiciones facilmente alcanzables en cualquier parte del territorio colombiano.

Palabras clave: cultivo de microalgas, acumulacién de lipidos, productividad de lipidos,

biodiesel.
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Abstract

This research evaluated the ability to accumulate lipids and their composition of five
microalgae, four of them native from Colombia and one reference alga as potential
feedstocks for biodiesel production. The microalgae Scenedesmus ovalternus and
Chlorella vulgaris had the highest lipid productivity: 18.8 and 18.7 mg-L™*.day™,
respectively, 4.1 times longer than the productivity of palm oil, current feedstock for the
industrial production of biodiesel in Colombia. According to the characterization of the
fatty acids produced by the microalgae studied, the five microalgae can be employed in
the production of biodiesel because their oils have similarity with the oils used in the
production of biodiesel. Microalga Chlorella vulgaris was chosen for next research where
CO, content, irradiance, photoperiod and aeration were evaluated as parameters of
production and accumulation of lipids. The optimal lipid productivity predicted by the
statistical model in the range studied was 69.7 + 5.9 mg-L™*-day™, 15.2 times the oil
productivity of African Palm, for CO, content of 2%, irradiance of 114 pE-m?.s™,
photoperiod of 24:0 LO and aeration of 1.2 vwvm. The content of lipids in those conditions
was 16.4 + 1.4%. The optimal conditions of the factors in order to maximize the lipid
content and to minimize the reduction in lipid productivity was reached with CO, content
1.2%, photoperiod 12:12 LO, Irradiance 22 uE-m?st and aeration 0.4 vwvm, these
conditions are easily reachable in any part of Colombia. The optimum lipid contend and
lipid productivity were 32.7 + 1.4% and 42.0 + 5.9 mg-L™*-day™, respectively, 9.1 times the
oil productivity of African Palm.

Keywords: microalgae culture, lipid acumulation, lipid productivity, biodiesel.
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Introduccioén

En los dltimos seis afios, el costo del petrleo crudo a nivel mundial ha fluctuado de
manera considerable. Las razones de estas fluctuaciones se hallan en las frecuentes
tensiones geopoliticas, como la guerra del Golfo en 1991 (1), los movimientos politicos
del norte de Africa a inicios del 2011 (2; 3) o las constantes especulaciones en el
mercado de los combustibles (1; 4; 5) . Dado que el consumo anual mundial de crudo es
un 6,4% mayor que la producciéon anual mundial (6), es de esperarse que el precio del
crudo se incremente nuevamente en el corto o mediano plazo. Segun algunas
estimaciones, se espera que las reservas mundiales de petréleo perduren 43 afios de
acuerdo con la demanda y las reservas de crudo del 2010 (6). Colombia no es ajena a
este panorama, ya que se estima que para el 2020 se perdera la autosuficiencia petrolera
(6; 7). A pesar de las dramaticas variaciones en su costo, el petréleo sigue siendo la
principal fuente de energia a nivel mundial, con un 32,8%, seguido de cerca por el carbén
y el gas natural; adicionalmente, el petréleo es el segundo responsable, luego del carbén,
de las emisiones al ambiente de CO,, uno de los gases de efecto invernadero, por tal
motivo, frecuentemente es asociado como uno de los responsables del calentamiento
global (8).

Los biocombustibles de primera generacion como el biodiesel obtenido a partir de
oleaginosas, representan actualmente el 10,2% de la oferta mundial de energia. Tales
biocombustibles constituyen una alternativa que impacta significativamente menos la
generacion neta de CO, a la atmdsfera (9). Los biocombustibles de primera generacion,
sin embargo, presentan serias desventajas, de un lado, la generacion de sus materias
primas tradicionales requiere de grandes extensiones de tierra cultivable (10; 11),
ademds, la produccion de estos biocombustibles también tiene potenciales impactos
negativos en el ambiente, los cuales incluyen deforestacion y pérdida de biodiversidad, la
transformacién de ecosistemas naturales y pérdida de los servicios ambientales
asociados a esos ecosistemas, el establecimiento de monocultivos, el aumento de

emisiones de gases de efecto invernadero ante una posible deforestacion de
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ecosistemas boscosos, aumento en el consumo y contaminacién del agua asi como
mayor degradacion y erosion de suelos (12; 13). Los biocombustibles de segunda
generacién son obtenidos empleando materiales lignocelulésicos, los cuales tienen una
capacidad de produccion mayor; sin embargo, alun necesitan zonas fértiles para su
cultivo. Por su parte, los biocombustibles de tercera generacién, como los obtenidos a

partir de las microalgas no presentan ninguna de las anteriores desventajas (14; 15; 16).

Las microalgas son seres unicelulares capaces de asimilar el CO, presente en el aire
empleando luz solar, agua y algunos nutrientes para producir diversos productos
naturales de alto valor agregado, proteinas y aceites; por tal razén se han considerado
como una fuente potencial para la obtencion de biodiesel (16; 17; 18; 19; 20). La idea de
usar microalgas como una fuente de combustibles no es nueva, sin embargo en la
actualidad se estd tomando en cuenta seriamente debido a la constante fluctuacion en el
precio del petrleo y a la emergente preocupacion acerca del calentamiento global que

estd asociado con la quema de combustibles fésiles (16).

Las microalgas presentan varias ventajas sobre organismos vegetales terrestres para la
produccién de lipidos: por un lado, se ha encontrado que para producir la misma cantidad
de aceite que se obtiene a partir de plantas oleaginosas como la palma africana, la
cantidad de territorio requerido es mucho menor (16). Por otro lado, las microalgas no
requieren ser cultivadas en tierras fértiles o en zonas de cultivos tradicionales, ya que
pueden ser cultivadas en zonas desérticas 0 de escasa fertilidad, disminuyendo asi el
impacto sobre cultivos agricolas destinados para alimentos. Algunas microalgas pueden,
incluso, cultivarse en agua de mar, por lo que no competirian por agua potable con otros
cultivos (11; 16). Adicionalmente son capaces de fijar mayor cantidad de CO, que los

arboles y requerir menor cantidad de agua que estos ultimos (21).

Una de las principales dificultades de obtencién de lipidos intracelulares a partir de
microalgas radica en su pared celular, dura y de dificil penetrabilidad (20; 22), haciéndola
un obstaculo a superar para una recuperacion efectiva de sus lipidos. Por ello se ha
estudiado una gran cantidad de métodos de rompimiento de células microalgales que
incluyen métodos térmicos, enzimaticos, mecanicos y quimicos (20; 23; 24; 25), haciendo

gue el proceso de recuperacion de lipidos microalgales sean costosos.
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Una vez que la integridad de la pared celular de la microalga ha sido comprometida, es
posible realizar la extraccién y cuantificacion de los lipidos producidos por aquella
durante su etapa de crecimiento; para tal fin es comun el uso de métodos gravimétricos
gracias a su simplicidad y confiabilidad; tales métodos, sin embargo, presentan una
desventaja: para lograr resultados precisos y reproducibles es necesario el uso de
cantidades considerables de biomasa, lo cual no sucede con los métodos colorimétricos,
en los cuales se pueden emplear desde 30 mg de muestra (26). En este ultimo caso, es
posible realizar cultivos microalgales en volumenes no mayores que un litro para la
obtencion de la biomasa requerida para la cuantificacion de los lipidos producidos, lo cual
es muy ventajoso para microalgas con bajo rendimiento de biomasa como Botryococcus
braunii, para la cual se han reportado concentraciones celulares que llegan hasta
370 mg-L™ después de 14 dias de cultivo (27).

El cultivo masivo de microalgas para la produccion de biodiesel debe superar una gran
cantidad de retos, el primero de ellos es quizd la adaptacion a las condiciones
ambientales del ecosistema local, por lo cual se prefieren estudiar cepas nativas a cepas
modificadas genéticamente, pues aquellas se caracterizan por tener mayor tolerancia a la
contaminacion y a las condiciones medioambientales, permitiendo que el control de las
condiciones de cultivo sea menos riguroso (28; 29), ademas tales cepas deben tener
tanto altas productividades de lipidos, como porcentajes de acumulacion lipidica
intracelular superiores al 30% del peso seco debido a los altos costos asociados con el
proceso de extraccion de aquellos (16; 30; 28; 29) Algunas de las microalgas que son
capaces de acumular grandes cantidades de aceite son Botryococcus braunii,
Nannochloropsis sp., Chlorella vulgaris, Isochrysis sp. y Scenedesmus sp., para los
cuales se ha reportado concentraciones de aceite de hasta 75%, 68%, 56%, 33% y 27%
de la biomasa seca, respectivamente (16; 31; 32), las cuales ademas de acumular altos
niveles de lipidos, se caracterizan por su rapido crecimiento y comprobada adaptacion a
las condiciones climatolégicas colombianas gracias a que se han encontrado cepas
nativas de dichas microalgas en el territorio nacional, lo cual hace a estas microalgas
idéneas para la evaluacién como potencial fuente de biodiesel a nivel de Colombia, pais
que cuenta con una alta riqgueza hidrica y luminica, condiciones propicias para el cultivo
de microalgas (33; 34; 35)



4 Introduccién

Adicionalmente, para el cultivo masivo de microalgas con el objeto de producir biodiesel
se debe tener en cuenta otros aspectos como: seleccionar las condiciones del cultivo
adecuadas, seleccionar el modo de cultivo indicado (36; 37; 38) y seleccionar el método
de recuperaciéon de biomasa y lipidos (20; 23; 39) que permitan que el proceso sea viable

econdémicamente.

Las condiciones de cultivo de mayor importancia para el crecimiento de cualquier
microalga, son el medio de cultivo, la temperatura, la luz y el CO, (16; 20; 40). De las
anteriores condiciones, las dos ultimas pueden ser controladas de manera que optimicen
la acumulacion de biomasa y lipidos. Ademas estan intimamente relacionadas, dado que
la capacidad de fijacion de CO, por parte de las microalgas esta directamente
relacionada con la utilizacion eficiente de la luz (21; 41; 42), haciendo necesario la
optimizacion de estos parametros de manera conjunta. El efecto de la luz se puede
estudiar desde tres puntos de vista: la irradiancia, la frecuencia y el fotoperiodo; este
ultimo es aproximadamente constante a lo largo del territorio colombiano (21; 22; 33; 43);
en el caso del CO, también hay dos factores, el primero es el flujo de aireacion que es
suministrado y el segundo es el porcentaje de CO, que se suministra en dicho flujo,

ambas variables facilmente controlables (44; 42; 45; 46).

Colombia es un pais tropical con condiciones adecuadas para el cultivo de microalgas,
haciendo necesario realizar estudios que permitan seleccionar microalgas con
perspectivas para su uso como posible materia prima de aceites para la produccion de
biodiesel, lo anterior fue uno de los objetivos de la presente investigacion, en la cual se
cultivaron a escala laboratorio las microalgas colombianas Chlorella vulgaris,
Scenedesmus ovalternus, Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. y la cepa foranea
Botryococcus braunii UTEX 572, esta ultima empleada como microalga de referencia.
Una vez seleccionada la cepa nativa con mayor perspectiva para la produccion de
biodiesel, el siguiente objetivo buscé evaluar el efecto de la irradiancia, fotoperiodo,
contenido de CO, y aireacion, ademas de la interaccién entre éstos, sobre el crecimiento,
la productividad de biomasa, la acumulacion de lipidos y la productividad de lipidos en la
microalga seleccionada. Previo a estos dos objetivos, se estandarizé un método de
disrupcién celular microalgal y método espectrofotométrico de cuantificacién del

contenido total de lipidos producidos por la microalga Chlorella vulgaris.



1.Produccion de biodiesel a partir de
microalgas

RESUMEN

La energia es fundamental en el quehacer cotidiano al punto que es uno de los factores
fundamentales de la economia mundial. En 2009 las principales fuentes de energia a
nivel mundial fueron los combustibles fésiles (carbon, petréleo y gas natural), con una
oferta de 9830 millones de toneladas de equivalentes de crudo anuales
(correspondientes al 80,9% de la energia total ofertada) mientras que su demanda fue
5555 millones de toneladas de equivalentes de crudo anuales (66,5% de la energia total
consumida en el planeta), cuya combustion fue responsable de la emision de 28883
millones de toneladas de CO, (99,6% de las emisién anual). Los biocombustibles
aparecen como una alternativa energética ambientalmente mas amigable debido a que
su uso implica una produccion neta de CO, cercana a cero; a pesar de su viabilidad
técnica y ambiental, la produccién de biocombustibles es polémica ya que sus insumos
tradicionales pueden entrar en conflicto con otros sectores, especialmente el alimenticio.
Actualmente se estan estudiando nuevos insumos para la obtencién de biodiesel; las
microalgas constituyen una alternativa interesante pues presentan mejores rendimientos
de lipidos por unidad de area que las plantas oleaginosas. En el presente articulo se
presenta una exposicion del contexto mundial actual de los combustibles y
biocombustibles, especialmente del biodiesel, junto con una revision del estado del arte

del uso de las microalgas como insumo alternativo para la produccion de biodiesel.
Palabras clave: energia, calentamiento global, biodiesel, microalgas

ABSTRACT
Every day, energy is essential; actually, is a key factor in global economy. In 2009 the
most important energy sources around the world were fossil fuels (coal, oil and natural

gas) amounting 9830 million tons of oil equivalent of supplied energy per year
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(corresponding to 80.9% of total supplied energy) and 5555 million tons of oil equivalent
of energy demanded per year (corresponding to 66.5% of the total energy consumed in
the world). The combustion of fossil fuels was responsible for the emission of 28883
million tons of CO, (99.6% of annual emission). Biofuels appear as a more
environmentally friendly energy alternative because their use implies a net production of
CO; near to zero. Despite its technical and environmental feasibility, biofuels production is
controversial because the use of their traditional feedstock may be in conflict with other
sectors, especially food. New feedstocks for the production of biodiesel are currently
under study; microalgae are an interesting alternative because of their better yield per unit
area compared to oilseeds. In this paper, an exposition of the current global context of
fuels and biofuels, especially biodiesel, is presented along with a review of the state of the

art of microalgae usage as an alternative feedstock for biodiesel production.

1.1 Introduccién

En los dltimos seis afios, el costo del petréleo crudo a nivel mundial ha fluctuado de
manera considerable (ver Figura 1.1), alcanzando un méximo de casi 140 ddlares en
junio del 2008, posteriormente reduciéndose hasta los 40 délares en diciembre del mismo
afio, incrementandose de nuevo hasta 120 délares en abril del 2011 para finalmente
reducirse hasta alcanzar un valor estable alrededor de 106 délares en abril de 2012. Las
razones de estas fluctuaciones se hallan en las frecuentes tensiones geopoliticas, como
la guerra del Golfo en 1991 (1), los movimientos politicos del norte de Africa a inicios del

2011 (2; 3) o las constantes especulaciones en el mercado de los combustibles (1; 4; 5) .

Dado que el consumo anual mundial de crudo es un 6,4% mayor que la produccion anual
mundial (6), es de esperarse que el precio del crudo se incremente nuevamente en el
corto 0o mediano plazo. Segun algunas estimaciones, se espera que las reservas
mundiales de petréleo perduren 43 afios de acuerdo con la demanda y las reservas de
crudo del 2010 (6). Colombia no es ajena a este panorama, ya que se estima que para el

2020 se perdera la autosuficiencia petrolera (6; 7).
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Figura 1.1. Precio petréleo crudo en délares por barril (47)

A pesar de las dramaticas variaciones en su costo (especialmente en el periodo 2007-
2008 y 2011), el petréleo sigue siendo la principal fuente de energia a nivel mundial, con
un 32,8%, seguido de cerca por el carbén y el gas natural (ver Figura 1.2);
adicionalmente, el petréleo es el segundo responsable, luego del carbén, de las
emisiones al ambiente de CO,, uno de los gases de efecto invernadero (ver Figura 1.3);
por tal motivo, frecuentemente es asociado como uno de los responsables del
calentamiento global (8).

A lo largo de los dltimos 200 afios, la quema de combustibles fésiles, la deforestacion y
otras actividades humanas han provocado un aumento considerable en la concentracion
del CO, atmosférico desde 280 ppm hasta 392 ppm en la actualidad, lo cual implica un
incremento de alrededor del 40% (48). Los gases de efecto invernadero, como el CO, y
el metano, son responsables de atrapar radiacion infrarroja, evitando que se libere el
calor de la atmésfera hacia el espacio; este efecto es necesario para conservar la
superficie del planeta caliente y mantener la vida tal como la conocemos; sin embargo, si
las concentraciones de estos gases en la atmosfera aumentan, la temperatura de la
Tierra se incrementara significativamente (49). Segun datos de la NOAA y la NASA, la

temperatura media de la superficie de la Tierra ha aumentado en alrededor de 1,2 a
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1,4°C en los ultimos 100 afos; por este motivo, se ha propuesto que gran parte del
calentamiento global en las ultimas décadas es el resultado de actividades antrépicas
(49).

Hidraulica Otras
Nuclear 2,3% 0,8%

5,8% |

Renovables
10,2%
Petréleo

32,8%

Figura 1.2. Oferta mundial de energia segiin combustible. (8)

Segun la Figura 1.2, los biocombustibles de primera generacion (combustibles derivados
de fuentes organicas renovables, como por ejemplo el bioetanol, obtenido a partir de
cafia de azucar, almidon u otras fuentes de carbohidratos, y el biodiesel, obtenido a partir
de alcohdlisis de triglicéridos provenientes de fuentes animales o vegetales como la
palma africana o la colza), representan actualmente el 10,2% de la oferta mundial de
energia. Tales biocombustibles constituyen una alternativa que impacta
significativamente menos la generacion neta de CO, a la atmésfera, pues gracias al ciclo

cerrado, las emisiones de CO, del biodiesel son un 78,5% menor que las del diesel (9).

Los biocombustibles de primera generacion, sin embargo, presentan serias desventajas.
De un lado, la generacion de sus materias primas tradicionales requiere de grandes
extensiones de tierra cultivable, lo que reduce el area disponible para otros cultivos
necesarios y puede causar una crisis en la seguridad alimentaria (10; 11). Asimismo, la
produccion de estos biocombustibles también tiene potenciales impactos negativos en el
ambiente, los cuales incluyen deforestacion y pérdida de biodiversidad, la transformacién
de ecosistemas naturales y la consecuente pérdida de los servicios ambientales

asociados a esos ecosistemas, el establecimiento de monocultivos en donde
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previamente existian ecosistemas naturales, el aumento de emisiones de gases de
efecto invernadero ante una posible deforestacion de ecosistemas boscosos, aumento en
el consumo y contaminacién del agua asi como mayor degradacion y erosién de suelos
(12; 13).

Otras

Petréleo

36,7%

Figura 1.3. Emisiones de CO, mundiales segin combustible (8)

La segunda generacibn de biocombustibles emplea la hidrélisis de material
lignoceluldsico para la obtencién de azucares fermentables. El uso de residuos agricolas
o de especies maderables evita la competencia directa con la produccion de alimentos y
reduce los costos de materias primas; sin embargo adn se necesitan zonas fértiles para
cultivo forestales y no se han resuelto todos los problemas generados por la presencia de

la lignina y de la hemicelulosa en la casi totalidad de estos materiales (14; 15; 50).

Los biocombustibles de tercera generacion, son obtenidos a partir de las microalgas (14;
15; 16). Las microalgas son seres unicelulares capaces de asimilar el CO, presente en el
aire empleando luz solar, agua y algunos nutrientes para producir diversos productos
naturales de alto valor agregado, proteinas y aceites; por tal razén se han considerado
como una fuente potencial para la obtencion de biocombustibles y mas especificamente
biodiesel (16; 17; 18; 19; 20). La idea de usar microalgas como una fuente de
combustibles no es nueva, pero nuevamente esta siendo tomada en cuenta seriamente
debido a la constante fluctuacién en el precio del petroleo y a la emergente preocupacion
acerca del calentamiento global que esta asociado con la quema de combustibles fosiles
(16).
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Las microalgas presentan varias ventajas sobre organismos vegetales terrestres para la
produccién de lipidos: por un lado, se ha encontrado que para producir la misma cantidad
de aceite que se obtiene a partir de plantas oleaginosas como la palma africana, la
cantidad de territorio requerido es mucho menor (16). Por otro lado, las microalgas no
requieren ser cultivadas en tierras fértles o en zonas donde ya hay siembras
tradicionales, ya que pueden ser cultivadas en zonas desérticas o de escasa fertilidad,
disminuyendo asi el impacto sobre cultivos agricolas destinados para alimentos. Algunas
microalgas pueden, incluso, cultivarse en agua de mar, por lo que no competirian por
agua potable con otros cultivos (11; 16). Adicionalmente son capaces de fijar hasta
25,6 kg-CO, m™?.afio™, es decir entre 28 y 85 veces la cantidad de CO, que puede fijar
los arboles, los cuales consumen mas de 550 kg de agua por 1 kg de CO; fijado mientras
las microalgas requieren sélo de 140 a 200 kg de agua para efectuar la misma labor (21).
Finalmente, en la produccién de biocombustibles a partir de microalgas, al igual que
cualquier otra fuente, el aumento en su demanda probablemente incrementaria el
consumo de algunos insumos agricolas, entre ellos la mano de obra; por esto la
producciéon de biocombustibles es vista como una posibilidad de nuevas fuentes de

ingresos y empleos (10).

Las principales desventajas de los biocombustibles de tercera generacion es la
recuperacion de la biomasa después de ser cultivada y la posterior extraccion de aceites,
debido principalmente al alto contenido de humedad que presentan las microalgas y a los
altos costos de extraccion, respectivamente (23; 39; 51; 52). Los biocombustibles de
cuarta generacion o biopetréleo, son obtenidos a partir de biomasa, ya sea vegetal o
microalgal, procesada a alta temperatura en ausencia de oxigeno en procesos
termoquimicos como la pirolisis o la licuefaccion (53; 54). En el caso de las microalgas se
han obtenido conversiones de hasta un 55% de la biomasa seca en biopetréleo a 750 K
(53).

1.2 Produccioén de biodiesel

La elaboracion del biodiesel consiste en la transesterificacion de un triglicérido de origen

animal, vegetal o microbiano con un alcohol, preferiblemente de bajo peso molecular
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como el metanol. La transesterificacién o alcohdlisis produce glicerol y alquilésteres de

acidos grasos, mas comunmente conocidos como biodiesel (55; 56; 57; 58; 59).

La reaccién de la Figura 1.4 es de equilibrio; por tal razén a nivel industrial se emplean de
seis a diez moles de metanol por cada mol de triglicérido, con el fin de que el exceso de
metanol asegure que la reaccion se dirija hacia los productos, haciendo que la
conversién supere el 98% (17; 56; 57; 60).
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Figura 1.4. Transesterificacion de triglicérido (56)

Los catalizadores empleados pueden ser &cidos, alcalis o enzimas. La transesterificacion
por catalisis alcalina puede llegar a ser 4000 veces mas rapida que por catdlisis acida;
por esto, los hidroxidos (metoxidos) de sodio o potasio son cominmente empleados en la
reaccion en una concentracion cercana al 1% del peso del triglicérido. Las enzimas son
poco empleadas, pues su costo es demasiado alto y su tiempo de reaccion es elevado
(17; 19; 59; 60).

En cuanto a las condiciones de temperatura y presion, la transesterificacion puede ser
llevada a cabo a 64°C, punto de ebullicion del metanol a presion atmosférica; sin
embargo se pueden emplear temperaturas mas altas en combinacion con presiones
suficientes para evitar la ebullicion del alcohol, aunque el proceso se hace mas costoso.
Para evitar una disminucién en el rendimiento, el triglicérido y el alcohol deben tener la
menor humedad posible y el contenido de &cidos grasos libres en el aceite debe ser bajo,
no mayor al 3%, para evitar reacciones de saponificacion (59; 60); finalmente el biodiesel
se recupera mediante decantacion, destilacion instantanea, neutralizacion del catalizador

y posterior lavado con agua para remover el metanol excedente y el glicerol (16; 60; 61).
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Los motores convencionales de diesel podrian operar con biodiesel puro (B100) o
mezclas tales como B20 (20% biodiesel mezclado con 80% de diesel) sin mayores
modificaciones y mejorar el rendimiento general. Sin embargo, las desventajas técnicas
del biodiesel son su relativo mas bajo contenido de energia (8% menos que el diesel),
mayor viscosidad, menor volatilidad, reactividad de hidrocarburos insaturados, baja
estabilidad oxidativa, punto de nube més alto y la potencial presencia de glicerol sin
reaccionar. La industria actual tiene muchos enfoques innovadores para mitigar estos
posibles inconvenientes, como la mezcla de combustibles con aditivos para aumentar la
estabilidad oxidativa o la reduccién de viscosidad con aceites menos viscosos como el de
colza (55; 58; 61; 62).

Finalmente, la mayoria de emisiones debido al uso de biodiesel en los motores de
combustién son mucho menores comparadas con las del diesel convencional. La Figura
1.5 muestra el porcentaje en la reduccién de tales emisiones empleando B100 y B20

comparado con el diesel convencional (63).
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Figura 1.5. Porcentaje en la reduccion de emisiones con el uso de B100 y B20 en
motores de combustion. THNQ: total de hidrocarburos no quemados; MP: material
particulado. NOx: éxidos de nitrégeno. HAP: hidrocarburos aromaticos policiclicos. nHAP:
nitratos de HAP (63).
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1.2.1 Fuentes de biodiesel

Las plantas y las algas son las principales fuentes para la produccién de biodiesel por su
directa utilizacion del sol como fuente de energia. Los animales y los hongos son también
fuentes importantes, pero representan una fuente de menor importancia para la
produccién de biodiesel pues obtienen su energia principalmente de otras fuentes de
carbon. Actualmente, los aceites de soya, colza y palma son los principales insumos para
la produccion de biodiesel; el aceite de colza es el lider en Europa, el aceite de soya el
lider en Estados Unidos y el aceite de palma el lider en Malasia, Indonesia y Colombia
(55; 56; 59; 64; 65).

La Figura 1.6 muestra la evolucién histérica de la oferta mundial de aceites vegetales, y
sus cuatro principales fuentes, con una produccion total aproximada de 146 millones de
toneladas para el afio 2010 (65), de las cuales el 11,3% fueron destinas para la
produccion de biodiesel (Figura 1.7), correspondientes a 16,6 millones de toneladas (65;
66). Debido a que el empleo de microalgas para la produccién de biodiesel es un campo

apenas en desarrollo, no incide de manera notable en la produccion mundial de éste.
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Figura 1.6. Produccion mundial historica de aceite vegetal (barras) y aporte porcentaje

principales aceite vegetales: palma (o), soya (A), colza (¢), girasol (o) (65)
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Figura 1.7 Evolucién de produccion mundial de biodiesel (linea) y porcentaje de aceite
empleado en la produccién de biodiesel (barras) (65; 66)

Las Figura 1.6 y Figura 1.7 destacan el ascenso del aceite de palma como el de mayor
produccion desde el afio 2004, ademas de la estrecha relacién del aumento de la oferta

de aceite mundial y el aumento en la produccién de biodiesel a nivel mundial (65; 66)

1.2.1.1 Biodiesel a partir de plantas

Los aceites de origen vegetal son virtualmente los Unicos aceites empleados en la
produccion de biodiesel; en general, el aceite vegetal empleado en cada pais es aquel de
mayor abundancia, lo cual varia con su localizacién y su clima (59). La Figura 1.8
presenta la distribucién geografica mundial actual de los aceites de mayor produccién
(67).

La colza es una planta que crece preferiblemente en climas més frescos en verano como
el norte de Estados Unidos, Canadd y Alemania (16; 56; 68). La colza es la principal
fuente para la obtencidén de aceite en Europa, India y Canad4; su contenido de aceites
esta entre 40 y 48% del peso seco y tiene rendimientos cercanos a los 1200 litros de

aceite por hectarea y por afio (16).
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produccion de biodiesel (67)

La soya es cultivada principalmente en Estados Unidos, Brasil, Argentina y China; a
pesar de tener un alto contenido proteico (cerca del 79% del peso seco) también es
empleada para la obtencién de aceites. Si bien el rendimiento de aceite de la soya es
menor al de muchas plantas oleaginosas, cerca de 450 litros por hectarea por afio; su
cultivo a gran escala rotado con el cultivo de maiz, para la produccién de biodiesel y
etanol, respectivamente, hace de estas fuentes econOmicamente atractivas para la

produccion de biocombustibles en Estados Unidos (55; 56; 68).

La palma africana es la planta oleaginosa con los rendimientos de aceite méas altos,
cercanos a los 6.000 litros por hectarea por afo, lo cual la hace energéticamente la
oleaginosa de mayor viabilidad para la produccion de biodiesel; desafortunadamente, las
caracteristicas biologicas de la planta solo permiten su cultivo en zonas tropicales
cercanas al Ecuador (55; 57; 68). La Figura 1.9 detalla la produccion de aceite de palma
en los cinco principales paises responsables del 92,5% de la produccion total (65); es
notorio el incremento exponencial de la produccion de Indonesia, Malasia y Tailandia, lo
cual ha demostrado estar asociado con enormes problemas ambientales, principalmente
deforestacion y pérdida de biodiversidad (13; 55; 57; 69).
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En el caso de Colombia la produccién industrial de biodiesel inicié en enero del 2008 y se
decidi6é que la materia prima fuera el aceite de palma debido a los desarrollos alcanzados
en el sector (12). Colombia es el principal productor de aceite de palma en Latinoamérica
y el quinto a nivel mundial, (responsable del 1,8% de la producciéon anual mundial) (65),
adicionalmente cuenta con siete plantas industriales para la produccion de biodiesel, con
una capacidad total de 516 mil toneladas por afio (70). En la Tabla 1.1 se presenta un
listado de las plantas existentes para la produccién de biodiesel en Colombia junto con su
ubicacion y caracteristicas principales (70; 71)
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Figura 1.9. Evolucion de la produccién de aceite de palma de los mayores productores
mundiales: Indonesia (0), Malasia (o), Nigeria (A), Tailandia (+) y Colombia (o) (65)

1.2.1.2 Biodiesel a partir de microalgas

Algunas especies de microalgas tienen contenidos elevados de aceite que puede ser
transformado a biodiesel mediante tecnologias existentes. En la Tabla 1.2 se aprecia el
contenido de aceite como porcentaje del peso seco (PS) para varias especies de

microalgas (16).
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Tabla 1.1. Plantas de produccién de biodiesel existentes en Colombia (70; 71).

Capacidad Area sembrada

Regidn Inversionista (ton-afio™) (ha)
Norte, Codazzi Oleoflores 70.000 23.000
Norte , Santa Marta Odin Energy 36.000 12.000
Norte, Santa Marta Biocombustibles 100.000 33.300
sostenibles del Caribe
Oriental, Facatativa Bio D 100.000 33.300
Central, Ecodiesel de Colombia 100.000 33.300
Barrancabermeja
Oriental, San Carlos Aceites Manuelita 100.000 33.300
de Guaroa, Meta
Norte, Santa Marta Clean Energy 30.000 10.000
Total 546.000 178.200

Una de las ventajas de utilizar estos aceites para la produccién de biodiesel radica en el
hecho de que la produccion de triglicéridos por unidad de &rea cultivada puede ser,
facilmente, del orden de 30 veces mayor que la de una planta oleaginosa como la soya
(ver Tabla 1.3) (16; 51).

Tabla 1.2. Contenido de aceite de algunas especies de microalgas (16)

Microalga Contenido de aceite (% PS)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Cryphtecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrtium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Por otro lado, debido al alto consumo de combustibles (8), en especial en el sector de

transporte, el desarrollo a gran escala de biodiesel a partir de plantas oleaginosas no
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logra satisfacer la demanda total de combustibles existente, debido a limitaciones de area
cultivable; tal no es el caso de las microalgas. La Tabla 1.3 detalla los requerimientos de
area cultivable que seria necesario dedicar al cultivo de diferentes fuentes oleosas para
satisfacer las necesidades de combustible para transporte de Estados Unidos (16; 59).
Como se aprecia en dicha tabla, aun para contenidos de aceites bajos, las microalgas

requeririan menores areas que la palma africana.

Tabla 1.3 Comparacién de algunas fuentes de biodiesel, para suplir el 50% de la
demanda de combustible en USA (16)

Cultivo Rendimiento en Area de cultivo Porcentaje del area
Aceite (L-ha™-afio™)  requerida (Mha) cultivable en USA (%)
Maiz 172 1540 846
Soya 446 594 326
Colza 1190 223 122
Jatropha 1892 140 77
Coco 2689 99 54
Palma 5950 45 24
Microalgas
(70% PS) 136900 2 1,1
Microalgas
(30% PS) 58700 4,5 2,5

En adicién, las microalgas, a diferencia de las plantas oleaginosas, no requieren ser
cultivadas en zonas fértiles, crecen considerablemente rapido duplicando su biomasa en
aproximadamente 24-72 horas y no comprometen la produccion de alimentos, forraje u
otro producto derivado de los cultivos tradicionales. Las microalgas a pesar de ser
cultivadas en agua requieren mucha menor cantidad de agua que los cultivos terrestres
(21).

1.3 Produccion de biomasa microalgal

La produccion de biomasa microalgal es, por lo general, mas costosa que los cultivos
tradicionales, pues requiere luz, aireacibn con CO,, agua, sales inorganicas y la
temperatura de cultivo no debe superar los 30°C. Por consiguiente, para reducir los
costos los cultivos deben realizarse preferiblemente con el empleo de luz solar mientras

gue el CO, puede ser obtenido de la quema de los combustibles empleados en lugares
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como termoeléctricas; dicho CO, debe ser previamente enfriado, filtrado y lavado (51; 72;
73; 74; 75). Los factores que afectan la produccion de biomasa son el medio cultivo
(compuesto por agua, sales inorganicas y en algunos casos vitaminas) y los parametros

de cultivo como iluminacion, aireacion y temperatura (16; 76).

1.3.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo debe contener todos los elementos constituyentes de la célula como
lo son el nitrégeno (N), el fésforo (P), el hierro (Fe) y algunos metales traza (21). Para
estimar los requerimientos minimos de estos nutrientes se puede emplear la formula

aproximada de la biomasa CHj 300 4sNo 11Po 01 (16).

1.3.1.1  Nitrégeno

El nitrégeno es necesario para la formaciéon de &cidos nucleicos y proteinas; sin
embargo, una deficiencia de aquel favorece la produccién y acumulacion de lipidos (73;
77; 78). Las fuentes mas comunes de nitrégeno son el nitrato, nitrito, urea y amoniaco;
las dos ultimas son preferidas en cultivos masivos gracias a su bajo costo (31). El nitrato
es empleado usualmente en microalgas como Botryococcus por encima del nitrito, urea o
el amoniaco, ya que este Ultimo puede resultar nocivo para dichas algas (79). Microalgas
como lIsochrysis han demostrado mayor afinidad por la urea (80). En el caso de
microalgas como Chlorella y Scenedesmus se ha observado su capacidad de crecer en

cualquier fuente de nitrégeno (31).

1.3.1.2 Foésforo

Requerido para el crecimiento microalgal y la formacién del ADN y el ARN, usualmente
es suministrado en exceso en forma de fosfatos ya que éstos forman complejos con los
iones metélicos, ocasionando que no todo el fésforo esté disponible para la produccion
de biomasa (16). Al igual que el nitrdgeno, hay reportes de mayores acumulaciones de

lipidos con una limitacion de fésforo (78; 81).

1.3.1.3 Hierro

Es el micronutriente mas importante, pues es vital para el funcionamiento del

metabolismo; es usado para el transporte de electrones, reduccion de nitritos y nitratos,



20 Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso en

la produccion de biodiesel

reduccion de sulfatos, fijacién del nitrdgeno molecular y eliminacion de especies reactivas
como radicales libres y peréxidos. El requerimiento de hierro aumenta con la disminucién
de la intensidad de luz y decrece con el aumento de la duracién del fotoperiodo. Por otro
lado, el requerimiento de hierro depende de la fuente de nitrdgeno; es mas alto cuando
se usa el ion nitrato en lugar del ion amonio (76). El efecto del hierro en la acumulacion
en la produccion de biomasa y lipidos es caracteristico en cada microalga (77), sin
embargo un exceso de éste inhibe el crecimiento algal de manera considerable (82).

1.3.14 Micronutrientes

Para el adecuado crecimiento de las microalgas, éstas requieren de los metales trazas,
entre los que se destacan manganeso, zinc, cobalto, cadmio, cobre, molibdeno y niquel,
lo cuales hacen parte de enzimas necesarias para el transporte de electrones, la fijacion
y transporte del CO,, la transcripcion del ADN, fijacion y transporte del nitrégeno entre
otras (76; 83).

1.3.2 Parametros de cultivo

Los principales parametros de cultivo son el CO, presente en la aireacion, la irradiacion,

el fotoperiodo, la temperatura, el pH y la agitacion.

1321 CO;

Es la fuente de carbono para los organismos autotréficos, como es el caso de las algas y
las plantas; sin embargo, se estima que anualmente estas Ultimas tan sélo fijan el 10%
de lo que fijan las microalgas (21). Aproximadamente el 50% de la biomasa algal en peso
seco es carbono (C); por consiguiente, para producir 100 kg de biomasa seca se esta
fijando aproximadamente 183 kg de CO, (16). EI CO, debe ser alimentado
constantemente durante las horas de luz y puede ser obtenido directamente de las
industrias que queman combustibles fosiles (16; 73; 75). Sin embargo, un exceso de CO,
en el medio de cultivo de las microalgas afecta negativamente el desempefio de las
mismas, pues ocasiona una disminucion dramatica de pH del medio de cultivo cuando

éste no cuenta con mezclas tampones (84).
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Actualmente se estima que el contenido de CO, en el aire esta en alrededor de 392 ppm
(48); al usar aire enriquecido con CO, en valores cercanos al 2% la cantidad de lipidos
gue puede producir microalgas como Scenedesmus, Chlorella o Nannochloropsis pueden
incrementarse hasta 12, 8 6 5 veces, respectivamente (40). El bicarbonato de sodio y
sales similares también pueden ser empleadas como fuente de carbono; sin embargo,

dichas sales suelen ser mas costosas que el CO, gaseoso (85).

1.3.2.2 Temperatura

El cultivo de microalgas, y en general el de cualquier microorganismo, exhibe 3 valores
claves de temperatura: una temperatura minima, aproximadamente 16°C, por debajo de
la cual no es posible el crecimiento; una temperatura Optima, entre 16 y 27°C
dependiendo de la microalga, a la que se produce el crecimiento mas rapido, y una
temperatura maxima, alrededor de 35°C, por encima de la cual no es posible el
crecimiento, dado que algunas proteinas pueden sufrir dafios irreversibles (86). Los
cultivos de microalgas que crecen por debajo de la temperatura éptima generalmente son
mas sensibles a la fotoinhibicién, que aquellos que se mantienen en el valor ideal. La
temperatura de crecimiento también afecta la composicion bioquimica de las células (22;
85); para el caso de microalgas como Nannochloropsis, Chlorella 0 Scenedesmus, se ha
encontrado que temperaturas entre 20°C y 25°C son 6ptimas para la produccion de
lipidos, mientras que mayores temperaturas reducen sensiblemente la cantidad de lipidos
(73; 87).

1.3.2.3 luminacién

La iluminacion se divide en dos componentes: la irradiancia, la cual se refiere al flujo de
luz por unidad de &rea a la cual estan expuestas las microalgas, y el fotoperiodo, el cual
es la cantidad de horas durante el dia en la que las microalgas son sometidas a dicha
irradiacion (22; 76). Las microalgas utilizan sélo la luz en intervalo comprendido entre 300
a 700 nm, region del espectro conocida como la radiaciéon fotosintéticamente activa
(PAR, por sus siglas en inglés); este intervalo constituye alrededor de un 43% de la
radiacion solar total y su energia es equivalente a la de la luz monocromatica a 575 nm
(84; 88). Para la medicion de esta energia es utilizado el Einstein (E): 1 E o 1 mol de
fotones de 575 nm (5750 A) contiene 208,25 kJ de energia. Cuando algunos cultivos de

microalgas se exponen a un cierto nivel elevado de irradiacién, los componentes
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celulares internos encargados de la absorcion de energia luminica, comUnmente
denominados antenas (22), sufren dafio debido al exceso de energia; éste nivel de
irradiancia se conoce como el punto de saturacién luminica, y por encima de él la
velocidad de fotosintesis se puede ver reducida; este fendmeno se conoce como
fotoinhibicion (55). El punto de saturacion luminica para microalgas generalmente es
caracteristico de cada cepa, como es el caso de la microalga Chlorella éste puede variar
entre 85y 400 uE-m?.s™, lo que equivale a valores entre 5y 20% de la irradiacion solar a
mediodia en zonas tropicales como Colombia (16; 41; 44; 89).

En el caso del fotoperiodo, normalmente se utilizan ciclos de iluminacién constantes que
se expresan en horas de Luz/Oscuridad (LO) que van desde 12:12 LO hasta 18:6 LO
pasando por valores intermedios como 14:10 cuando se emplea irradiacion artificial (22).

Las microalgas requieren un estimado de 9,5 E para convertir 1 mol de CO, en 30 g de
biomasa seca, como se presenta en la Ec. 1.1 (41). Esto quiere decir que si se llevara a
cabo un cultivo microalgal en una zona tropical como Colombia cuya radiacion solar
media es 4,5 kWh-m?dia® (33), lo que corresponde a 6700 kJ-m?dia' PAR
(~33,45 E-m?.dia’ o 387 pE-m?.s?), el consumo tedrico maximo de CO, seria unos
155 g-m?.dia™ (~566 ton-ha™-afio™) y el méximo rendimiento de biomasa seca que se
podria alcanzar es 105 g-m™?.dia™; no obstante, parte de la energia es consumida en los
procesos propios de mantenimiento celular, por lo cual el rendimiento de biomasa
méaximo se reduce a valores entre 76-82 g-m?.dia™® (~277-300 ton-ha™*-afio™). Con un
contenido de aceites en la microalga del 15%, la productividad de estos seria hasta 9
veces superior a la productividad de aceites de la palma africana. Dado que las
anteriores estimaciones no tienen en cuenta la saturacion luminica, si ésta sucede a unos
190 pE-m?.s™y no hay fotoinhibicién, tan solo se aprovecharia el 50% de la radiacion
PAR, es decir que se produciria 150 ton-ha'-afio™ de biomasa y se consumiria
283 ton-ha™-afio™ de CO,, es decir 10% maés que lo reportado (16; 21; 41).

COy + H0 +9,5E - =CgHip06 + 0y (Ec. 1.1) (41)
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1.3.2.4 pH

Cada microorganismo crece en un intervalo de pH particular y normalmente existe un pH
optimo bien definido; en el caso de las microalgas, el pH 6ptimo se encuentra apenas por
encima de la neutralidad, por lo que son clasificados como microorganismos neutrofilos.
En medios de cultivos cerrados el pH tiende a variar debido al consumo de algunos
nutrientes y al CO, que se solubiliza y consume; para evitar esto, se emplean tampones.
El tampon mas comun es el de fosfatos que funciona bien a valores de pH cercanos a 7
(22; 85).

1.3.2.5 Agitacion

Un adecuado mezclado favorece una distribucibn homogénea de las células, de los
metabolitos, el calor y la transferencia de gases a través de la interfase gas-liquido (36;
85). Cuando los requerimientos nutricionales se satisfacen y las condiciones ambientales
se optimizan, la agitacién se constituye como la condicidn mas importante para obtener
un alto rendimiento de biomasa microalgal; esto usualmente se logra mediante un flujo

turbulento dentro del fotobiorreactor (85).

La evidencia indica, que tanto la velocidad o magnitud, como el modo o patrén de
mezcla, pueden afectar significativamente la velocidad global de producciéon de biomasa

en cultivos con altas densidades celulares

El objetivo principal de la aireacién y la agitacién, es mantener las células en suspension,
lo cual permite que éstas se acerquen a la fuente de luz, ya sea en la superficie del
recipiente, o en las paredes transparentes, disminuyendo el tiempo de ausencia de luz en
el seno del cultivo cada vez mas denso, y a la vez, evitar una excesiva exposicion que
pueda conducir a la fotoinhibicién. Otros efectos de la agitacion son el facilitar la difusién
y homogeneizacion de nutrientes y eliminar gradientes térmicos, salinos o de densidad
segun el volumen del cultivo, sin embargo una agitacion excesiva ya sea por burbujeo o
empleando agitadores puede causar un estrés hidrodinamico llevando a una disminucién

en la tasa de crecimiento (84; 85).
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1.4 Métodos de cultivo

Las algas pueden ser cultivadas de diferentes maneras, el cultivo en interiores permite el
control en variables como la iluminacion, la temperatura, los niveles de nutrientes, la
contaminacién; mientras que en el cultivo en exteriores hace muy dificil el crecimiento de
microalgas durante amplios periodos (40; 90). Los cultivos abiertos, ya sean en interiores
0 exteriores, son Mas propensos a contaminacién que los cultivos cerrados (37; 85; 91).
El cultivo de microalgas también puede ser continuo, semicontinuo o por lotes, este
ultimo es el método de cultivo mas comun debido a su simplicidad y bajo costo (22; 36;
52).

El cultivo comercial de microalgas van desde 100 L hasta 10°L, en el caso de los cultivos
a gran escala predominan los estanques largos exteriores, estanques circulares con aleta
de rotacion, estanques raceway o simplemente bolsas grandes (85). En la seleccion del
método de cultivo deben ser tenidas en cuenta muchas condiciones como la biologia de
la microalga, el tipo de producto, el costo de la tierra, la mano de obra, la energia, el
agua, los nutrientes e incluso el clima (36; 52). También es necesario considerar la
eficiencia en la utilizacion de la luz, la habilidad de controlar la temperatura, el estrés
hidrodindmico al que es sometida la microalga, la habilidad de mantener el cultivo
unialgal (22). Actualmente los costos de produccion de microalgas van desde los US$ 4
el kilogramo de biomasa seca, haciendo aun poco viable econémicamente la produccién
de biocombustibles a partir de ésta, ya que los costos deben estar por debajo de
US$ 1 kg™ (20).

1.4.1 Estanques exteriores

Han sido disefiados diferentes tipos de estanques para el cultivo de microalgas que
varian en tamafio, forma, materiales usados, forma de mezclado etc, sin embargo todos
se caracterizan por ser mas sencillos y baratos tanto en la construccion como en la
operacion que los fotobiorreactores (18). Operacionalmente su principal caracteristica es
el empleo de luz solar como fuente de energia para las microalgas, aunque las
densidades celulares alcanzadas son usualmente bajas, lo que hace que los costos de
recoleccién de biomasa se incrementen (20; 40; 85). Los primeros experimentos para el

cultivo masivo de algas datan de los 40s en Alemania y Estados Unidos (18; 85; 92).
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1.4.1.1 Estanques largos exteriores

Generalmente no cuentan con una cobertura superior y pueden estar hechos con
materiales tan simples como arcilla, ladrillo 0 cemento 0 mas costosos como polietileno,
PVC, fibra de vidrio o poliuretano. Sin embargo cuando no se tiene una cobertura
superior los estanques sufren de suspensién de fango, percolaciéon, gran contaminacion y
evaporacion de agua (18). Este tipo de estanques es limitado a unas pocas especies de
algas. En Australia se encuentra los estanques mas grandes con extensiones de hasta
460 hectareas, profundidad aproximada de 50 cm y productividad media de 1 g-m?-dia™
de biomasa de Dunaliella. Cultivos realizados al sur de Espafia de Dunaliella en un area
de 20 m? y profundidad de 20 cm logré una productividad de 1,5 g-m™-dia™* en invierno y
2,7 g-m?.dia™ en verano (51; 93).

1.4.1.2 Lagos o cuencas naturales

Estos sistemas naturales también pueden ser aprovechados para el cultivo de microalgas
siempre que se cuente con las condiciones climéaticas adecuadas y los suficientes
nutrientes. Uno de los mejores ejemplos son los estanques en Caracol (México) con una
produccion aproximada de 300 toneladas de Spirulina por afio en un area de alrededor
40 hectéareas durante los 70s y 80s y una productividad estimada de 10 g-m™?.dia™ (22;
94).

1.4.1.3 Sistemas inclinados

En este caso la turbulencia es creada por la gravedad, este tipo de sistema alcanza flujos
altamente turbulentos en capas de cultivo muy delgadas, no mas de 5 mm, alcanzando
concentraciones de biomasa mas altas (hasta 10 g-L™") y mayor relacién superficie
volumen (s/v) comparado con estanques raceway. Sin embargo sus principales
desventajas son grandes pérdidas por evaporacion, altas velocidades de desorcion de
CO,, el alto requerimiento energético para el bombeo hasta la parte superior de la
superficie. Un ejemplo es la planta instalada en Roupite (Bulgaria) con un area de
2.600 m? y productividad de 18 y 25 g-m?dia’ de biomasa de Arthrospira y
Scenedesmus respectivamente, cultivos de Chlorella y Scenedesmus reportan también
productividades de 25 g-m?.dia™ (20; 95).
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1.4.1.4 Estanques circulares

Es el tipo de estanques menos empleado comercialmente por su alto requerimiento de
concreto para su construccion y el alto consumo energético para el mezclado. Sin
embargo es utilizado en Japon, Taiwan e Indonesia para la produccion de biomasa de
Chlorella (94; 95). La profundidad de estos estanques va desde los 30 hasta los 70 cm.
Las productividades de Chlorella y Spirulina estan entre 10 y 20 g-m™.dia™* (20).

1415 Estanques Raceway

Consiste en una zanja excavada en el suelo cubierta con plastico en el caso mas barato,
pero a veces es necesario que se refuerce con concreto para evitar el desplazamiento
ocasionado por los vientos, (96). La agitacién se logra gracias a una paleta que gira por
el estanque asimilando un auto en una pista de carreras, Figura 1.10. Las principales
desventajas de este tipo de estanques es que no puede ser operada a niveles inferiores
a los 15 cm debido a que el flujo y la turbulencia se pueden reducir drasticamente. Se ha
encontrado productividades entre 20 y 25 g-m?.dia® de biomasa para cultivos en
periodos cortos, mientras que para periodos largos la productividad rara vez supera los
13 g-m™.dia™’. El costo de la produccién en este tipo de estanques oscila entre los US$ 8
y 15 el kilogramo de biomasa seca, lo cual ain no lo hace competitivo con cultivos como
la palma africana (85; 90; 91; 97; 98).
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Figura 1.10 Esquema estanque abierto Raceway (96).
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1.4.2 Fotobiorreactores

Se entiende por fotobiorreactor como un sistema cerrado disefiado para el cultivo de
algas, el cual no permite que la luz incida directamente sobre la superficie de cultivo, sin
embargo permite el paso de ésta a través de las paredes transparentes del reactor.
Tampoco permite el intercambio directo de gases con la atmdsfera, esto permite una
mayor proteccion del cultivo a la contaminacién, los fotobiorreactores pueden ser
interiores o exteriores, en donde la fuente de luz es artificial o solar, respectivamente (37;
40; 75; 96; 99).

Los fotobiorreactores se caracterizan por controlar parametros como pH, temperatura,
concentracion de O, y CO, en valores conocidos; ademas reducen la evaporacién de
agua y la pérdida de CO, ocasionada por la desgasificacion, permitiendo valores mas
altos en la concentracion celular. Sin embargo, estos sistemas son mas costosos de
construir y operar que los estanques, debido a que requiere refrigeracion y estricto
control, por lo tanto el uso de los fotobiorreactores esta limitado a componentes de alto
valor que no pueden ser obtenidos en el cultivo en estanques (40; 90; 99; 100).

Los fotobiorreactores pueden ser clasificados segun tanto el disefio como el modo de
operacion. Segun el disefio los fotobiorreactores pueden ser: [1] plano, tubular o de
columna; [2] horizontal, inclinado, vertical o en espiral; [3] multiples tubos o en serpentin.
Segun una clasificacién operacional pueden ser: [4] aireados o0 con bomba de mezclado;
[5] una sola fase (el intercambio de gases se lleva a cabo en un lugar por separado) o de
dos fases (la transferencia de gases se realiza dentro del mismo reactor). Segun el
material de construccion pueden ser [6] vidrio o plastico y [7] rigido o flexible. Sin
embargo a escala industrial sélo son adecuados tres tipos de fotobiorreactores: tubular

horizontal, panel plano y de columna vertical (20; 36; 37; 38; 91; 95; 100).

1.4.2.1 Fotobiorreactor tubular

En un fotobiorreactor tubular el cultivo es bombeado a través de un tubo largo que puede
estar dispuesto horizontal o inclinado, en serpentin o mdltiple tubo, y posteriormente es
recirculado a un tanque pulmén, Figura 1.11. Usualmente son elaborados en vidrio, teflon
claro o PVC claro (20). La aireacion se lleva a cabo empleando una bomba de aire o por

tecnologia airlift. Entre las ventajas estd la alta area superficial que permite la
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iluminacion, adecuado para cultivo exterior, alta productividades de biomasa y
relativamente barato; las desventajas son gradientes de pH, transferencia de masa
pobre, aglomeracién de biomasa en las paredes y requiere grandes extensiones de tierra
(36; 37; 75; 90).
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Figura 1.11 Esquema fotobiorreactor tubular (96)

El escalamiento de este tipo de reactores se puede llevar a cabo aumentando el diametro
del tubo o la longitud de éste, sin embargo ambas rutas presentan inconvenientes, un
aumento en la longitud conlleva al aumento de oxigeno disuelto, mientras que un

aumento en el diAmetro ocasiona una estratificaciéon en la luz (38).

Hay reportes de productividades de 20, 21,5, 27 y hasta 40 g-m?dia® para las
microalgas Porphyridium, Chlorella, Spirulina, entre otras, en fotobiorreactores con tubos
de diametro que van desde los 1,2 cm hasta los 30 cm y flujos de 0,97 m-s™, volimenes
de cultivo de 10 L a 130 m®. (38; 92; 95; 97; 101).

1.4.2.2 Fotobiorreactor de panel plano

Tipo de fotobiorreactor que aplica el principio de disposicion de luz que aplica las plantas,

pues las células estdn en permanente contacto con ésta, Figura 1.12. A diferencia de un
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fotobiorreactor tubular, uno de panel no cuenta con un tanque pulmén donde se realice la

alimentacion del aire (101).
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Figura 1.12 Esquema fotobiorreactor de panel plano (96)

El modelo méas simple de fotobiorreactor de panel son bolsas plasticas dispuestas
verticalmente, sin embargo también son empleados materiales mas costosos como
policarbonato o acrilico. Algunas de las ventajas son una mayor relacién entre el volumen
cultivado y el area ocupada, una menor acumulacion de O, disuelto, alta eficiencia
fotosintética, practico para el empleo de células inmovilizadas, altas productividades de
biomasa, relativamente barato y de facil limpieza. Sus principales desventajas son
dificultad para el control de temperatura, el escalado requiere muchos compartimentos y
materiales de soporte, crecimiento celular en las paredes y posible estrés hidrodinamico

en algunas microalgas (36; 37; 75; 90).

Microalgas como Tetraselmis, Chlorella, Synechocystis, Spirulina, Nannochloropsis e

Isochrysis fueron cultivadas en fotobiorreactores de placa, alcanzando productividades
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de biomasa que van desde 12 hasta 130 g-m?.dia™, mientras que la capacidad de los

fotobiorreactores esta entre 10 L a 6000 L y espesor entre 1,3y 10,4 cm (92; 95; 101).

1423 Fotobiorreactor de columna

Consiste de un tubo transparente de hasta 20 cm de diametro dispuesto verticalmente en
donde se lleva a cabo el cultivo y el suministro de aire simultaneamente (37). Son
fotobiorreactores compactos, de bajo costo, bajo consumo energético, faciles de operar,
tienen las mejores tasas transferencia de masa volumétrica, buen mezclado con bajo
estrés de corte, bajo consumo de energia, alto potencial para escalabilidad, faciles de
esterilizar, utiles en el empleo de células inmovilizadas y reduce la fotoinhibicién; sin
embargo sus limitaciones son baja area superficial de iluminacién, su construccién
requiere materiales sofisticados y a medida que se escala se reduce el area superficial

para la iluminacion (36; 37; 38; 75).

1.5 Recuperacion de biomasa

Una vez es cultivada la microalga, es necesario la posterior recuperacion de ésta y la
extraccién del metabolito de interés. Los métodos comunes de recuperacién de biomasa
son filtracién, centrifugacién, floculacion o incluso la sedimentacion (43). La recuperacion
de la biomasa puede llegar a ser una etapa dificil y costosa, debido al tamafio de las
microalgas, entre 3 y 30 um, y la densidad celular final que en algunos casos no supera
los 0,5 kg-m™, lo cual podria llevar a que los costos de recuperacion de biomasa estén
entre el 20 y el 30% de los costos totales de produccién de biomasa, por esto la
factibilidad econdmica es uno de los factores mas importantes en la seleccion del método

de recuperacion de biomasa (20; 23; 39; 52; 91).

1.5.1 Sedimentacion

Proceso que aprovecha la gravedad, la densidad y radio de las microalgas para separarla
del medio de cultivo, cuya principal caracteristica es el bajo costo de operacioén, pero en
contrapartida el tiempo de operacion puede llegar a ser bastante prolongado, haciendo
gue la sedimentacion sea una opcién poco viable para la obtencién de biodiesel (40; 95).
Para mejorar la eficiencia de la sedimentacion, esta es usualmente combinada con la

floculacién (39).
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1.5.2 Floculacion

Proceso en el cual las células dispersas son aglomeradas para aumentar el radio efectivo
y asi permitir una sedimentacion mas rapida. La floculacion puede dividirse en
autofloculacion, floculacién quimica (organica o inorganica) y electrolitica (40). La
floculacién quimica es la mas comun, en la cual las algas son cargadas negativamente
empleando sales inorganicas como la de aluminio, sin embargo en un proceso altamente
sensible al pH y en algunos casos la biomasa sobrante no puede ser empleada en
procesos posteriores como alimento para animales o digestion anaerobia (91). También
son empleados polimeros para la floculacién, como el quitosano o el praestol. Las
principales ventajas de los polimeros son el uso de menores cantidades, la posibilidad de

trabajar a diferentes pH y menor impacto ambiental (20; 23; 39; 40; 91; 97; 102).

1.5.3 Centrifugacion

Proceso en el cual se reduce considerablemente el tiempo que toma la sedimentacion de
las microalgas aprovechando la fuerza centrifuga obtenida con una rotacién a alta
velocidad, aumentando la gravedad que experimenta las microalgas, haciendo que sea
quiza el método mas rapido para la recuperacion de biomasa algal (39; 97). Se ha
demostrado su alta eficiencia, >90%, sin embargo es un proceso altamente costoso, lo
cual lo hace inviable a escala industrial para la recuperacion de biomasa de acuerdo con

estudios realizados por el Departamento de Energia de E.U. (20; 23; 51; 97; 98).

1.5.4 Filtracion

Este método de separaciéon emplea un medio permeable a través del cual la suspension
es forzada a pasar empleando un gradiente de presién, el medio permeable retiene las
células mientras que el medio liquido pasa a través de él. La filtracion puede ser
superficial, en donde se forma una torta de sdlidos en el medio filtrante, o tangencial en
donde la suspension fluye tangencialmente al medio permeable y es recirculado con el
objetivo de concentrar la suspensién celular. Sin embargo la filtracion puede llegar a ser
poco eficiente, no mas del 90%, debido a la baja densidad que alcanzan los cultivos
microalgales, adicionalmente la filtracion puede llegar a ser un proceso costoso (20; 23;

39; 40; 97). La filtracibn puede ser un proceso eficiente para microalgas como
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Coelastrum proboscideum y S. platensis pero en el caso de microalgas mas pequefias

como Scenedesmus, Dunaliella, o Chlorella la filtracién no es un proceso eficiente (52).

1.6 Recuperacion de lipidos

A escala laboratorio existe una gran cantidad de procesos disponibles para la extraccion
de los lipidos producidos por las microalgas, sin embargo para un potencial escalamiento
a nivel industrial este proceso representa todo un reto debido a los altos costos que este
proceso implica, pues la extraccion de aceite algal cuesta al menos tres veces mas que
la extraccion del aceite de soya, debido principalmente al alto contenido de humedad de
las microalgas (20; 51). Después de la recuperacion de la biomasa, usualmente se
realizan tres procesos, una deshidratacion, rompimiento celular y finalmente la extraccion
de lipidos, sin embargo, la clave de un proceso eficiente de recuperacion de lipidos es

tener la menor cantidad de etapas como sea posible. (23; 51).

1.6.1 Deshidratacion biomasa

Una vez la biomasa algal es recuperada, en algunos casos es necesario realizar una
deshidratacion de ésta con el fin de evitar una descomposicion. La deshidratacién se
utiliza cominmente para extender la vida util de la biomasa, especialmente si la biomasa
es el producto final. Los métodos de secado que se han utilizado para microalgas
incluyen secado por atomizacién, secado en tambor, liofilizacién y secado al sol (23; 52).
En el caso de la produccion de biodiesel a partir de microalgas, es necesario realizar una
extraccion en humedo, es decir omitir la deshidratacién debido a sus altos costos. La
deshidratacién empleando secado solar ha sido propuesto para evitar dichos costos, pero
debido a los grandes volimenes que deben ser procesados, los requerimientos de tierra

para el secado hacen que este proceso sea también inviable econémicamente (20; 98).

1.6.2 Rompimiento celular

Posterior a la deshidratacion celular, debido a la pared celular de algunas especies de las
microalgas es necesario realizarle disrupcion celular para liberar los lipidos y realizar una
extraccidon mas econdémica evitando el uso de temperaturas y presiones altas (20). Las
microalgas Chlorella y Nannochloropsis son algunas de las especies con paredes

celulares mas gruesas haciendo necesario el rompimiento celular de ellas (20). Los
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mecanismos de disrupcion pueden ser mecénicos 0 no mecanicos. Los mecanicos
pueden ser como el homogenizador, el molino de perlas, autoclave y cavitacién, y los no
mecanicos como congelado, empleo de acidos, bases, solventes organicos, choque
osmético y el empleo de enzimas, sin embargo ninguno de estos procesos han sido

empleados a escala industrial debido a su gran consumo energético (20; 52).

1.6.3 Extraccion lipidos

Los lipidos se clasifican en apolares y polares, por lo cual para una extraccion efectiva de
éstos es necesario el empleo de dos tipos de solventes, un solvente no polar como
dietileter, cloroformo, benceno o hexano y un solvente polar como el metanol, etanol o
isopropanol. A escala laboratorio son empleados una gran cantidad de métodos de
extraccion como Soxhlet, Folch, Bligh & Dyer, (20; 26; 103; 104). Muchos de los
solventes empleados a escala laboratorio son toxicos, por lo cual también se ha
propuesto otros métodos de extraccion como la subcritica y supercritica empleando CO,,
sin embargo es un proceso altamente costoso para su empleo a escala industrial (20;
105; 106)
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2.Comparacion de cinco métodos
gravimétricos y uno colorimétrico para la
mediciéon de lipidos totales en la microalga
Chlorella vulgaris

RESUMEN

Se compararon los métodos gravimétricos de extraccion Soxhlet, Bligh & Dyer, Bligh &
Dyer modificado por Inouye, Bligh & Dyer modificado por Manirakiza y un método
colorimétrico para la determinacién del contenido de lipidos totales en la microalga
Chlorella vulgaris LAUN 002. La extraccion Soxhlet tuvo la mas baja eficiencia, mientras
gue el procedimiento original propuesto por Bligh & Dyer para la medicién de lipidos en
peces tuvo la mayor eficiencia en la determinacion de lipidos totales microalgales. Se
encontré que la sonicacion a 20 kHz es un método efectivo para la disrupcion celular de
las microalgas, el porcentaje maximo de ruptura encontrado fue del 92% después de 18
minutos. ElI método espectrofotométrico de Marsh & Weinstein dio resultados
equivalentes a los del método original de Bligh & Dyer (p-valor 66%), pero usa menos
muestra, por lo que resulta mas adecuado para la medicion del contenido de lipidos

totales de pequefias cantidades de biomasa algal.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, lipidos totales, rompimiento celular, gravimetria,

espectrofotometria.

ABSTRACT

Five gravimetric methods (Soxhlet extraction, Bligh & Dyer, Bligh & Dyer modified by
Inouye, Bligh & Dyer modified by Manirakiza | and Il) and a colorimetric method for the
determination of total lipids content in the microalgae Chlorella vulgaris LAUN 002 were
compared. Soxhlet extraction had the lowest efficiency in the determination of total
microalgal lipids, while the original method proposed by Bligh & Dyer for the

measurement of lipids in fish had the highest efficiency. Sonication at 20 kHz was found
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to be an effective method for microalgae cells disruption, the maximum percentage of
disruption was 92% after 18 minutes. The spectrophotometric method of Marsh &
Weinstein gave equivalent results to the original method of Bligh & Dyer (p-value 66%),
but it requires smaller samples, making it more suitable for measuring the total content of

lipids from small amounts of algal biomass.

Key words: Chlorella vulgaris, total lipids, cell disruption, sonication, gravimetry,

spectrophotometry.

2.1 Introduccidn

En la actualidad es de gran interés encontrar fuentes de energia alternas a los
combustibles fésiles, como lo son los biocombustibles, a causa de la inestabilidad del
precio del petréleo y del incremento de concentracion de CO, en la atmoésfera, uno de los
principales gases responsables del calentamiento global (2; 48). Los biocombustibles de
primera generacion son obtenidos de materias primas como la palma africana, la soya o
la colza, sus principales desventajas incluyen la limitacién en la capacidad de produccion,
alto consumo de agua dulce y la necesidad de tierras fértiles para su cultivo. Los
biocombustibles de segunda generacibn son obtenidos empleando materiales
lignoceluldsicos, los cuales tienen una capacidad de produccion mayor; sin embargo, aln
necesitan zonas fértiles para su cultivo. Por su parte, los biocombustibles de tercera
generacion, como los obtenidos a partir de las microalgas no presentan ninguna de las

anteriores desventajas (14; 15; 16).

Una de las principales dificultades de obtencién de lipidos intracelulares a partir de
microalgas radica en su pared celular, dura y de dificil penetrabilidad (20; 22), haciéndola
un obstdculo a superar para una recuperacion efectiva de sus lipidos, por ello se ha
estudiado una gran cantidad de métodos de rompimiento de células microalgales que
incluyen métodos térmicos, enzimaticos, mecanicos y quimicos (20; 23; 24; 25). Ni los
métodos quimicos (acidos, bases o choques osmoticos), ni los térmicos (autoclave o el
horno microondas), ni los enziméticos han sido eficientes para el rompimiento de

microalgas (23; 24); por el contrario, la sonicacién como técnica de disrupcién mecanica,
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ha probado ser eficiente para la disrupcion de biomasa microalgal a escala de laboratorio
(107; 108).

Una vez que la integridad de la pared celular de la microalga ha sido comprometida, es
posible realizar la extraccion y cuantificacion de los lipidos producidos por aquella
durante su etapa de crecimiento; para tal fin es comun el uso de métodos gravimétricos
gracias a su simplicidad y confiabilidad; tales métodos, sin embargo, presentan una
desventaja: para lograr resultados precisos y reproducibles es necesario el uso de
cantidades considerables de biomasa, lo cual no sucede con los métodos colorimétricos,
en los cuales se pueden emplear desde 30 mg de muestra (26). En este ultimo caso, es
posible realizar cultivos microalgales en volimenes no mayores que un litro para la
obtencidn de la biomasa requerida para la cuantificacion de los lipidos producidos, lo cual
es muy ventajoso para microalgas con bajo rendimiento de biomasa como Botryococcus
braunii, para la cual se han reportado concentraciones celulares que llegan hasta
370 mg-L* después de 14 dias de cultivo (27). Entre los métodos colorimétricos
sobresalen la espectrofotometria con acido sulftrico (109), colorimetria con sulfo-fosfo-
vainillina (110) y espectrofluorometria con rojo de Nilo (111); de todos ellos, el primero

resalta por su simplicidad.

Uno de los factores mas importantes para la medicion del contenido total de lipidos
usando métodos gravimétricos es el solvente empleado; en el caso de las microalgas han
sido probados solventes como la mezcla cloroformo-metanol (26; 24; 103; 104), la
mezcla ciclohexano-isopropanol, acetona, hexano, benzina (104) y CO, supercritico (105;
106) entre otros; donde el criterio de seleccién del solvente va desde la basqueda de una

alta eficiencia de extraccion hasta la busqueda de solventes de baja toxicidad (104).

El objetivo del presente estudio fue la estandarizacion de un método espectrofotométrico
de cuantificacion del contenido total de lipidos producidos por la microalga Chlorella
vulgaris y contrastarlo con cinco métodos gravimétricos de determinacion lipidos; durante
este proceso también se evalué la efectividad de la sonicacion como técnica de

disrupcion de Chlorella vulgaris.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Mantenimiento de microalgas

En el presente trabajo se utilizé la cepa colombiana de microalga Chlorella vulgaris
LAUN 002, obtenida del Laboratorio de Cultivo de Algas del Departamento de Biologia de
la Universidad Nacional de Colombia. La microalga fue mantenida en medio liquido BBM
estandar (Anexo A) (112) esterilizado en autoclave a 121°C durante 30 minutos. Las
condiciones de cultivo incluyeron temperatura de 24 + 2 °C, lamparas fluorescentes
Sylvania Daylight F48T12/D 39W como fuente de iluminacién artificial con irradiancia de
40 + 2 uE-m?.s™, fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 de oscuridad (18:6 LO), aireacion de
0,7 vwm empleando aire atmosférico filtrado a 0,22 um. El mantenimiento se realiz6 en
botellas de vidrio planas de 4,5 cm de espesor y capacidad de 330 mL con volumen de

cultivo de 200 mL, se realizé resiembra semanalmente empleando in6culo del 5% vi/v.

2.2.2 Condiciones de cultivo

La microalga fue cultivada en dos estanques comerciales con capacidad de 1000 L cada
uno, marca Ecoplast, ubicados en la estacibn La Terraza, sede piscicola de la
Universidad Nacional de Colombia en Villavicencio (Meta), ciudad ubicada a
467 m.s.n.m., con condiciones medias de temperatura de 27°C, irradiacion solar de
4,5 kWh-m?.dia® (~390 pE-m?.s™) y fotoperiodo de 12:12 LO (33; 34). Se utiliz6 in6culo
de 6% v/v, aireacién de 0,7 vwvm empleando aire atmosférico. Como medio de cultivo se

us6 agua filtrada del rio Meta enriquecida con BBM/2. El tiempo de cultivo fue 7 dias.

2.2.3 Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos grado analitico en los ensayos de recuperacion de
biomasa y cuantificacion de lipidos totales: hidroxido de sodio (Panreac 131687,
Barcelona, Espafia), azul de metileno (Merck 115943, Darmstadt, Alemania), bencina de
petréleo (Merck 101775, Darmstadt, Alemania), cloroformo (JT Baker 9180, Central
Valley, PA, USA), metanol, (JT Baker 9070, PA, USA), ciclohexano (Merck 109666,
Darmstadt, Alemania), isopropanol (Panreac 141090, Barcelona, Espafia) y &acido
sulfarico (Merck 100731, Darmstadt, Alemania).
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2.2.4 Rendimiento de peso seco

Al finalizar el cultivo, el pH fue llevado de 6,5 a 8,0 empleando una solucién acuosa 0,1 M
de NaOH, y se adicion6 alumbre comercial (Al,(SO,)3) hasta ajustar una concentraciéon
de 350 ppm para permitir la floculacion de la biomasa. La biomasa floculada fue
centrifugada a 4000 rpm en centrifuga Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32 de 14 cm de
radio (2500xg) durante 10 minutos, posteriormente fue lavada con agua destilada y
recentrifugada hasta reducir la concentracién teérica del alumbre en un 99%. La biomasa
se seco en liofilizador Labconco FreeZone 4.5 operado a temperatura de -52°C y presion
de 0,8 mBar durante 72 horas (113).

2.2.5 Disrupcion celular

Se tomaron alicuotas de biomasa liofilizada y se resuspendieron en 10 mL de agua
destilada en frasco plastico de tapa rosca capacidad 40 mL y didmetro 3 cm, hasta
alcanzar concentraciones celulares entre 8,9x10%" y 1,2x10% celulas-mL™, para posterior
disrupcion celular por ultrasonido mediante un sonicador Branson Sonifier 450 Digital y
cuerno de %2”, cuya frecuencia sonicacion es 20 kHz; se vari6 el porcentaje de amplitud
entre 40 y 70% y se determind la cinética de rompimiento celular, midiendo directamente
el niumero de células viables mediante el empleo de un Microscopio y azul de metileno
como colorante. La temperatura se mantuvo por debajo de los 20°C empleando un bafio
de agua con hielo. Durante la disrupcidn se realiz6 ciclos de 60 segundos de sonicacion y
20 segundos de pausa para evitar sobrecalentamiento en el sonicador. Las amplitudes
estudiadas fueron 40%, 50%, 60% y 70%, las amplitudes inferiores no fueron tenidas en
cuenta debido al bajo porcentaje de disrupcion, mientras que las amplitudes superiores
no fueron realizadas debido a especificaciones técnicas del sonicador empleado. Las
potencias especificas evaluadas fueron 1,4, 1,9, 2,4y 2,9 W-mL™ para las amplitudes 40,

50, 60 y 70% respectivamente.

2.2.6 Medicion del contenido total de lipidos por métodos
gravimétricos

A continuacion se describen los cinco métodos gravimétricos usados para la mediciéon de
lipidos:
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2.26.1 Extraccidon Soxhlet

Una muestra de 4 g de biomasa liofilizada fue depositada en el dedal del extractor
Soxhlet, Figura 2.1, 120 mL de bencina de petréleo empleados como solvente fueron
cargados en el balén y calentados a ebullicion a 60 °C empleando montaje Soxhlet E&Q
con control de temperatura; el solvente evaporado es condensado y cae en el dedal,
donde entra en contacto con la biomasa. Una vez el dedal se llenaba de solvente, éste se
descargaba en el bal6n a través de un sifén; dicho proceso constituye un ciclo. La
extraccion se suspendié después de 20 ciclos para intentar maximizar la extraccién de
lipidos (114).

Figura 2.1 Diagrama del equipo de extraccion Soxhlet. 1, Condensador; 2, Zona de
Extraccion; 3, Balén; 4, Sifén; 5, Muestra; 6, Dedal; 7, Vapor de solvente; 8, Solvente
condensado (114).

2.2.6.2 Método Bligh & Dyer original

Se sigui6 el método propuesto por Bligh & Dyer (1959), el cual consistié en realizar la
disrupcién por sonicacion de 0,5 g de biomasa liofilizada resuspendida en 4 mL de agua
destilada en frasco plastico de tapa rosca capacidad 40 mL y diametro 3 cm, siguiendo
procedimiento descrito en 2.2.5. Posteriormente se transfirié la suspension a un tubo tipo
Falcon de 50 mL se afiadié 5 mL de cloroformo, y 10 mL de metanol, y se agitdé con
vortex a 2000 rpm durante 30 segundos, seguidamente se adicionaron otros 5 mL de
cloroformo y 5 mL de agua destilada y se mezclé con vortex. Las fases fueron separadas
por centrifugacion a 900xg. Finalmente se adiciono 5 mL de cloroformo a la fase acuosa

para separar los lipidos remanentes, las fases se separaron nuevamente por
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centrifugacion, 900xg. La fase acuosa fue descartada, mientras que las fases organicas
obtenidas de las dos centrifugaciones fueron mezcladas. Se tomaron dos alicuotas de 5
mL de la solucién de lipidos en cloroformo en sendas cajas de Petri y se evaporo el
cloroformo en cabina de extraccion empleando una plancha de calentamiento Thermo
Scientific CIMAREC y se determiné la cantidad de lipidos extraidos gravimétricamente
empleando balanza analitica Mettler Toledo AB204-s (103).

2.2.6.3 Método Bligh & Dyer modificado por Inouye

A 0,5 g muestra liofilizada se le adiciond 5 mL de cloroformo y 5 mL de metanol en frasco
plastico de tapa rosca capacidad 40 mL y diametro 3 cm y se realiz6 la disrupcion celular
por sonicaciébn, como se describe en 2.2.5, posteriormente se adicion6 5 mL de
cloroformo y se realiz6 una segunda disrupcién en iguales condiciones que la primera
sonicacion. A continuacién se transfiri6 muestra a tubo tipo Falcon de 50 mL y se agregé
5 mL de agua destilada, se mezclé con vortex a 2000 rpm y se separaron las fases por
centrifugacion a 900xg. A la fase acuosa se adicionaron 5 mL de cloroformo para separar
lipidos remanentes y se mezcl6 con vortex a 2000 rpm, se separ0 nuevamente las fases
por centrifugacion a 900xg. Las fases organicas se mezclaron, se evaporo el cloroformo
y se determiné la cantidad de lipidos extraidos de igual manera que el método de Bligh &
Dyer (26).

2.2.6.4 Método Bligh & Dyer modificado por Manirakiza

A 0,5 g muestra liofilizada se le adicioné 10 mL de metanol y 5 mL de cloroformo en
frasco plastico de tapa rosca capacidad 40 mL y diametro 3 cm y se realiz6 la disrupcién
celular por sonicacion, como se describe en 2.2.5. Seguidamente se transfirié la totalidad
de la muestra en tubo tipo Falcon de 50 mL y se adicion6 5 mL de cloroformo y 9 mL de
agua destilada y se agitd con vortex a 2000 rpm; en seguida se centrifug6é a 900xg con el
fin de recuperar la fase organica. A la fase acuosa se agregé 1 mL de metanol y 9 mL de
cloroformo para recuperar los lipidos que alun remanentes en esta fase, a continuacion se
agité y se centrifugd nuevamente a 900xg y se recuper6 la fase organica, la cual fue
mezclada con la primera fase organica obtenida, mientras que la fase acuosa fue
descartada. Finalmente se evapor6 el cloroformo y se determiné la cantidad de lipidos

extraidos de igual manera que el método de Bligh & Dyer (104).
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2.2.6.5 Segunda modificacién de método Bligh & Dyer por Manirakiza

El procedimiento es muy similar al de la primera modificacion realizada por Manirakiza,
pero con solventes diferentes; el cloroformo fue reemplazado por ciclohexano mientras
qgue el isopropanol sustituyé el metanol; esta modificacién de reactivos fue propuesta
debido a su menor toxicidad (104).

2.2.7 Medicion de lipidos por colorimetria

30 mg biomasa liofilizada fueron agregados en frasco plastico de tapa rosca capacidad
40 mL y diametro 3 cm junto a 10 mL de mezcla de los solventes cloroformo-metanol (1:2
vIv) y se realizo la disrupcién celular por sonicacion como se describe en 2.2.5, para la
posterior extraccion de lipidos y su correspondiente cuantificacion por el método
modificado de espectrofotometria propuesto por Marsh & Weinstein (1966). La biomasa
estuvo en reposo durante 5 horas con la mezcla de solventes a temperatura ambiente
para intentar aumentar la extraccion. Posterior a la extraccién de los lipidos, se agité a
2000 rpm con vortex durante 30 segundos y se retird la biomasa residual por
centrifugacion a 800xg, a la cual se adicioné 5 mL de la mezcla de solventes y realizé
una segunda extraccion a la biomasa durante 15 horas bajo las mismas condiciones para
recuperar los lipidos remanentes en ésta, la biomasa fue centrifugada nuevamente a
800xg y descartada mientras que los solventes recuperados fueron mezclados con los
obtenidos de la primera extraccion. A continuacion se adiciond 5 mL de agua y 5 mL
cloroformo a los solventes para formar una relacion de cloroformo-metanol-agua 2:2:1; la
fase acuosa liviana que contiene el metanol, se retir6 después de centrifugar a 800xg
empleando pipeta Pasteur. Finalmente de la solucién de lipidos en cloroformo se tomo
alicuotas de 300 pL en tubos de ensayo de 10 mL, se les evapor6 el solvente mediante
bafio de agua a 90°C y se les carboniz6 los lipidos con 2 mL de &cido sulftrico, a 90°C
durante 30 minutos; seguidamente, las muestras se enfriaron y se diluyeron con 4 mL de
agua destilada y se les midi6 la absorbancia a 375 nm en un espectrofotometro Thermo
Scientific Genesys 20, empleando celda de absorbancia plastica de 2 mL de capacidad y

trayectoria de luz de 1 cm (109).

La curva de calibracion se realizé6 empleando una solucion de aceite de Chlorella vulgaris

en cloroformo con concentracién de 0,78 mg-mL'l; la evaporacion del cloroformo y la
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carbonizacién de lipidos se realiz6 a alicuotas de solucién de 50, 100, 150, 200, 300, 500

y 1000 pL, como blanco se emple6 200 uL de cloroformo.

2.2.8 Disefio experimental, analisis estadistico y modelo cinético

Se realizd un experimento totalmente aleatorizado para disrupcion celular y medicién de
lipidos. La disrupcion celular se realizd por duplicado, los métodos gravimétricos de
cuantificacion de lipidos se realizaron por triplicado y se hizo 7 repeticiones del método
colorimétrico. Las barras de error corresponden a la desviacion estandar. Se realiz6
andlisis de varianza (ANAVA) con un nivel de significancia del 5% a los datos de
contenido de lipidos obtenidos por los seis métodos de extraccion y al porcentaje de
disrupcion obtenido bajo las diferentes condiciones de sonicacion. Se establecieron las
diferencias entre tratamientos mediante prueba de Tukey con una significancia del 5%.

La cinética de ruptura celular se ajusté al modelo mostrado en la Ec. 2.1, donde M es el
porcentaje de mortalidad en el instante de tiempo t, en minutos, M.« €S el porcentaje
maximo tedrico de disrupcion celular, mientras que k es la constante de proporcionalidad
de primer orden de la velocidad de disrupcién (115). Para el ajuste se emple6 el software
TableCurve 2D® (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).

M=M,_[L—e") (Ec. 2.1)

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Disrupcion celular

La Figura 2.2 muestra el efecto positivo en el aumento de la potencia especifica sobre el
porcentaje de células rotas; sin embargo para la maxima potencia especifica estudiada,
2,9 W-mL™, ocasionaba una alta cavitacion provocando la formacién de una gran
cantidad de espuma, obligando a pausas prolongadas en la sonicacidon en espera que
ésta desapareciera, ya que la espuma generada causaba una disminucion en la potencia

de sonicacion en hasta un 50%, llevando a que las condiciones de disrupcién no fueran
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constantes para la amplitud evaluada. Por lo anterior se escogid la potencia especifica

2,4 W-mL" para estudios posteriores.

90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -

Porcentaje disrupcion

20% -

10% - +/’,$
O%Ll.—’_.’——% . . . ‘ . .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo sonicacién (min)

Figura 2.2 Efecto de la amplitud de sonicacion en la cinética de disrupcién celular de la
microalga Chlorella vulgaris suspendida en agua destilada. Densidad celular:
1,2x10° células-mL™. Potencia especifica de sonicacion: (0): 1,4 W-mL™; (0): 1,9 W-mL™;
(A): 2,4 W-mL™; (0): 2,9 W-mL™. n=2 Barra error:; 1 Desv. Estandar

La Figura 2.3 muestra el efecto de la concentracion inicial de células suspendidas en
agua en la ruptura por sonicacion; se observa que la maxima pendiente en la disrupcion,
durante los primeros 6 minutos de la suspensién mas concentrada es tan s6lo un 15%
mayor a la suspension de minima concentracion durante el mismo tiempo, a pesar que
es aproximadamente 14 veces mayor la densidad celular, estadisticamente, segun el
andlisis de varianza, Tabla 2.1, el p-valor del efecto de la concentracién celular sobre la
disrupcién celular es del 15,06%, mientras que el p-valor del efecto del tiempo es de
0,027%, de lo cual se concluye que dentro el intervalo estudiado de concentracién
celular, ésta no incide en la ruptura en los primeros 6 minutos de disrupcion, lapso en el
cual el tiempo si incidio en la disrupcién celular; esto quiza debido a que para el rango de

concentracion celular estudiado, ésta no fue lo suficientemente alto para incidir en el
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peso seco de la solucién, por lo cual se recomienda para estudios posteriores tomar un
intervalo mas amplio del porcentaje de biomasa seca en la suspensiéon a sonicar al

estudiado, el cual estuvo entre 0,13% y 1,9% w/v.

100%
90% -
80% -
70% |
60% -
50% -
40% -
30% -
20%
10% -

00/0 . T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo sonicaciéon (min)

Porcentaje disrupcion

Figura 2.3 Efecto de la concentracion celular inicial en la disrupcién de microalga
suspendida en agua destilada; potencia especifica de sonicacién 2,4 W-mL™.
(0): 8,9x10% células-mL™?; (0): 1,6x10% células-mL™; (A): 1,2x10% células-mL™. n =2.

Barra error: 1 Desv. Estandar

Tabla 2.1 ANAVA efecto de la concentracion celular y el tiempo sobre el porcentaje de

disrupcion en los primeros 6 minutos de sonicacion

Origendelas Sumade Gradosde Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F p-valor

Concentracion  0,0214 2 0,0107 3,154 15,06%

Tiempo 0,8125 2 0,4062 119,6 0,027%
Error 0,0135 4 0,0033

Total 0,8475 8
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En la Figura 2.3 también puede apreciarse que el porcentaje maximo de disrupcion
celular alcanzado fue de aproximadamente 92%, después de 18 minutos de disrupcién,
sin embargo el p-valor del efecto del tiempo a partir de los 12 minutos para una regresion
lineal es del 19%, ver Tabla 2.2. Debido a lo anterior se concluyé que el mejor tiempo de
sonicacion que debia ser empleado estaba alrededor de los 10 minutos para una
potencia especifica de sonicacion de 2,4 W-mL™. El porcentaje de rompimiento celular
demuestra la eficiencia de la sonicacién para tal fin, pues las microalgas se caracterizan
por una gruesa pared celular, la cual hace que éstas presenten mayor dificultad para su
rompimiento en comparacion con otros seres unicelulares como las bacterias o las

levaduras (22).

Tabla 2.2. Coeficientes de regresion lineal porcentaje de disrupcién celular en funcion del

tiempo, después de 12 minutos de sonicacion

Coeficientes Error tipico Estadisticot p-valor
Intercepto 0,825 0,025 32,7873 1,91%
Pendiente 0,0053 0,0017 3,2243 19,1%

El modelo propuesto de la cinética de disrupciéon celular, Ec. 2.1, ajustdé con un
coeficiente de determinacion (R? igual a 0,987 para una potencia especifica de
sonicacion de 2,4 W-mL™y densidad celular de 1,6x10® células-mL™. Donde los valores
ajustados de M., Y k fueron 92,7 + 1,0% y 0,258 + 0,043 min, respectivamente con
una confianza del 95%. Para las concentraciones celulares de 8,9x10° células-mL™ y
1,2x10° células-mL™*, se determinaron el parametro k de 0,258 + 0,029 mint vy
0,332 + 0,043 min, es decir que para un regresion lineal, el p-valor de la pendiente en el
efecto de la concentracion celular en el parametro k es 6,2%, Tabla 2.3, lo cual ratifica la

no incidencia de la concentracién celular en la disrupcion para el intervalo estudiado.

Tabla 2.3. Coeficientes de regresion lineal del parametro k en funcién de la densidad

celular inicial de sonicacién

Coeficientes Error tipico Estadistico t p-valor
Intercepto 0,250 0,018 13,6167 0,0168%
Pendiente  6,45x10™ 2,50x10™" 2,5818 6,12%
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Adicionalmente, se correlacioné de manera lineal el efecto de la potencia especifica
sobre el parametro k, Tabla 2.4 y Figura 2.4, con un coeficiente R? de 0,994, dando como
pendiente e intercepto 0,254 + 0,019 mL-W'min® y -0,342 + 0,042 min™ con una
significancia del 5%, respectivamente; de lo cual se concluye que para potencias
especificas por debajo de 1,35 W-mL™ no hay disrupcion celular para el caso de la

microalga Chlorella vulgaris.

Tabla 2.4. Coeficientes de regresion lineal del pardmetro k en funcién de la potencia
especifica de sonicacién

Coeficientes Errortipico Estadisticot p-valor
Intercepto -0,342 0,017 -20,0867 9,89x10%%
Pendiente 0,254 0,0078 32,6015 5,54x10%04

0,45
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T 0.25 -

%0,20 ]
0,15 -
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0,00 . .
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Potencia Especifica (W-mL-)

Figura 2.4 Efecto de la potencia especifica de sonicacion en el pardmetro k, para

microalga Chlorella vulgaris. Barra error: 1 error estdndar de regresion

Furuki et al. (2003) reportan para la microalga Spirulina también una tendencia lineal del
parametro k en funcion de la potencia especifica, reportando valores aproximados entre

0,2 y 1,5 min® para valores de potencias especificas entre 10 y 80 W-mL?,



48 Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso en

la produccion de biodiesel

respectivamente, empleando frecuencia de sonicacion de 20 kHz (116), es decir que para
una potencia especifica de 2,4 W-mL™, el valor de k est4 estimado en aproximadamente
0,11 min®, dando a entender que la microalga Chlorella vulgaris presentd menor
resistencia a la disrupcion esto quiza debido a la forma de crecimiento colonial de la
microalga Spirulina, lo cual actia a manera de proteccién, en este caso de la disrupcion
(117). Por otro lado, Choonia & Lele (2011) empleando también un sonicador Branson
Sonifier 450 y la bacteria Lactobacillus acidophilus, la cual no cuenta con pared celular,
encontraron un comportamiento lineal en el efecto de la potencia especifica sobre k, sin
embargo para esta bacteria se estimé k en aproximadamente 1,0 min™ y la mortalidad
méaxima en 100% para una potencia especifica de 2,4 W-mL™ (118), lo cual demuestra el
efecto protector de la pared celular con la que cuenta las microalgas como Chlorella

vulgaris.

Gavand et al. (2007) reportan una disrupcion celular maxima de 33% para la microalga
Dunaniella salina empleando sonicacién durante 20 minutos, sin embargo la frecuencia
empleada por ellos fue 1,4 kHz, es decir 14 veces menor a la empleada en la presente
investigacion (115). La disrupcion celular de eritrocitos, cuya estructura celular no cuenta
con pared celular, mediante sonicacion también es reportada, alcanzando un porcentaje
de ruptura celular del 91% con tan sélo 10 segundos de sonicacién, sin embargo con una
frecuencia de 360 kHz (107).

2.3.2 Comparaciéon metodos gravimétricos de medicion de
lipidos
Bligh & Dyer (1959) propusieron un método gravimétrico para la determinacion de lipidos
totales a partir de tejido fresco de pez, el cual se caracterizé por su simplicidad, rapidez y
reproducibilidad. A pesar que las células animales no presentan pared celular, se
determiné que la extraccion Optima de lipidos se obtenia cuando la muestra era
homogenizada junto con los solventes (103), por lo cual se propuso originalmente una
simple homogenizacion empleando una licuadora. Para el caso de las modificaciones por
Inouye y por Manirakiza, se sugirieron alteracion al procedimiento original, sin embargo la
extraccion se realizé a células animales, pero esta vez la disrupcién celular se llevé a
cabo empleando un homogenizador (26; 104). Lee et al. (2010) y Zheng et al. (2011)

siguieron la metodologia propuesta por Bligh & Dyer para la determinacion de lipidos
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totales de diferentes microalgas, con una modificacién similar a la propuesta por Inouye,
donde evaluaron diferentes tipos de técnicas de disrupcion celular, entre ellas la
sonicacion, sin embargo no determinaron el porcentaje de disrupcion de estos métodos

bajo las condiciones estudiadas (24; 25).

La Figura 2.5 detalla los resultados del contenido de lipidos extraidos de la microalga a
partir de los diferentes métodos gravimétricos estudiados, adicionalmente la Tabla 2.5
muestra el andlisis de varianza del efecto del método de extraccion sobre el contenido de
lipidos extraidos. Se observa la baja eficiencia de la extraccion Soxhlet y la segunda
modificacion de Manirakiza del método de Bligh & Dyer, métodos que tienen en comun el
empleo de solventes diferentes a la mezcla cloroformo-metanol, pues usan bencina de
petréleo y ciclohexano-isopropanol, respectivamente, lo cual lleva a concluir que la
seleccion del solvente para la extraccion es un factor importante para realizar la
extraccion, debido a la baja eficiencia para la extraccion de lipidos de microalgas a partir
de dichos solventes en comparacibn a la mezcla metanol-cloroformo. Otras
investigaciones también reportan la menor eficiencia de solventes como hexano, éter de
petréleo, DMC-hexano, acetona-hexano con respecto a la mezcla metanol-cloroformo
para la extraccion de lipidos de diferentes fuentes como leche en polvo, margarina,

huevos, harina de pescado o incluso microalgas (104; 119)

Tabla 2.5. ANAVA efecto de método de extraccion sobre el contenido de lipidos extraido

Origendelas Sumade Grados de Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F p-valor
Metodo de 4 y5709 5 0,001142 129,16  8,83x107%%
extraccion
Error 0,000133 15 8,840x10%
Total 0,005842 20

Segun la Tabla B.2, del Anexo B, El método de Bligh & Dyer, asi como su modificacion
por Inouye y su modificacion por Manirakiza tienen resultados de extraccion
estadisticamente iguales con una significancia del 5% de acuerdo a la prueba de Tukey,
de lo cual se concluye que las alteraciones al método propuesto en 1959, segunda

disrupcién celular y menor empleo de solventes para el caso de la modificacion de
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Inouye, o el empleo de una mayor cantidad de solventes para el caso de la modificacion
de Manirakiza, o incluso el orden de la adicion de los solventes de estas dos
modificaciones, no aportan diferencias significativas en la extraccién de lipidos para la
microalga utilizada. Por lo cual se concluye que para extracciones gravimétricas de
lipidos de microalgas el método de Inouye es el mas conveniente debido que el costo
correspondiente al empleo de solventes, segun precios ICIS es un 27% y 38% menor que
los métodos Bligh & Dyer original y Bligh & Dyer modificado por Manirakiza (120),
respectivamente, pero realizando una sola disrupcion celular, pues la segunda disrupcion
no tiene efecto positivo sobre la extraccion, debido a que se demostro la saturacion en el
porcentaje de mortalidad después de los 12 minutos de sonicacion bajo las condiciones
de estudio.

6%

a [a
5%: T a l
i

4%

3%

2%

Contenido Lipidos (% PS)

1%

c

0% e
Extraccion Bligh & Dyer Bligh & Dyer Bligh & Dyer Bligh & Dyer Método
soxhlet original modificado modificado  modificacion 2 colorimétrico
Inouye Manirakiza Manirakiza Marsh &
Weinstein

Método de extraccion de lipidos

Figura 2.5 Porcentaje de lipidos extraidos en peso seco de la microalga Chlorella
vulgaris LAUN 002 con cada método de extraccion evaluado. Métodos gravimétricos n=3,
método colorimétrico n=7. Barra error: 1 Desv. Estandar. Letras diferentes indican

diferencia significativa con una confianza del 95% acorde a prueba de Tukey.

El empleo de la extraccién Bligh & Dyer modificada por Inouye como técnica industrial de
recuperacion de lipidos es un proceso altamente costoso, haciéndolo poco factible como

técnica de recuperacion de aceites de microalgas para la produccién de biodiesel pues el
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s6lo proceso de disrupcién y extraccion tendrian un costo estimado entre US$ 1,0y 1,1
por 1 kg de biomasa de microalga seca bajo las condiciones estudiadas, por lo cual seria
fundamental que ésta tenga un alto contenido de lipidos en peso seco para hacer menos
costoso el proceso, es decir que con un estimado de 30% PS, para cada kilogramo de
lipidos los costos asociados a la sola extraccion seria de US$ 3,6, valor que no incluye
costos de cultivo y recuperacion de biomasa, es decir 3 veces el precio de venta del
aceite de palma crudo en Colombia (US$ 1,19 el kilogramo) (121), por lo cual seria
necesario optimizar el uso de los solventes, ademéas de considerar su reutilizacion, en

especial el metanol, por su mayor costo.

Finalmente, la extraccién Soxhlet arroj6 el resultado mas bajo, esto debido a dos motivos,
el primero de ellos la seleccion del solvente empleado, es decir la bencina de petréleo, la
cual fue escogida gracias a su baja toxicidad, alta volatilidad y su bajo costo; y el
segundo es la ausencia de un método de disrupcion celular, debido a que éste fue
reemplazado por el uso de calor y mayor tiempo de extraccion, aproximadamente 5
horas, haciéndolo asi un proceso lento en comparacion a la extraccion propuesta por
Bligh & Dyer (104; 114). A pesar que la extraccion Soxhlet es un proceso
energéticamente mas costoso que la extraccion de Bligh & Dyer, la eficiencia para
recuperar los lipidos de la microalga del primero no superé el 2,5% en relacion a este
ultimo, convirtiéndolo asi en un proceso poco atractivo para la recuperacion gravimétrica

de lipidos de las microalgas.

2.3.3 Calibracién método colorimétrico para medicion de lipidos
de microalga

Para la medicion de lipidos por espectrofotometria, se realizé curva de calibracion de

absorbancia a una longitud de onda de 375 nm debido a la mayor sensibilidad en la

deteccion de aceites a dicha longitud de onda en funcién de la cantidad de lipidos (109),

Figura 2.6. Se emple6 como patron los mismos lipidos extraidos en los métodos previos

gravimeétricos, pues el tipo de patron empleado tiene incidencia al realizar la curva de

calibracion de la absorbancia (109).
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Figura 2.6 Curva de calibracién Absorbancia a 375 nm en funcion de la cantidad de

lipidos, microalga Chlorella vulgaris, n=3, Barra error: 1 Desv. Estandar

La Figura 2.5 muestra adicionalmente la similitud en la cantidad de los lipidos extraidos
por el método de Bligh & Dyer (1959) con la cantidad de lipidos estimada por
espectrofotometria, estadisticamente iguales con una significancia del 5%, lo cual
permite concluir la confiabilidad del método colorimétrico propuesto por Marsh &
Weinstein en 1966 para medir lipidos totales en la microalga utilizada. Finalmente, lo
anterior resulta ser esperado, dado que a partir de los resultados de los métodos
gravimétricos evaluados las diferencias en el procedimiento no dieron aportes
significativos en el contenido de lipidos extraidos cémo si lo hizo el solvente empleado,
los cuales fueron los mismos entre el método colorimétrico estudiado y los propuestos
por Bligh & Dyer.



3.Microalgas Scenedesmus ovalternus,

Chlorella vulgaris, Nannochloropsis sp.,
Isochrysis sp. y Botryococcus braunii
como fuentes potenciales de biodiesel

RESUMEN

La presente investigacion evalud la composicion y capacidad de acumulacion de lipidos
en cuatro microalgas nativas de Colombia y un alga de referencia (Botryococcus braunii),
como fuentes potenciales para la produccién de biodiesel. Las microalgas de agua dulce
(Scenedemus, Chlorella y Botryococcus) fueron cultivadas en medio BBM, mientras que
las microalgas marinas (Nannochloropsis e Isochrysis) se cultivaron en medio f/2; los
cultivos fueron realizados a 40 pE-m?.s™, ciclo de luz y oscuridad de 18:6 LO, 24°C y
aireacion con aire atmosférico. Scenedemus y Chlorella presentaron las mayores
productividades de lipidos con 18,8 y 18,7 mg-L™*.dia™, respectivamente, mientras que
las microalgas marinas Nannochloropsis e Isochrysis tuvieron las menores
productividades de lipidos: 10,8 y 4,9 mg-L™*-dia™, respectivamente. La productividad de
lipidos de la microalga Botryococcus fue 10,0 mg-L™-dia™. Las anteriores productividades
de lipidos son entre 1,1 y 4,1 veces mayores que la productividad de aceite de la palma
africana, actual materia prima empleada en Colombia para la produccion industrial de
biodiesel. De acuerdo con la caracterizacion de los acidos grasos producidos por las
microalgas estudiadas, todas pueden ser empleadas en la produccién de biodiesel,

debido a la similitud de estos con aceites ya empleados en la produccion de biodiesel.

Palabras claves: Microalga, Scenedesmus, Chlorella, Nannochloropsis, Isochrysis,

Botryococcus, lipidos, biodiesel
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Abstract

This research evaluated the ability to accumulate lipids and their composition of five
microalgae, four of them native from Colombia and one reference alga (Botryococcus
braunii), as potential feedstocks for biodiesel production. The freshwater microalgae
(Scenedesmus, Chlorella and Botryococcus) were cultured in BBM, whereas the
seawater microalgae (Nannochloropsis and Isochrysis) were cultured in 1/2; the cultures
were maintained at 40 pE-m?.s?, 18:6 hours of light and dark cycle, 24°C and aeration
with atmospheric air. Chlorella and Scenedesmus had the highest lipid productivity: 18.8
and 18.7 mg-L'.day®, respectively, while seawater microalgae Isochrysis and
Nannochloropsis had the lowest productivity of lipids: 4.9 and 10.8 mg-L™*.day®,
respectively; the lipid productivity of the microalga Botryococcus was 10.0 mg-L™*-day ™.
The above productivities are among 1.1 and 4.1 times longer than the productivity of palm
oil, current feedstock for the industrial production of biodiesel in Colombia. According to
the characterization of the fatty acids produced by the microalgae studied, the five
microalgae can be employed in the production of biodiesel because their oils have

similarity with the oils used in the production of biodiesel.

Keywords: Microalgae, Scenedesmus, Chlorella, Nannochloropsis, Isochrysis,

Botryococcus, lipids, biodiesel.

3.1 Introduccidn

En los Ultimos afos ha sido de gran interés el desarrollo de nuevas tecnologias para la
obtencion de biocombustibles, las cuales permitirian disminuir la dependencia al petréleo,
uno de los combustibles responsables de la emision al medio ambiente de CO,, causante
del efecto de calentamiento global (8; 48; 49). Los biocombustibles actualmente
empleados como el biodiesel, sin embargo, presentan serias desventajas. De un lado, la
generacion de sus materias primas tradicionales requiere de grandes extensiones de
tierra, lo que reduce el area disponible para otros cultivos necesarios y puede causar una
crisis en la seguridad alimentaria (10). Asimismo, la produccion de estos biocombustibles
también tiene potenciales impactos negativos en el ambiente, los cuales incluyen
deforestacion y pérdida de biodiversidad (12; 13; 57; 69).
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Las microalgas son seres capaces de asimilar el CO, presente en el aire empleando luz
solar, agua y algunos nutrientes para producir diversos productos naturales de alto valor
agregado, tales como proteinas y lipidos (16; 42; 122). Muchas especies de microalgas
acumulan durante su crecimiento significativas cantidades de lipidos que pueden
extraerse y destinarse a usos diversos de acuerdo con su composicion (16; 79). Dentro
de la enorme variedad de lipidos producidos por las microalgas, se destacan los
triglicéridos de cadenas saturadas y poliinsaturadas, lipidos variados de alto peso
molecular (hasta C,) y acidos grasos libres (como los &acidos eicosapentanoico,
linolénico y docosahexaenoico) de alto valor nutricional y farmacéutico (73; 123). De esta
manera, los triglicéridos producidos hacen de las microalgas una fuente alterna a las

convencionales, como la palma africana, para la obtencion de biodiesel (16).

Las microalgas tienen una serie de ventajas comparadas con plantas oleaginosas como
la palma africana, entre las cuales estan una mayor productividad de aceites por unidad
de tiempo y area (hasta 23 veces) (16), posibilidad de cultivo en zonas no aptas para la
agricultura como los desiertos, e incluso pueden ser cultivadas con agua de mar (30),
Algunas de las microalgas que son capaces de acumular grandes cantidades de aceite
son Botryococcus braunii, Nannochloropsis sp. Chlorella vulgaris, Isochrysis sp. y
Scenedesmus sp., para los cuales se han reportado concentraciones de aceite de hasta
75%, 68%, 56%, 33% Yy 27% de la biomasa seca, respectivamente (16; 31; 32)

El cultivo masivo de microalgas para la produccion de biodiesel debe superar una gran
cantidad de retos, el primero de ellos es quiza la adaptacibn a las condiciones
ambientales del ecosistema local, por lo cual se prefiere estudiar cepas nativas a cepas
modificadas genéticamente, pues aquellas se caracterizan por tener mayor tolerancia a la
contaminacién y a las condiciones medioambientales, permitiendo que el control de las
condiciones de cultivo sea menos riguroso (28; 29). Las cepas de microalgas
mencionadas previamente ademas de acumular altos niveles de lipidos, se caracterizan
por su rapido crecimiento y comprobada adaptacion a las condiciones climatoldgicas
colombianas gracias a que se han encontrado cepas nativas de dichas microalgas en el

territorio nacional, lo cual las hace idéneas para la evaluacion como potencial fuente de
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biodiesel a nivel de Colombia, pais que cuenta con una alta rigueza hidrica y luminica,

propicio para el cultivo de microalgas (33; 34; 35)

Colombia es un pais tropical con condiciones adecuadas para el cultivo de microalgas,
haciendo necesario realizar estudios que permitan seleccionar microalgas con
perspectivas para su uso como posible materia prima de aceites para la produccién de
biodiesel, el anterior fue el objetivo de esta investigacion, en la cual se cultivaron a escala
laboratorio las microalgas colombianas Chlorella vulgaris, Scenedesmus ovalternus,
Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. y la cepa foranea Botryococcus braunii UTEX 572,

esta Ultima empleada como microalga de referencia.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Mantenimiento de microalgas

Fueron utilizadas las cepas de microalgas nativas colombianas Scenedesmus ovalternus
LAUN 001, Chlorella vulgaris LAUN 002, Nannochloropsis sp. LAUN 004 e Isochrysis sp.
LAUN 011, mantenidas en el Laboratorio de Cultivo de Algas de la Universidad Nacional
de Colombia y la microalga Botryococcus braunii UTEX 572, obtenida de la Universidad
de Texas, Estados Unidos. Las cepas de agua dulce LAUN 001, LAUN 002 y UTEX 572
fueron mantenidas en medio BBM estandar, mientras que las cepas de agua marina
LAUN 004 y LAUN 011 se incubaron en medio f/2 estandar (salinidad media 50 g-L™)
(Anexo A) (112); ambos medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C
durante 30 minutos. Las condiciones de cultivo incluyeron una temperatura de 24 + 2 °C,
lamparas fluorescentes Sylvania Daylight F48T12/D 39W como fuente de iluminacién
artificial con irradiancia de 40 + 2 puE-m?.s™, fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 de
oscuridad (18:6 LO), aireacion de 0,7 vvm empleando aire atmosférico filtrado a 0,22 pum.
El cultivo de mantenimiento se realiz6 en botellas de vidrio planas de 4,5 cm de espesor
y capacidad de 330 mL con volumen de cultivo de 200 mL, se realizé resiembra
semanalmente empleando inéculo del 5% v/v, en el caso de la cepa Botryococcus la

resiembra fue quincenal.
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3.2.2 Condiciones de cultivo

El cultivo de las diferentes microalgas se realiz6 por triplicado en botellas de vidrio y
medio de cultivo segun se describe en 3.2.1. Las condiciones de crecimiento fueron:
volumen de medio de cultivo 100,0 + 0,5 mL, densidad celular inicial: ~1x10° células-mL™*
para las microalgas LAUN 001, LAUN 002, LAUN 004 y UTEX 572 y ~1x10° células-mL™
para la microalga LAUN 011; Temperatura 24 + 2 °C; 2 lamparas fluorescentes Sylvania
Daylight F48T12/D 39W como fuente de iluminacién artificial con fotoperiodo 18:6 LO e
irradiancia de 40 + 2 pE-m?.s* y aireacién a 0,7 vwm con aire atmosférico filtrado a
0,22 pym (CO, estimado en 350 ppm). El tiempo de cultivo fue hasta llegar a fase

estacionaria.

3.2.3 Medicion de crecimiento

El crecimiento en los diferentes cultivos fue determinado mediante conteo celular directo

diario empleando una cadmara de Neubauer y un microscopio LEICA DME.

3.2.4 Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos grado analitico en los ensayos de cuantificacion y
caracterizaciéon de lipidos totales: cloroformo (JT Baker 9180, Avantor Performance
Material, Central Valley, PA, USA), metanol, (JT Baker 9070 Avantor Performance
Material, Central Valley, PA, USA), acido sulfdrico al 97% (Merck 100731, Darmstadt,
Alemania), tolueno (Merck 108323, Darmstadt, Alemania), dimetilsulféxido DMSO (Merck
802912, Darmstadt, Alemania), n-hexano (Merck 104368, Darmstadt, Alemania),
diclorometano (Merck 106054, Darmstadt, Alemania) y FAME Mix 35077 (Restek
Corporation. Bellefonte, PA, USA).

3.2.5 Rendimiento de peso seco

Al finalizar el cultivo, la totalidad de la biomasa fue centrifugada a 4000 rpm en centrifuga
Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32 de 14 cm de radio (2500xg) durante 10 minutos, lavada

2 veces con agua destilada, recentrifugada, recuperada y secada en liofilizador Labconco
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FreeZone 4.5 operado a temperatura de -52°C y presion de 0,8 mBar durante 72 horas
(113).

3.2.6 Contenido de lipidos totales

La biomasa liofilizada se rompié mediante sonicacion empleando Branson Sonifier 450
Digital y cuerno de '2” en frasco plastico de tapa rosca capacidad 40 mL y diametro 3 cm
empleando 10 mL de una mezcla de solventes cloroformo-metanol (1:2 v/v) durante 10
minutos con una potencia especifica de 2,4 W-mL™; la temperatura se mantuvo por
debajo de los 20°C empleando un bafio de agua con hielo. Durante la disrupcion se
realizd ciclos de 60 segundos de sonicacién y 20 segundos de pausa para evitar
sobrecalentamiento en el sonicador. Seguida de la disrupcion, la biomasa estuvo en
reposo durante 5 horas con la mezcla de solventes a temperatura ambiente para intentar
aumentar la extraccion. Posterior a la extraccion de los lipidos, se agit6 a 2000 rpm con
vortex durante 30 segundos y se retird la biomasa residual por centrifugacion a 800xg, a
la cual se adiciond 5 mL de la mezcla de solventes y realizé una segunda extraccion a la
biomasa durante 15 horas bajo las mismas condiciones para recuperar los lipidos
remanentes en ésta, la biomasa fue centrifugada nuevamente a 800xg y descartada
mientras que los solventes recuperados fueron mezclados con los obtenidos de la
primera extraccion. A continuacion se adicion6 5 mL de agua y 5 mL cloroformo a los
solventes para formar una relacion de cloroformo-metanol-agua 2:2:1; la fase acuosa
liviana que contiene el metanol, se retir6 después de centrifugar a 800xg empleando
pipeta Pasteur. Finalmente de la solucion de lipidos en cloroformo se tomé alicuotas de
300 uL en tubos de ensayo de 10 mL, se les evapor6 el solvente mediante bafio de agua
a 90°C y se les carboniz6 los lipidos con 2 mL de &cido sulfarico, a 90°C durante 30
minutos; seguidamente, las muestras se enfriaron y se diluyeron con 4 mL de agua
destilada y se les midié la absorbancia a 375 nm en un espectrofotémetro Thermo
Scientific Genesys 20, empleando celda de absorbancia plastica de 2 mL de capacidad y

trayectoria de luz de 1 cm (109).

3.2.7 Caracterizacion lipidos

Para la caracterizacion de lipidos se realizé la derivatizacion de éstos por catalisis acida

a 90°C como se describe a continuacién. La totalidad de la solucion de lipidos obtenida
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de la extraccién se deposité en un tubo de ensayo con tapa rosca de 30 mL y se le retiré
por arrastre el cloroformo empleando una corriente de CO,; seguidamente a la muestra
se le agreg6 2148 pL de metanol, 990 uL de tolueno, 66 pL de &cido sulfurico, 1000 uL
de DMSO y 2000 pL de n-hexano. A continuacién se sell6 el tubo y se mantuvo en
reposo durante 2 horas en un bafio de agua hirviendo (~92°C) para permitir la metilacion;
al finalizar dicho periodo se enfrid y se tom6 una alicuota de 1000 pL de la fase liviana de
n-hexano donde se encontraban solubilizados los metil ésteres de acidos grasos (FAME
por sus siglas en inglés), a la cual también se le separé por arrastre el solvente
empleando una corriente de CO,. Los FAME fueron redisueltos empleando 300 pL de
Diclorometano, de los cuales 200uL fueron inyectados para cromatografia de gases.

Los FAME se analizaron en un cromatégrafo de gases Shimadzu GC-14A equipado con
un detector de ionizacién de llama (260°C). La separacién se llev6 a cabo con una
columna Supelco® Omegawax 320, de 30 m x 0.32 mm x 0.25 uym de grosor de pelicula.
La separacion se realiz6 mediante una rampa de temperatura (temperatura inicial de
80°C, 10°C/min hasta 190°C, 20 min a 190°C, 2°C/min hasta 220°C y 10 min 220°C). Se
utilizé helio pureza 99.999% como gas transportador y la inyeccién se hizo en modo
"split" (relacién 1:50). Los FAME se identificaron por comparacion con los tiempos de
retencién de una mezcla estandar de acidos grasos FAME Mix 35077. Cada acido graso
se reporta como porcentaje del total de acidos grasos identificados en cada microalga

analizada.

3.2.8 Ajuste cinéticas de crecimiento

A cada cultivo se le ajusto el modelo de crecimiento logistico descrito en la Ec. 3.1.

XX e
X + X (6" 1)

(Ec. 3.1)

En la Ec. 3.1. X es la densidad celular (células-mL'l), Xo Y Xmax SON las densidades
celulares inicial y méaxima, respectivamente (células-mL™), p es la Velocidad especifica
de crecimiento aparente (dia™) y t es el tiempo de cultivo (dia). Para el ajuste se emple6

el software TableCurve 2D® (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).
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3.2.9 Disefio experimental y analisis estadistico

Se realizé un disefio experimental totalmente aleatorizado de clasificacién con tres
repeticiones por cada microalga evaluada. Se realizaron analisis de varianza (ANAVA)
con una confianza del 95%, se establecieron las diferencias entre las microalgas
estudiadas mediante prueba de Tukey con una significancia del 5% y se determinaron los
intervalos de confianza para los valores de velocidad especifica de crecimiento W,
productividad de biomasa, contenido de lipidos y productividad de lipidos mediante
prueba t de Student con un nivel de significancia del 5%. Las barras de error presentadas

en las figuras corresponden a una desviacion estandar.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Crecimiento microalgas

Las curvas de crecimiento de las microalgas son mostrados en la Figura 3.1 y la Figura
3.2, donde se observa la fase exponencial de cada una de ellas. En el caso de las
microalgas de agua dulce Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris, la fase
exponencial se extiende durante 6 dias, la etapa exponencial de las microalgas marinas
Nannochloropsis sp. e Isochrysis sp. es mas corta, de sélo 3 dias; lo anterior es un
primer indicio que lleve a pensar que todas las microalgas sean aptas para su cultivo
masivo, dada los altos tiempos de duplicaciéon. Finalmente para la cepa Botryococcus
braunii UTEX 572, se aprecia una lenta velocidad de crecimiento como lo han descrito
investigaciones previas, debido principalmente a la gran cantidad de lipidos sintetizados
por ella (79), haciendo que durante 11 dias su densidad celular tan sélo se triplicase, muy
inferior a las microalgas Scenedesmus ovalternus, Chlorella vulgaris, Nannochloropsis
sp. e Isochrysis sp., las cuales aumentaron su densidad celular al cabo de su crecimiento

21, 34, 16 y 33 veces respectivamente.

Otras investigaciones reportan para la microalga Scenedesmus un aumento aproximado
de la densidad celular de 16 veces en 15 dias (87) y 22 veces en 7 dias (31); para la
microalga Chlorella sp. se reporta un crecimiento cercano a las 50 veces en 14 dias
(124), 10 veces en 24 dias empleando agua de mar (32), 15 veces en 15 dias (125), 16
veces en 6 dias empleando un medio heterotrofico con glucosa (126). En el caso de la

microalga Nannochloropsis sp. se ha reportado un aumento de 128 veces su biomasa en



Capitulo 3: Microalgas Scenedesmus ovalternus, Chlorella vulgaris, 61
Nannochloropsis sp., Isochrysis sp. y Botryococcus braunii como fuentes

potenciales de biodiesel

7 dias empleando aire con CO, al 2% y 26,8 veces empleando aire atmosférico (127).
Para la microalga Isochrysis sp. se reporta aumentos estimados de 40 veces en 10 dias
(128), 10 veces en 14 dias (80) y 21 veces en 7 dias (129). En dltimo lugar, para la cepa
Botryococcus braunii UTEX 572 se reportan aumentos de su biomasa desde 2,5 veces
en 15 dias (130) hasta 5,5 veces en 10 dias (131), es decir que para la cepa de
referencia Botryococcus braunii, el aumento de biomasa obtenido, tres veces después de
12 dias, esta dentro de valores reportados para la misma cepa bajo condiciones de
cultivo similares a las evaluadas, lo cual permite el planteamiento de la hipétesis de
reproducibilidad en la experimentacion bajo las condiciones de cultivo estudiadas.

Densidad celular cepas de agua
dulce (células-mL")

1,0E+06 I T T T T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tiempo de cultivo (dias)

Figura 3.1 Curvas de crecimiento de las microalgas Scenedesmus ovalternus (0),
Chlorella vulgaris (o), Botryococcus braunii (o). Medio BBM, Temperatura 24°C,
irradiancia 40 pE-m'z-s'l, fotoperiodo 18:6 LO, aireacion 0,7 vwm, aire atmosférico
(CO, ~0,03%), n=3. Barra error: 1 Desv. Estandar.

Adicionalmente, en la Figura 3.1 y la Figura 3.2 y los modelos de crecimiento ajustados

son mostrados en la Tabla 3.1 se observa una fase de adaptacion para todas las
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microalgas, la cual va entre 12 y 24 horas, lo cual es debido a que el indculo empleado
para cada microalga estaba en una fase posterior a la de crecimiento exponencial, es
decir la fase estacionaria o la fase de muerte, dado que la edad de los in6culos de las
cepas nativas era 7 dias y de la cepa foranea 15 dias; es por esto que se puede concluir
gue para las cepas Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris se recomienda una
edad de in6culo no superior a 4 dias y para las cepas Nannochloropsis sp. e Isochrysis
sp. de 3 dias con el objetivo que las cepas no experimenten de nuevo una fase de
adaptacion y éstas inicien su crecimiento inmediatamente en la fase exponencial,

permitiendo que los costos asociados al cultivo se reduzcan.

1,0E+07 -

1,0E+06 ¢

Densidad celular cepas marinas
(células-mL-")

1 ,0E+05 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tiempo de cultivo (dias)

(o))
~

Figura 3.2 Curvas de crecimiento de las microalgas Nannochloropsis sp. (o), Isochrysis
sp. (o). Medio /2, Temperatura 24°C, irradiancia 40 pE-m'z-s'l, fotoperiodo 18:6 LO,

aireacion 0,7 vwm, aire atmosférico (CO, ~0,03%), n=3. Barra error: 1 Desv. Estandar.

La Figura 3.3 y la Tabla 3.1 muestran el pardmetro p ajustado para las cinco microalgas,
donde se detalla la mayor rapidez para crecer de la microalga Isochrysis sp., 1,26 dia™,
seguida de la cepa Nannochloropsis sp., 1,11 dia™, y a su vez la baja tasa de crecimiento
de la microalga Botryococcus braunii UTEX 572, 0,18 dia™. Finalmente se observa la

similitud entre las microalgas de agua dulce Scenedesmus ovalternus y Chlorella vulgaris
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para duplicarse, lo anterior, coincide con lo mostrado en analisis de varianza y prueba de
Tukey, Tabla 3.2 y Tabla B.3, respectivamente. Otras investigaciones reportan valores de
0,62 dia™* (132) y 0,75 dia™ (31) para Scenedesmus; 0,14 dia™ (73), 0,25 dia™ empleando
aire 0 0,61 dia™ con CO, al 2% (42), 0,40 dia™ (133), 1,17 dia™ empleando CO, al 10%
(134) y 1,32 dia™* empleando NaHCO; como fuente de carbono (44) para Chlorella; en el
caso de Nannochloropsis los valores reportados son 0,57 dia™ con CO, al 2% y 0,20 dia™
con aire (127); para Isochrysis se reportan 0,78 dia™ (80) y 1,30 dia™ (128); finalmente
para Botryococcus braunii 0,18 dia™ (131), es decir que para todas las microalgas
estudiadas el pardmetro p estuvo dentro de los intervalos descritos en otras

investigaciones.
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Figura 3.3 Velocidad especifica de crecimiento aparente para las diferentes microalgas
estudiadas n=3. Barra error: 1 Error Estdndar de regresion. Letras diferentes indican

diferencia significativa con una confianza del 95% acorde a prueba de Tukey.
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Tabla 3.1 Matriz de coeficientes de modelos logisticos ajustados a las cepas evaluadas
segun Ec. 3.1. con sus respectivos errores estandar (EE) y coeficiente de determinacion

R? Unidades: Xmax Y Xo €n Células-mL?y p en dia™

Microalga Xmax EE. Xmax Xo EE. X, MW EE.p R?

Botryococcus  4,10x10%®  7,37x10%®  1,02x10%° 3,78x10° 0,182 0,031 93,2%
Scenedesmus  2,52x10%"  1,59x10% 9,18x10%° 1,23x10% 0,682 0,048 97,1%
Chlorella 5,52x10%  6,39x10%° 5,27x10® 4,88x10° 0,749 0,034 97,0%
Nannochloropsis 1,96x10%” 1,46x10% 3,77x10%® 8,79x10% 1,108 0,101 97,1%
Isochrysis 4,58x10%° 222x10%® 571x10* 1,22x10% 1,264 0,019 99,6%

Tabla 3.2 ANAVA efecto de la cepas de microalgas evaluadas en la tasa de crecimiento

de éstas
Origendelas Sumade Gradosde Promedio de = _valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados P
Microalgas 21257 4 0,53142 17734 3,08x10°7%
evaluadas
Error 0,0300 10 0,00300
Total 2,1557 14

3.3.2 Productividad de biomasa

La productividad de la biomasa de las diferentes microalgas estudiadas es mostrada en
la Figura 3.4; la productividad de biomasa es expresada como la relacion entre la
variacion de la biomasa seca obtenida durante el cultivo y el producto entre el tiempo y
volumen empleado para dicho cultivo, Ec. 3.2. Se aprecian valores de productividad que
van desde 28,5 mg-L*.dia® (Isochrysis sp.) hasta 123,4 mg-L*.dia® (Scenedesmus
ovalternus). Todas las productividades obtenidas fueron significativamente diferentes
entre ellas segun el analisis de varianza de la Tabla 3.3 y la prueba de Tukey de la Taba
B.4. Adicional a lo anterior es de resaltar que a pesar que las cepas Nannochloropsis sp.
e Isochrysis sp. tuvieron menores tiempos de cultivo y por consiguiente mayores tasas
aparentes de crecimiento, presentaron las productividades de biomasa mas bajas, lo cual
era de esperarse debido a que sus tamafios celulares son inferiores al de las cepas de

agua dulce, entre 15y 200 veces mas pequefias (21; 135).

eso seco final—peso seco inicial
P final-p (Ec. 3.2)

Py, =
bio ™ (tiempo de cultivo)x(volumen de cultivo)
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Figura 3.4 Productividad de biomasa de microalgas cultivadas al final del periodo de
crecimiento, n=3. Barra error: 1 Desv. Estandar. Letras diferentes indican diferencia

significativa con una confianza del 95% acorde a prueba de Tukey.

Tabla 3.3 ANAVA efecto de la cepas de microalgas evaluadas en la productividad de

biomasa de éstas

Origendelas Sumade Gradosde Promediode

variaciones  cuadrados libertad los cuadrados | p-valor
Microalgas 16275.8 4 4069,0 1149 2,58x10%9%
evaluadas
Error 354,2 10 35,4
Total 16630,0 14

Chen et al. (2011) recopilan las productividades de biomasa de microalgas en diferentes
investigaciones; las productividades de las microalgas de interés en cultivos autotréficos
son mostradas en Tabla 3.4 (40). Se observa que para cuatro de las microalgas, con una
significancia del 5%, la productividades de biomasa obtenidas estan dentro del rango

esperado (Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp.), o por encima de éste (Scenedesmus
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ovalternus y Botryococcus braunii). La productividad de biomasa obtenida de la cepa de
Isochrysis sp. fue un 21% de la maxima reportada (80), pero es de resaltar que Fidalgo et
al. (1998) reportan una concentracion celular 5,75 veces mayor a la obtenida utilizando
agua de mar con una salinidad un 28% menor, lo que sugiere que la salinidad es un
factor que tiende a reducir la acumulacion de biomasa al igual que en microalgas como
Chlorella o Botryococcus (130; 136), las cuales disminuyeron su capacidad de
fotosintesis debido a un aumento de la salinidad.

Tabla 3.4 Productividades biomasa (Py,) minima y maxima de microalgas burbujeadas

con aire atmosférico o aire enriquecido con CO,; productividades en mg-L™-dia™ (*)

Aire con CO, Aire Atmosférico

Microalga Phio Pbio Phio Pbio triztaejo
minima maxima minima maxima
B. braunii UTEX 572 27 27 - - 56,2
Scenedesmus 190 539° 60 90 123,4
Chlorella vulgaris 10 200 20 180 98,8
Nannochloropsis 170 480 90 90 80,4
Isochrysis 140 170 85" 136" 28,5

® (31);”(80); *(40)

Por otro lado, es de destacar la alta productividad de biomasa de la cepa Botryococcus
braunii UTEX 572 a pesar de su baja tasa de crecimiento en comparacion con las otras
microalgas evaluadas, lo cual es debido principalmente a su mayor tamafio celular y

produccién de lipidos mas complejos (21; 79; 130).

Finalmente, la Tabla 3.4 muestra también el intervalo de productividades de biomasa
minima y maxima de las cepas evaluadas, esta vez cultivadas con aire enriquecido con
CO, con porcentajes entre 2 y 10%, y se aprecia que para todas las cepas el maximo
valor reportado de productividad de biomasa es obtenido empleando aire enriquecido, es
decir que para las microalgas evaluadas la productividad de biomasa es también
susceptible a aumentar con la optimizacion de los parametros de cultivo, entre ellos el
COyy luz (40).



Capitulo 3: Microalgas Scenedesmus ovalternus, Chlorella vulgaris, 67
Nannochloropsis sp., Isochrysis sp. y Botryococcus braunii como fuentes

potenciales de biodiesel

3.3.3 Contenido de lipidos

La Figura 3.5 muestra los porcentajes de lipidos obtenidos en el presente trabajo, los que
varian entre 13,4% y 18,9% del peso seco, lo cual junto con el analisis de varianza de la
Tabla 3.5 y la prueba de Turkey de la Tabla B.5 muestran la variabilidad de dicha
respuesta seglin la cepa estudiada. Mientras que la Tabla 3.6 recopila los valores
maximos y minimos de contenido de lipidos reportados para cultivos autotréficos de las
microalgas de interés burbujeando aire atmosférico o aire enriquecido. Se observa
porcentajes dentro del rango para todas las microalgas nativas estudiadas. En el caso de
la cepa Botryococcus braunii UTEX 572 la acumulacion alcanzada fue un 14,9% menor a
la reportada por Yoo et al (2010), quienes emplean aire enriquecido con CO, al 10% (27),
lo cual lleva a pensar en el efecto positivo de tal enriquecimiento en la acumulacién de

lipidos en el peso seco microalgal.

Tabla 3.5 ANAVA efecto de la cepas de microalgas evaluadas en el contenido de lipidos

del peso seco de éstas

Origendelas Sumade Gradosde Promediode

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F p-valor
Microalgas 0,00582 4 0001455 1055  0,13%
evaluadas

Error 0,00138 10 0,000138

Total 0,00720 14

Tabla 3.6 Porcentaje de lipidos minimo y maximo de microalgas del peso seco

burbujeadas con aire atmosférico o aire enriquecido con CO; (*)

Microalga Aire con CO, Aire Atmosférico Este
Minimo Maximo Minimo Maximo trabajo

B. braunii UTEX 572 20,8% 20,8% - - 17,7%
Scenedesmus 9,5% 26,7%"° 12,7% 17,7% 15,2%
Chlorella vulgaris 6,6% 40,0% 5,1% 58,0% 18,9%
Nannochloropsis 21,6% 50,4%" 12,1%° 28,7% 13,4%
Isochrysis 22,4% 27 4% 15,7%° 32,3%" 17,3%

® (31); ° (127); © (135); (80); *(40)
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Figura 3.5 Contenido de lipidos del peso seco de las microalgas estudiadas al finalizar el
periodo de crecimiento, n=3. Barra error: 1 Desv. Estandar. Letras diferentes indican
diferencia significativa con una confianza del 95% acorde a prueba de Tukey.

3.3.4 Productividad de lipidos

Las productividades de lipidos conseguidas a escala laboratorio de las diferentes
microalgas cultivadas son mostradas en la Figura 3.6. Las productividades maximas
obtenidas fueron 18,8 y 18,7 mg-L*-dia™ para las microalgas Scenedesmus ovalternus y
Chlorella vulgaris, respectivamente, las cuales son estadisticamente iguales con una
confianza del 95%, Tabla 3.7 y Tabla B.6, mientras que la microalga Isochrysis sp. tuvo la

minima productividad lipidica con 4,9 mg-L™*-dia™.

En la Tabla 3.8 se muestran los valores maximos y minimos de productividad de lipidos
reportados en otras investigaciones para las microalgas de interés. En el caso de las
microalgas de agua dulce Scenedesmus ovalternus, Chlorella vulgaris y Botryococcus
braunii UTEX 572 las productividades obtenidas son superiores a las reportadas por
otros investigadores, incluso en el caso de la cepa Botryococcus braunii, para la cual se

reporta la productividad de lipidos de un cultivo en el cual se empleé aire enriquecido con
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CO; al 10% (27); caso contrario sucede en las microalgas marinas cultivadas, pues en el
caso de la microalga Nannochloropsis sp., la productividad maxima reportada con aire es
5,7 veces superior a la obtenida (135), mientras que la minima productividad reportada
por Fidalgo et al. (1998) es 2,4 veces mayor que la obtenida por la microalga Isochrysis
sp. en el presente estudio (80), esto posiblemente debido a la alta salinidad del agua de
mar empleada, un 28% mayor, en comparacion con la empleada por Fidalgo et al. (1998)
para el caso de la microalga Isochrysis sp. y un 34% mayor en comparaciéon con la
empleada por Zittelli et al. (1999) quienes cultivaron la microalga Nannochloropsis sp. Es
de resaltar que el agua de mar empleada en el presente estudio tuvo una salinidad
cercana a los 50 g-L™ y provenia de la bahia de Santa Marta, Costa Caribe Colombiana,
la cual se caracteriza por una baja poblacién microbiana en comparaciéon con el Océano
Pacifico Colombiano, en el cual la proliferacién de fitoplancton es mayor debido a la
mayor riqueza de nutrientes en este Ultimo (137; 138), por lo cual se sugeriria para

estudios posteriores con cepas marinas el empleo de agua de mar de la costa Pacifica.

Tabla 3.7 ANAVA efecto de la cepas de microalgas evaluadas en el contenido de lipidos

del peso seco de éstas

Origendelas Sumade Gradosde Promediode

variaciones  cuadrados libertad los cuadrados | p-valor
Microalgas 43555 4 108,89 87.32 9,79x10%
evaluadas
Error 12,47 10 1,247
Total 448,02 14

Tabla 3.8 Productividades de lipidos (Pj,) minima y méaxima de microalgas burbujeadas

con aire atmosférico o aire enriquecido con CO,, productividades en mg-L™*-dia™ (*)

_ Aire con CO, Aire Atmosférico Este

Mlcroalga ,Pl'ip ,P”'p ,Pl.ip ’P”.p trabajo
minima maxima minima maxima

B. braunii UTEX 572 55 55 - - 10,0

Scenedesmus 20,7 133,0° 7,14 15,9 18,8

Chlorella vulgaris 40 178,8 7.4 13,9 18,7

Nannochloropsis 37,6 142,0 25,8 61,2° 10,8

Isochrysis 37,7 37,8 13,3° 43,9° 4,9

® (31);"(80),° (135); *(40)
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Figura 3.6 Productividad de lipidos de las microalgas estudiadas, n=3. Barra error: 1
Desv. Estandar. Letras diferentes indican diferencia significativa con una confianza del
95% acorde a prueba de Tukey.

3.3.5 Caracterizacion de los lipidos derivados de las microalgas

La Tabla 3.9, detalla la composicién de los acidos grasos producidos por las microalgas
evaluadas; se observa el alto contenido de poliinsaturados (PUFASs) de las microalgas
Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp., 59% y 43% respectivamente, mientras que la
cepa Botryococcus braunii presenta en su mayoria monoinsaturados (MUFAS) con un
80%, finalmente las cepas Scenedesmus ovalternus e Isochrysis sp. tienen valores
superiores al 72% de acidos grasos saturados (SFAs), de lo cual se concluye que estas
Gltimas son las mas adecuadas para la obtencién de biodiesel caso contrario a las dos
primeras, debido a que un alto contenido de acidos grasos insaturados disminuye la
estabilidad oxidativa, el calor de combustién y indice de cetano del biodiesel, pero

también disminuye el punto de nube, la viscosidad cinematica y la lubricidad de éste (59).
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Tabla 3.9 Composicion de los &cidos grasos de lipidos de las microalgas estudiadas

FAMES Botryococcus Scenedesmus Chlorella Nannochloropsis Isochrysis

braunii ovalternus vulgaris sp. sp.
C12:.0 0,5 3,6 3,5 2,9 9,8
C14.0 0,3 1,8 0,8 0,3 11,4
C16:0 6,9 49,1 17,2 15,7 32,8
Ci16:1 0,6 0 0 0 0
C17:0 0,4 0 0 0 0
Cl7:1 0,8 0 0 0 0
C18:.0 0,9 17,1 7,4 2,9 21,5
C18:1n-9t 0 4,4 0 3,8 0
C18:1n-9c 78,2 17,4 3,5 15,7 18,8
C18:1n-7 0 0 8,6 11,1 0
C18:2n-6¢ 3,3 2,6 21,4 20,5 3,0
C18:3n-3 6,0 1,6 37,6 22,8 2,7
C18:3n-6 0 2 0 0 0
C20:0 0,3 0,4 0 4,2 0
C20:1 0,4 0 0 0 0
C20:5n-3 0,7 0 0 0 0
C22:1n-9 0,2 0 0 0 0
C23:.0 0,3 0 0 0 0
PUFAs 10,1 6,2 59,0 43,3 5,7
MUFAs 80,2 21,8 12,1 30,5 18,8
SFAs 9,7 72,0 28,9 26,2 75,5
w3 6,8 1,6 37,6 22,8 2,7
w6 3,7 2,6 21,4 20,5 3,0
w6/w3 0,6 1,6 0,6 0,9 11

En el caso de la microalga Scenedesmus, Lin & Lin (2011) encontraron que
aproximadamente el 90% de los &cidos grasos eran entre C16 y C18, destacandose el
C16:0 con un 20% y el C18:1 con un 45% (31). Por otro lado, Xin et al. (2011) reportan
un contenido aproximado de 18% de C16:0, 20% de C18:2 y el porcentaje restante en
C22:3 (87). Finalmente, Yoo et al. (2010) determinaron que el contenido de C16:0 estaba
en 28, 25y 36%, C18:1 en 30, 25y 26% y C18:2 en 20, 25 y 31% empleando aire, CO,
al 5,5% y 10%, respectivamente (27). En las tres investigaciones resalta un contenido

cercano al 20% de acidos grasos saturados, y el 80% restante se distribuyen de manera
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diferente entre acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados, lo cual difiere de
manera considerable con los resultados obtenidos en la presente investigacion, en donde
se encontré que el 72,0%, 21,8% y 6,2% eran acidos grasos saturados, monoinsaturados
y poliinsaturados, respectivamente, sin embargo Krienitz & Wirth (2006) encontraron para
la microalga Scenedesmus burbujeada con aire sin enriquecer con CO; 56,7% de C16:0,
24,6% de C18:1 y porcentaje de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados del 63,1%, 25,4% y 11,5% respectivamente (139), es decir valores mas
cercanos a la presente investigacion, de lo cual se puede concluir que la composicion de

acidos grasos de una microalga tiene una alta dependencia con la especie estudiada.

Para la microalga Chlorella se reportan las siguientes composiciones de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente: 35,5%, 23,4% y 41,1%
(140), 38,3%, 18,9% y 34,2% (141), 80,2%, 8,8% y 11,0% (139) y 41,3% 43,6% y 14%
(142). De lo cual se concluye, que al igual que la microalga Scenedesmus, la
composicion de acidos grasos de Chlorella esta fuertemente relacionada con la especie
estudiada, dado que en el presente estudio se encontr6 una composicién de 28,9%,
12,1% y 59,0 de &cidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados,

respectivamente.

Gouveia & Oliveira (2009) caracterizaron los acidos grasos producidos por la microalga
Nannochloropsis y encontraron una composicion de 34,3%, 44,4% y 21,2% de acidos
grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente (140). Zittelli et al.
(1999) reportan 32,7%, 31,6% y 34,1% de acidos grasos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados (135). Krienitz & Wirth (2006) encontraron 29,1%, 45,4% y 25,5% de
acidos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente (139). Las
anteriores composiciones se asemejan a la obtenida en el presente estudio para la
microalga Nannochloropsis sp. con 26,2%, 30,5% y 43,3% de Aacidos saturados,

monoinsaturados y poliinsaturados, respectivamente.

En el caso de la microalga Isochrysis, Gltima microalga nativa estudiada se reportan las
siguientes composiciones de 4acidos grasos saturados, monoinsaturados Yy
poliinsaturados, respectivamente: 28,9%, 26,9% y 44,0% (143); 37,4%, 29,5% y 31,6%
(128), 29,5%, 24,5% y 46% (144) Finalmente, Liu & Lin (2001) evaluaron 4 cepas
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diferentes de Isochrysis y los intervalos obtenidos para cada tipo de acido graso fueron
25,3 - 31,8%, 21,4 - 35,9% y 36,5 - 50,1% (142). En el caso de la cepa estudiada, los
resultados fueron: 75,5%, 18,8% y 5,7% de acidos saturados, monoinsaturados y
poliinsaturados, respectivamente, es decir muy diferente a lo reportado en diferentes
investigaciones, en especial los acidos grasos poliinsaturados, lo cual pudo deberse a
una degradacion de estos, debido a la alta sensibilidad de estos y la poca cantidad
producida por dicha microalga.

Al comparar la composicion de los acidos de las microalgas evaluadas con los aceites de
palma, colza, soya y girasol, principales materias primas empleadas en la produccion de
biodiesel (56; 59) y el aceite de oliva, apetecido principalmente para el consumo humano,
los cuales son mostrados en la Tabla 3.10, se puede concluir que todos los aceites
algales obtenidos pueden ser aptos para la produccion de biodiesel, gracias a la similitud
con uno u otro aceite empleado en la elaboracién de biodiesel; sin embargo, para las
microalgas Botryococcus braunii, Nannochloropsis sp. y Chlorella vulgaris, la aplicacién
mas apropiada seria para el consumo humano, en especial esta Ultima gracias a su alto

contenido de 4cidos grasos w3 y wb6.

Tabla 3.10 Composicion tipica de acidos grasos de algunos aceites vegetales (55)

FAMES Aceite Aceite Aceite Aceite Aceite
Palma Colza Soya Girasol oliva
C16:0 47,9 3,5 10,6 6,0 9,2
Cil6:1 - - - - 0,8
C18:0 4,2 0,9 4,8 4,2 3,4
ci8:1 37,0 64,4 22,5 18,7 80,4
C18:2 9,1 22,3 52,3 69,3 4,5
c18:3 0,3 8,2 8,2 - 0,6
PUFAs 9,4 30,5 60,5 69,3 51
MUFAs 37 64,4 22,5 18,7 81,2
SFAs 52,1 4.4 15,4 10,2 12,6

Finalmente, Osman et al. (2001) determinaron la composicion de acidos grasos para 10

especies diferentes de peces de agua de mar de alto consumo humano, donde se obtuvo
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valores entre 30 y 48% de w3 y entre 11 y 20% de w6, sin embargo su contenido de
lipidos no super6 el 6% (145), es decir al comparar los anteriores resultados con los
obtenidos por las microalgas Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp. se podria sugerir
gue éstas, en especial la primera, son fuentes altamente viables para la obtencion de
acidos grasos w3 y w6, en especial cuando se sugiere un mayor consumo de w3 con

respecto al w6 como parte de una dieta balanceada (146).

3.3.6 Seleccion mejor cepa para produccion de biodiesel

A partir de los anteriores resultados, la seleccién de una cepa nativa como fuente
potencial para la produccién de biocombustibles para su posterior optimizacion de
parametros de cultivo, esta entre las cepas de agua dulce Chlorella vulgaris y
Scenedesmus ovalternus, las cuales con una significancia del 5% presentaron los valores
mas altos de productividad de lipidos con 18,7 + 0,6 y 18,8 + 1,2 mg-L™-dia™, es decir
gue al realizar la equivalencia de cultivos en estanques abiertos de 30 cm de profundidad
supondria valores de 20,5 + 0,7 ton-ha™*-afio™ para C. vulgaris y 20,6 * 1,3 ton-ha*-afio™
para S. ovalternus, entre 4,10 y 4,11 veces la productividad de aceites de la palma
africana respectivamente; con una confianza del 95% estas productividades son
estadisticamente iguales, por lo cual la seleccién de la mejor de ellas se debe realizar de

acuerdo con otros factores.

En primer lugar, dado que la caracterizacion de aceites de la microalga Scenedesmus
ovalternus dio como resultado un 72% de acidos grasos saturados, la hace mas
adecuada como fuente para la obtencién de biodiesel, sin embargo la similitud del aceite
de soya, actual segunda fuente mundial empleada en la produccién de biodiesel (59), con
los producidos por la microalga Chlorella vulgaris, hace que ésta también sea propicia
para la produccion de biodiesel segun su relacion en la composicion de acidos grasos
saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, por lo cual dicho factor no es significativo
para la seleccion de una sola cepa como fuente potencial para la produccion de
biodiesel, caso contrario al contenido de lipidos que estas microalgas pueden acumular,
debido a que los costos asociados a la extraccién estan estrechamente relacionados con
el contenido que pueda acumular la microalga, dado que una mayor acumulacién reduce

asi mismo dichos costos, es por tal razén que la microalga Chlorella vulgaris tiene un
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mejor perfil como fuente potencial para la produccién de biodiesel pues su acumulacion
de lipidos fue un 25% mayor con relacion a la microalga Scenedesmus ovalternus, lo que
equivale a que el proceso de extraccion de la microalga Chlorella vulgaris es un 25% mas
barato (98).






4.Efecto del CO,, la luz y la aireaciéon en el
crecimiento y acumulacion de aceites en la
microalga Chlorella vulgaris

RESUMEN

El efecto del CO,, la luz y la aireacion fueron evaluados como parametros de produccion
y acumulacion de biomasa y lipidos en la microalga Chlorella vulgaris. Los factores
estudiados fueron contenido de CO,, irradiancia, fotoperiodo y aireacion. Para la
productividad de biomasa, el Unico factor que no fue significativo fue la aireacion, para la
productividad de lipidos todos los factores fueron significativos (a = 5%). La productividad
de lipidos 6ptima predicha por el modelo estadistico dentro del intervalo estudiado fue
69,7 = 5,9 mg-L*-dia™, 15,2 veces superior a la productividad de aceites de la palma
africana, para un contenido de CO, de 2%, irradiancia de 114 uE-m'z-s'l, fotoperiodo de
24:0 LO y aireacion de 1,2 vvm; el contenido de lipidos bajo las condiciones
mencionadas fue de 16,4 = 1,4%. La optimizacién de los factores para maximizar el
contenido de lipidos y minimizar la disminucién de la productividad de lipidos se logré
para un contendido de CO, del 1,2%, irradiancia de 22 pE-m?.s™, fotoperiodo de 12:12
LO y aireacion de 0,4 vwm con valores de 32,7 + 1,4% y 42,0 + 59 mg-L™*.dia™,
respectivamente, condiciones facilmente alcanzables en cualquier parte del territorio

colombiano.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, cultivo de microalgas, contenido de CO,, Irradiancia,

Fotoperiodo, aireacion, productividad de lipidos, biodiesel.

ABSTRACT
The effect of CO,, light and aeration were evaluated as parameters of production and
accumulation of biomass and lipids in the microalgae Chlorella vulgaris, the factors

studied were CO, content, irradiance, photoperiod and aeration. For biomass productivity,
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the aeration was the only factor without significant effect, for lipid productivity all factors
were significant (a=5%). The optimal lipid productivity predicted by the statistical model in
the range studied was 69.7 + 5.9 mg-L™*-day™, 15.2 times the oil productivity of African
Palm, for CO, content of 2%, irradiance of 114 pE-m'z-s'l, photoperiod of 24:0 LO and
aeration of 1.2 vwm. The content of lipids in those conditions was 16.4 + 1.4%. The
optimal conditions of the factors in order to maximize the lipid content and to minimize the
reduction in lipid productivity was reached with CO, content 1.2%, photoperiod 12:12 LO,
Irradiance 22 uE-m?.s™ and aeration 0.4 vwm, these conditions are easily reachable in
any part of Colombia. The optimum lipid contend and lipid productivity were 32.7 + 1.4%
and 42.0 + 5.9 mg-L™*-day™, respectively.

Key words: Chlorella vulgaris, microalgae culture, CO, content, Irradiance, Photoperiod,

Aeration, lipid productivity, biodiesel.

4.1 Introduccidn

Las condiciones climatologicas e hidricas de Colombia hacen de éste un pais propicio
para el cultivo de masivo de microalgas (33; 34; 35), las cuales gracias al contenido de
lipidos y a su elevada velocidad de crecimiento se convierten en una fuente de interés
para la obtencién de biocombustibles (16; 18; 19; 20).

Para el cultivo masivo de microalgas con el objeto de producir biodiesel se debe tener en
cuenta entre otros, los siguientes aspectos: seleccionar la cepa adecuada, la cual debe
tener tanto altas productividades de lipidos, como porcentajes de acumulacion lipidica
intracelular superiores al 30% del peso seco debido a los altos costos asociados con el
proceso de extraccion de aquellos (16; 28; 29; 30); seleccionar las condiciones del cultivo
adecuadas, seleccionar el modo de cultivo indicado (36; 37; 38) y seleccionar el método
de recuperacion de biomasa y lipidos (20; 23; 39) que permitan que el proceso sea viable
economicamente. La microalga Chlorella vulgaris LAUN 002 es una cepa promisoria en
el contexto colombiano, gracias a que las tasas de crecimiento, los tiempos de cultivo y
las productividades de lipidos obtenidos por ésta fueron mejores que en otras microalgas

nativas evaluadas, adicionalmente, la composicion de los acidos grasos obtenidos se
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asemejo a la composicion del aceite de soya (55), ver Capitulo 3, actual segunda fuente

mundial empleada en la produccion de biodiesel, después de la colza (59).

Las condiciones de cultivo de mayor importancia para el crecimiento de la microalga
Chlorella vulgaris, y en general de cualquier microalga, son el medio de cultivo, la
temperatura, la luz y el CO, (16; 20; 40). De las anteriores condiciones, las dos ultimas
pueden ser controladas de manera que optimicen la acumulacién de biomasa y lipidos.
Ademas estan intimamente relacionadas, dado que la capacidad fijacion de CO, por
parte de las microalgas esta directamente relacionada con la utilizacion eficiente de la luz
(21; 41; 42), haciendo necesario la optimizacion de estos parametros de manera

conjunta.

El efecto de la luz se puede estudiar desde tres puntos de vista: la irradiancia, la
frecuencia y el fotoperiodo; este Ultimo es aproximadamente constante a lo largo del
territorio colombiano (21; 22; 33; 43); en el caso del CO, también hay dos factores, el
primero es el flujo de aireacién que es suministrado y el segundo es el porcentaje de CO,

gue se suministra en dicho flujo, ambas variables facilmente controlables (42; 44; 45; 46).

Se ha demostrado que la microalga Chlorella vulgaris sigue el modelo de crecimiento de
Haldane, modelo de Monod con inhibicién por sustrato, cuando el factor limitante es la
irradiancia, sin embargo la irradiancia de saturacion ha demostrado ser caracteristica de
cada cepa; en el caso del contenido del CO,, el comportamiento es analogo (42; 44; 45;
46; 89; 134). El fotoperiodo y la aireacién no han sido lo suficientemente estudiados en la
acumulacion de lipidos en la microalga Chlorella vulgaris como los anteriores dos
factores, sin embargo se ha demostrado su efecto positivo de éstos en dicha microalga
(46; 147; 148).

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la Irradiancia,
fotoperiodo, contenido de CO, y aireacién, ademas de la interaccion entre éstos, sobre el
crecimiento, la productividad de biomasa, la acumulacion de lipidos y la productividad de

lipidos en la microalga Chlorella vulgaris LAUN 002.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Mantenimiento de microalgas

Fue utilizada la cepa de microalga nativa colombiana Chlorella vulgaris LAUN 002,
mantenida en el Laboratorio de Microalgas del departamento de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota. La cepa fue mantenida en medio BBM
estandar (112) esterilizado en autoclave a 121°C durante 30 minutos (Anexo A). Las
condiciones de cultivo incluyeron una temperatura de 24 + 2 °C, ldmparas fluorescentes
Sylvania Daylight F48T12/D 39W como fuente de iluminacién artificial con irradiancia de
40 + 2 uE-m?.s™, fotoperiodo de 18 horas de luz y 6 de oscuridad (18:6 LO), aireacion de
0,7 vwm empleando aire atmosférico filtrado a 0,22 um. El mantenimiento se realiz6 en
botellas de vidrio planas de 4,5 cm de espesor y capacidad de 330 mL con volumen de
cultivo de 200 mL, se realiz6 resiembra cada cinco dias empleando indculo del 2,5% vi/v.

4.2.2 Disefio experimental

Para el estudio del efecto del CO, y la luz sobre el crecimiento de Chlorella vulgaris y su
contenido de lipidos totales se analizaron cuatro factores en cinco niveles cada uno, los
cuales son mostrados en la Tabla 4.1.Se realiz6 un disefio experimental de superficie de
respuesta compuesto central 2* + estrella rotable y totalmente aleatorio, se realizaron 34

unidades experimentales (UE), como se detalla en la Tabla 4.2.

Tabla 4.1 Factores y sus niveles de disefio experimental de optimizacion de

productividad de biomasa y lipidos

. Nivel
Factor Unidades 2 1 0 1 42
X1 CO; % 0,03* 05 10 15 20
Xz Irradiancia HE-m?.s™ 22 45 68 91 114
X3 Fotoperiodo Horas Luz (HL) 12 15 18 21 24
X4 Aireacion vvm 0,40 0,55 0,70 0,85 1,20

(*) Estimado del contenido CO, en aire atmosférico
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Tabla 4.2 Distribucion unidades experimentales disefio experimental

Unidad Factor Unidad Factor

Experimental X; X, X3 X, Experimental X, X, Xz X,
1 +1 -1 -1 +1 18 -1 -1 -1 o+

2 +1 +1 +1 -1 19 0 0O +2 O

3 0 0 0o -2 20 0O -2 O 0
4 -1+ -1 -1 21 -1 +1 +1 +1

5 -1 +1 -1 +1 22 0 O +2 O

6 +1 -1 +1 +1 23 -1 +1 +1 -1

7 0 0O +2 O 24 +1 -1 -1 -1

8 0 0 0 2 25 0 O -2 O

9 -1 -1 -1 -1 26 +1 +1 -1 +1

10 0 0O +2 O 27 0O +2 O 0
11 +1 +1 -1 -1 28 0 0 0 0
12 -1 -1 +1 +1 29 0 O +2 O
13 -1 -1 +1 -1 30 +1 +1 +1 +1
14 0 0O +2 O 31 +2 0 0 0
15 -2 0 0 0 32 +1 -1 +1 -1
16 0 0O +2 O 33 -2 0 0 0
17 0 0O +2 O 34 +2 0 0 0

*ver Tabla 4.1 para definicién de variables y niveles

4.2.3 Condiciones de cultivo

El efecto del CO,, aireacion y la luz se realiz6 en botellas de vidrio planas de 4,5 cm de
espesor y capacidad de 330 mL. Se emple6 medio BBM esterilizado en autoclave a
121°C durante 30 minutos. Las condiciones fijas de crecimiento fueron: volumen de
medio de cultivo 100,0 + 0,5 mL, densidad celular inicial: ~2x10° células-mL™,
temperatura 24 + 2 °C, 2 lamparas fluorescentes Sylvania Daylight F15T12/D 15W como
fuente de iluminacion artificial, el flujo de gas aireado fue filtrado a 0,22 um, tiempo de
cultivo fue aproximadamente 5 dias. Las variables contenido de CO,, irradiancia,
fotoperiodo y aireacion se fijaron para cada unidad experimental como lo indican las
Tabla 4.1y Tabla 4.2.

La irradiancia se midié empleando los luxémetros VWR Scientific 21800-014 y LI-COR LI-
1400 Data Logger y se control6 variando la cantidad de lamparas empleadas y la

distancia del cultivo a éstas; el fotoperiodo se vari6 empleando temporizador digital
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Steren; la aireacion fue controlada empleando rotametro de gas AALBORG Instruments
112-02 de 0 a 150 mm previamente calibrado. ElI suministro de CO, fue realizado
empleando bala gas grado industrial, la presion de salida del CO, se ajusté en 8 psi, al
igual que el flujo de aire, para permitir el mezclado de estos gases, finalmente se
ajustaron los flujos empleando rotdmetros AALBORG Instruments 112-02 de 0 a 150 mm
para CO, y Dwyer Instruments VFB de 4 L para aire, finalmente dichos gases fueron

N ——
9

mezclados antes de ingresar al cultivo, ver Figura 4.1.
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Figura 4.1. Esquema suministro aire enriquecido con CO, en cultivo de microalgas

4.2.4 Medicion de crecimiento

El crecimiento en las diferentes unidades experimentales se siguié por absorbancia en
espectrofotdmetro Thermo Scientific Genesys 20 a 380 nm, debido a la mayor
sensibilidad de la concentracion celular a dicha longitud de onda. La curva de calibraciéon
que se ajustd es mostrada en la Ec. 4.1, donde X es la densidad celular (células-mL™) y
DOsg €s la densidad Optica a 380 nm. Se empled celda de absorbancia plastica de 2 mL

de capacidad y trayectoria de luz de 1 cm

X =2,235%x1078D035, R? =0,999 (Ec. 4.1)
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4.2.5 Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos grado analitico en los ensayos de cuantificacion de
lipidos totales: cloroformo (JT Baker 9180, Avantor Performance Material, Central Valley,
PA, USA), metanol, (JT Baker 9070 Avantor Performance Material, Central Valley, PA,
USA) y &cido sulfarico (Merck 100731, Darmstadt, Alemania).

4.2.6 Rendimiento de peso seco

Al finalizar el cultivo, la totalidad de la biomasa fue centrifugada a 4000 rpm en centrifuga
Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32 de 14 cm de radio (2500xg) durante 10 minutos, lavada
2 veces con agua destilada, recentrifugada, recuperada y secada en liofilizador Labconco
FreeZone 4.5 operado a temperatura de -52°C y presion de 0,8 mBar durante 72 horas
(113).

4.2.7 Contenido de lipidos totales

La biomasa liofilizada se rompié mediante sonicacion empleando Branson Sonifier 450
Digital y cuerno de '2” en frasco plastico de tapa rosca capacidad 40 mL y diametro 3 cm
empleando 10 mL de una mezcla de solventes cloroformo-metanol (1:2 v/v) durante 10
minutos con una potencia especifica de 2,4 W-mL™; la temperatura se mantuvo por
debajo de los 20°C empleando un bafio de agua con hielo. Durante la disrupcion se
realizd ciclos de 60 segundos de sonicacién y 20 segundos de pausa para evitar
sobrecalentamiento en el sonicador. Seguida de la disrupcion, la biomasa estuvo en
reposo durante 5 horas con la mezcla de solventes a temperatura ambiente para intentar
aumentar la extraccion. Posterior a la extraccion de los lipidos, se agitd a 2000 rpm con
vortex durante 30 segundos y se retird la biomasa residual por centrifugacion a 800xg, a
la cual se adicion6 5 mL de la mezcla de solventes y realiz6 una segunda extraccion a la
biomasa durante 15 horas bajo las mismas condiciones para recuperar los lipidos
remanentes en ésta, la biomasa fue centrifugada nuevamente a 800xg y descartada
mientras que los solventes recuperados fueron mezclados con los obtenidos de la
primera extraccion. A continuacién se adicioné 5 mL de agua y 5 mL cloroformo a los
solventes para formar una relacién de cloroformo-metanol-agua 2:2:1; la fase acuosa

liviana que contiene el metanol, se retir6 después de centrifugar a 800xg empleando
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pipeta Pasteur. Finalmente de la solucion de lipidos en cloroformo se tomé alicuotas de
300 uL en tubos de ensayo de 10 mL, se les evapord el solvente mediante bafio de agua
a 90°C y se les carbonizé los lipidos con 2 mL de &cido sulfurico, a 90°C durante 30
minutos; seguidamente, las muestras se enfriaron y se diluyeron con 4 mL de agua
destilada y se les midié la absorbancia a 375 nm en un espectrofotbmetro Thermo
Scientific Genesys 20, empleando celda de absorbancia plastica de 2 mL de capacidad y
trayectoria de luz de 1 cm (109).

4.2.8 Ajuste cinéticas de crecimiento

A cada cultivo se le ajust6 el modelo de crecimiento logistico descrito en la Ec. 4.2.

ut
X = XoXme® (Ec. 4.2)
X e + Xo (€ ~1)

En la Ec. 4.2 X es la densidad celular (células-mL™), Xo Y Xmax SON las densidades
celulares inicial y maxima, respectivamente (células-mL™), p es la velocidad especifica de
crecimiento aparente (dia™) y t es el tiempo de cultivo (dia). Para el ajuste se empleé el
software TableCurve 2D® (Systat Software Inc., San Jose, California, USA).

4.2.9 Andlisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado empleando el software Statgraphics Centurion XV®
(StatPoint Technologies, Warrenton, VA, USA) con una significancia del 5%. Se
determinaron los intervalos de confianza para los valores Gptimos tedricos de velocidad
especifica de crecimiento, productividad de biomasa, contenido de lipidos y productividad

de lipidos mediante prueba t de Student con un nivel de confianza del 95%.

4.3 Resultados y discusion

Se establecieron 4 respuestas, las cuales fueron velocidad de especifica de crecimiento
aparente, productividad de biomasa, Contenido de Lipidos Totales del Peso Seco y
productividad de lipidos, simplificados como Yi, Y, Yz Yy Y, respectivamente, cuyos
valores son mostrados para cada unidad experimental en la Tabla 4.3, mientras que la

Tabla 4.4 presenta el resumen de los modelos de regresion mdltiple ajustados para cada
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respuesta. Finalmente la Tabla 4.5 muestra los coeficientes de estos modelos de

regresion, segin se muestra en la Ec. 4.3.

Tabla 4.3 Valores de respuestas de unidades experimentales, Unidades: Y; en dia™, Y,y
Y,enmg-L*-dia’y Y; en % PS

Respuestas Respuestas
R A A N 7 R PR A AR 7
1 0,756 139 20,2% 28,1 18 0,673 137 153% 20,9
2 1,229 289 133% 38,5 19 0,785 201 12,8% 25,6
3 0,888 189 13,8% 26,0 20 0,647 140 22,1% 30,8
4 0,733 137 148% 20,2 21 0,857 210 10,9% 23,0
5 0,732 130 12,9% 16,7 22 0,843 237 12,0% 285
6 0,897 179 154% 27,6 23 0,805 206 10,2% 21,0
7 0,858 241 11,0% 26,6 24 0,749 131 20,7% 27,1
8 1,043 286 13,7% 39,1 25 0,752 157 18,1% 28,5
9 0,655 127 17,5% 22,3 26 0,981 234 125% 29,2
10 0,849 238 10,0% 23,8 27 1,168 308 12,6% 38,8
11 1,041 239 12,4% 29,7 28 0,992 219 12,6% 27,6
12 0,735 143 13,4% 19,1 29 0,808 236 125% 29,5
13 0,741 125 13,1% 16,4 30 1,210 295 12,8% 37,7
14 0,843 236 11,0% 26,0 31 0,932 234 12,0% 28,1
15 0,607 82 19,6% 16,0 32 0,914 202 17,2% 34,8
16 0,819 234 10,7% 25,1 33 0,609 85 194% 164
17 0,832 247 12,0% 29,7 34 0,915 236 125% 29,4

Tabla 4.4 Resumen de los modelos de regresion, (0=5%, g.l.modeio: 14, 9.l residuo: 19,

Fertico= 2,26)
Respuesta unidades R? es%gzodrar D F
Vi Ceomientomegia gy 9a"  94.20% 00501 0 22,05
Y, Pgi’gr‘:]‘;is";d(";‘,‘:ise mg-Ltdia® 9399% 1955 Va}(;zgj% ) 19.34
Vs To?ggtsegiecljcl)?léis%dsoéo % PS 92,95% 0,670 (p vzi-l’osr152,6%) 16,02
Yoo ey mglldial 8821% 276 o 30 833
Yo = @gn + @1nX1 + Xz + 830Xz + @gnXa + @110X1° + A120X1* X + A13nX1* X3 (Ec. 4.3)

2 2 2
+ Q1anX1* Xy + Ao X5" + A23nXo* X3 + A2anX2* Xy + A33nX3™ + Q340 X3* Xy + Q420 Xy
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Tabla 4.5 Matriz coeficientes modelos de regresion ajustados para Ec. 4.3
- Respuesta

Factor Coeficiente v, Y, Y, Y,

Cte aon -1,257 1,867x10"%  7,490x10""  9,855x10"%*

X, ain 1,073x10”  3,507x10™* 5,638 9,553

X, o 9,253x10™* -3,302 -5,341x10* -1,039

X3 aan 1,937x10% 1,017 -3,365 -3,456

X, aun -4,237x10%  -2,505x10"* -2,515x10""  -6,530x10*%*

X, a11n -2,041x10"  -4,202x10"** -1,950 -8,885
X1*X A10n 4,461x10% 1,390 -6,574x10%  8,306x10
X1*Xs yan 1,582x10% 2,883 2,395x10%" 1,051
X*X, aan -1,261x10%"  -3,283x10""  3,016x10* -6,159

X, Aon -2,261x10%°  8,273x10%  2,348x10%  4,359x10%
Xo*Xs Ayan 1,458x10°*  1,308x10%"  8,384x10%  2,235x10™
X,*X, Aoan -5,546x10%*  -3,152x10%*  5,065x10%  3,583x10%

X32 Asan -5,820x10%  -1,454x10™  4,886x10%  2,804x10%
X3*X,4 aun 6,593x10%  -1,111x10°  4,289x10°*  1,498x10™*

X,2 Aan 1,107x10°  2,423x10"% 8,179 4,828x10""

Segun la Tabla 4.4, los modelos de regresion multiple ajustados a las respectivas
respuestas fueron adecuados dado que el estadistico de Fisher (F) es mayor en todos los
casos que el Fqico, €l cual es 2,26 para una significancia del 5%; de acuerdo con los
coeficientes de determinacion (R?), los modelos de regresion permiten explicar como
minimo el 88,2% de las variaciones experimentales, lo que se considera satisfactorio.
Finalmente, para todos los modelos se determiné el estadistico de Durbin y Watson (D),
los cuales en una escala de 0 a 4 estuvieron cercanos a 2, ademas el p-valor de cada
uno de ellos fue superior al 5%, lo cual significa que segun el estadistico D y su p-valor
no hubo autocorrelacion serial entre los residuos con una confianza del 95% en ninguno
de los modelos, es decir que los errores no estan vinculados entre si, pues si hubiera

sido asi los modelos ajustados serian invalidos.

4.3.1 Velocidad especifica de crecimiento aparente (Y1)

En el Anexo D se muestran los datos de crecimiento de cada una de las unidades
experimentales, las lineas continuas corresponden al modelo logistico de crecimiento
ajustado a cada unidad experimental. Con el objetivo de simplificar las variables de

respuesta los parametros X, ¥ Xmax S€ ajustaron de manera iterativa y se dejaron
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constantes para todas las unidades experimentales en 2,21x10° y 7,02x10’ células-mL™,
respectivamente con R? de 98,4%. Adicionalmente en el Anexo D es mostrado el valor de
K ajustado para cada unidad experimental con su respectivo intervalo de confianza, el
cual fue calculado con una significancia del 5% segun el error estandar y niumero de
grados de libertad del modelo ajustado a cada unidad experimental, también son
mostrados valores de R? de dichos modelos ajustados. Los valores ajustados de p son
igualmente mostrados en la Tabla 4.3.

El diagrama de Pareto para p es mostrado en la Figura 4.2, donde se observa la
aireacion como unico factor principal sin efecto significativo sobre |, lo cual se puede
deber principalmente, a que la minima aireacion suministrada (0,4 vvm) fue suficiente
para suplir la necesidades de turbulencia y remocién de oxigeno, inhibidor del
crecimiento, como lo demostr6 también Sirisansaneeyakul et al. (2011) quienes
emplearon una aireacion minima de 0,67 vvm (147). Por otro lado, la interacciéon CO, e
irradiancia se destaca por ser la Unica con efecto significativo sobre L, lo cual demuestra
la relacién directa de estos dos factores sobre el crecimiento de la microalga Chlorella y
en general de las microalgas (41). En el caso del CO, y del fotoperiodo, se observé
efecto significativo del cuadrado de éstos en p, lo cual equivale a decir que el efecto es
de segundo orden y por tanto probablemente la microalga experimentd saturacién en el

crecimiento para el intervalo evaluado de dichas variables.

De la Figura E.1 a la Figura E.6, del Anexo E, se observa el comportamiento de p con
respecto a los cuatro factores evaluados, donde se aprecia en primer lugar el fendbmeno
de saturacion en el crecimiento debido al CO,, para el caso de la minima irradiancia
estudiada, 22 pE-m™-s™, dicha saturacién ocurre a una concentraciéon de CO, cercana al
1%, mientras que para la méaxima irradiancia evaluada, 114 pE-m?s™, la saturacion
ocurre a concentraciones superiores al 2% de CO,, porcentaje después del cual la
microalga experimente posiblemente inhibicion, caso similar a la cepa de Chlorella
evaluada por Chiu et al. (2008), quienes reportan inhibicién entre el 2 y el 5% (42) cuya
irradiancia estudiada se fij6 en 300 pE-m?.s™; para otros estudios, la concentracién de
saturacion de CO, encontrada para cepas de Chlorella fue 4% a una irradiancia de
370 pE-m?.s? (89) y 10% empleando una irradiancia superior a 400 pE-m?.s™ (134),

debido a lo anterior se puede concluir que en el caso del crecimiento, el porcentaje de
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saturacion de CO, esta directamente relacionado con la irradiancia a la cual el cultivo es
sometido, lo cual coincide con lo mostrado en la Figura 4.2, donde la interaccién entre el

CO, vy la irradiancia es la Unica con efecto significativo en el crecimiento.

X5 Iradiancia
X, COs
Xg’X3

).

X3 Fotoperiodo
KKy

Ki"Hs

K47 Aireacion
Ka™Wa

Ko™ X3

KK

K™Ky

Ka™XKa

Ko™Ky
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e -

'DDIHIHH|

4 6 8
Efecto estandarizado

o
8]

Figura 4.2. Diagrama de Pareto estandarizado de factores evaluados sobre Velocidad

especifica de crecimiento aparente (l)

En el caso del efecto de la irradiancia en el crecimiento, la tendencia es lineal, es decir
que la méxima irradiancia evaluada (114 pE-m?s™) no alcanzé la irradiancia de
saturacion para esta cepa, otros estudios reportan este valor en 62,5 pE-m?.s™ (46),
86 HE-m?.s™ (44), 370 pE-m?.s™ (89) y por encima de 400 uE-m?.s™ (45), lo cual hace
pensar que los valores de saturacion tanto del porcentaje de CO, como de la irradiancia
de saturacion sean propios de la cepa evaluada. En el caso del fotoperiodo se aprecié un
efecto de saturacion sobre p con ligera inhibicién después de fotoperiodo 22:2 LO, al
igual que lo reporta Chen et al. (2010) (149).

Finalmente, con una significancia del 5% el valor maximo de p predicho por el modelo
ajustado es 1,38 + 0,10 dia®, obtenido a contenido de CO, de 2%, irradiancia de
114 uE-m?.s™, fotoperiodo de 22:2 LO y aireacion de 1,2 vvm, es decir un 85% superior
a la reportada en el Capitulo 3, en donde las condiciones de cultivo fueron contenido de
CO, de 0,03%, irradiancia de 40 pE-m’z-s'l, fotoperiodo de 18:6 LO y aireacion de
0,7 vwm, condiciones para las cuales el mismo modelo estima p en 0,63 £ 0,10 dia?, es
decir que el valor experimental esta un 3% por encima del intervalo de confianza. Otros

estudios reportan el valor p entre, 0,25 dia* empleando aire o0 0,61 dia* con CO, al 2%
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(42) hasta 1,17 dia™ empleando CO, al 10% (134) o 1,32 dia™* empleando NaHCO; como
fuente de carbono (44), es decir que el presente estudio obtuvo valores de [ entre los

valores reportados por la literatura para cultivos autotroficos.

4.3.2 Productividad de biomasa (Y))

La productividad de biomasa, debido a su estrecha relacion con la velocidad especifica
de crecimiento aparente, presentd resultados equivalentes en el caso de los factores
individuales contenido de CO,, irradiancia y fotoperiodo, y la interaccién del contenido de
CO, y la irradiancia; sin embargo, el cuadrado del contenido de CO, y del fotoperiodo no
tuvieron efecto significativo en la productividad de biomasa con una confianza del 95%,
caso contrario sucedido con la aireacion, como se aprecia en la Figura 4.3. La
productividad de biomasa es expresada como la relacion entre la variacion de la biomasa
seca obtenida durante el cultivo y el producto entre el tiempo y volumen de empleado
para dicho cultivo, segin es mostrado en la Ec. 4.4

peso seco final—peso seco inicial (EC 4 4)
(tiempo de cultivo)x(volumen de cultivo) o

Pyio =

X5 lmadiancia
X C0;

Xs: Fotoperiodo
X4 Aireacion
p e €

Ka™X4

XKy

Ka*Ka

Ko™Kz

XK

XK
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]
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Figura 4.3. Diagrama de Pareto estandarizado de factores evaluados sobre

Productividad de biomasa (Pyo)

Las superficies de respuesta de la productividad de biomasa son mostradas de la Figura

E.7 a la Figura E.12, donde para el CO, se observa saturacion cercana al 1% para una
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irradiancia del 22 uE-m™-s™, mientras que dicha saturacién ocurre en cercanias al 2% en
la irradiancia de 114 pE-m™?.s™, similar a lo obtenido con p; sin embargo la saturacion en
la productividad de la biomasa no es igual de marcada que en W, por tal razén el efecto
de cuadrado de la concentracion de CO, no fue significativo para el intervalo de evaluado
(p-valor 6%), adicionalmente se confirma el efecto positivo del CO; en la productividad de
biomasa microalgal, como lo reportaron previamente Chen et al. (2011), quienes
recopilan productividades de biomasas de varias microalgas bajo diferentes condiciones
(40).

Por otro lado, se observa mayor sensibilidad de la productividad de biomasa a la
aireacion para valores bajos de CO,, irradiancia y fotoperiodo que para valores altos de
éstos, lo cual lleva a pensar que el efecto significativo de esta variable sobre la
productividad de biomasa es cuando la microalga se encuentra en deficiencia de
nutrientes, algo que no se observa en |, lo cual se puede deber que para niveles bajos
de nutrientes, un aumento en la aireacion permite aumentar la biomasa, mas no la
densidad celular. En el caso del fotoperiodo se puede apreciar su efecto lineal en la
productividad de biomasa, es decir que para fotoperiodos entre 12:12 y 22:2 LO el
comportamiento es similar al experimentado en el crecimiento, sin embargo la diferencia
esta entre fotoperiodos de 22:2 y 24:0 LO, intervalo para el cual sucede algo equivalente
a lo descrito previamente para la aireacion, es decir que la microalga a pesar de no
disminuir su tiempo de duplicacién, si aumenta su acumulaciéon de biomasa en dicho
intervalo de fotoperiodo, dado que éste no inhibi6 la produccién de biomasa de la

microalga, como también lo reportan otros estudios (46; 150).

4.3.3 Contenido y produccion de lipidos (Yz Yy Y,)

El diagrama de Pareto del contenido de lipidos totales y de la productividad de lipidos
son mostrados en la Figura 4.4 y la Figura 4.5, respectivamente, donde se observa el
efecto negativo de la irradiancia y del fotoperiodo sobre el contenido de lipidos, Unicos
factores principales con efecto significativo, sin embargo la interaccién entre estos tiene
un efecto positivo, la interaccion entre el CO, y la irradiancia afecté negativamente la

acumulacion de lipidos, finalmente el cuadrado de la irradiancia tuvo efecto positivo, lo
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gue implica una saturacién del contenido de lipidos para el intervalo estudiado de

irradiancia.
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Figura 4.4. Diagrama de Pareto estandarizado de factores evaluados sobre contenido de

lipidos totales del peso seco (% PS)

Lo anterior, al compararlo con la productividad de biomasa, se puede concluir que los
valores maximos de productividad de biomasa y acumulacion de lipidos se logran en
condiciones opuestas de irradiancia y fotoperiodo, lo cual significa que la microalga
tiende a acumular mas biomasa y menos lipidos bajo condiciones altas de luz y acumular
menos biomasa y mas lipidos a condiciones bajas de luz, resultado equivalente a lo
obtenido para otros nutrientes como el nitrégeno, el fésforo o el hierro (73; 77; 81; 82;
124; 151), la conclusién no es la misma al emplear aire enriquecido con CO, dado que
éste no tiene efecto significativo en la acumulacion de lipidos, es decir que para
concentraciones de CO, cercanas al 2%, la productividad de biomasa sera mayor que
para concentraciones inferiores, sin embargo el contenido de lipidos sera similar para

ambas condiciones.

En el caso de la productividad de lipidos, Figura 4.5, algunos efectos que fueron positivos
en la productividad de biomasa y negativos en la acumulacion de lipidos (fotoperiodo e
interaccion CO,-irradiancia) fueron contrarrestados, haciendo que no tengan efecto
significativo con una confianza del 95%, mientras factores que solo fueron significativos

en una de las anteriores respuestas, lo contindan siendo en la productividad de lipidos,
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es decir el contenido de CO,, la aireacion, el cuadrado de la irradiancia y la interaccion
irradiancia-fotoperiodo; finalmente los factores cuadréaticos del CO, y de la aireacion y la
interaccion contenido de CO, y fotoperiodo aparecen con efecto significativo, el primero

con efecto negativo y los dos ultimos con efecto positivo.
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Figura 4.5. Diagrama de Pareto estandarizado de factores evaluados sobre
Productividad de lipidos (Pp)

De la Figura E.13 a la Figura E.24 son mostradas las superficies de respuesta tanto de la
acumulacion de lipidos como de la productividad de lipidos, en las cuales destaca el
efecto de saturacion de la productividad de lipidos a concentraciones de CO, cercanas al
2%, la tendencia lineal de la productividad de lipidos con respecto al fotoperiodo y la
poca variacion de dicha productividad de lipidos en los intervalos de irradiancia entre 22 y
68 PE-m?.s?y de aireacion entre 0,4 y 0,8 vwm, después de los cuales la productividad
aumenta sensiblemente, en otras palabras, se evidencia el efecto negativo del cuadrado
del CO, y el efecto positivo del cuadrado de la irradiancia y de la aireacién en la

productividad de lipidos, como se menciond previamente.

Finalmente, Chiu et al. (2008) reportan la maxima productividad de lipidos empleando
aire enriquecido con CO,, 178,8 mg-L'l-dia'l, es decir 2,5 veces la maxima productividad
de lipidos predicha por el modelo ajustado, sin embargo a diferencia del presente
estudio, dicha productividad fue alcanzada realizado el cultivo de manera semicontinua,

es decir que diariamente cosechaban la mitad del volumen de cultivo, el cual era
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reemplazado por medio de cultivo nuevo, lo que podria llevar a pensar que tal manera de

cultivo sea apropiada para mejorar la productividad de lipidos (42).

4.3.4 Optimizacion productividad de lipidos

Dentro del intervalo estudiado de los diferentes factores evaluados, con una significancia
del 5%, la méxima productividad de lipidos posible predicha por el modelo es de
69,7 + 5,6 mg-L™*-dia®, es decir 15,2 * 1,2 veces la productividad de aceite de la palma
africana, correspondiente a valores de CO, de 2%, irradiancia de 114 pE-m?.s™,
fotoperiodo de 24:0 LO y aireacion de 1,2 vvm; para estas condiciones la productividad
de biomasa y el contenido de lipidos estimados son respectivamente 525+40 mg-L™-dia™*
y 16,4 + 1,4% PS. Tal 6ptimo tiene dos limitaciones de tipo econémico para un
escalamiento industrial: el primero de ellos es el fotoperiodo: el fotoperiodo 6ptimo de
24:0 LO no resulta conveniente puesto que el uso de luz artificial impone una carga
economica representada en el costo de la energia eléctrica y de la infraestructura de
iluminacion. La condiciébn deseable incluye el uso exclusivo de luz solar como fuente
luminica (16; 19; 28; 122), la cual para Colombia tiene un fotoperiodo aproximadamente
constante de 12:12 LO (33), lo cual fija externamente dicha condicién para el cultivo. En
segundo lugar, el contenido de lipidos no alcanza el minimo de 30% PS recomendado
por otras investigaciones para poder lograr que el proceso de extraccidon sea factible
econdémicamente (16; 23; 28; 152). Es decir que el fotoperiodo se debe fijar en 12:12 LO

y el contenido de lipidos debe ser al menos del 30% del peso seco.

Como se observa de la Figura E.13 a la Figura E.18 del Anexo E, los 6ptimos de
irradiancia, fotoperiodo y aireacion en la acumulacién de lipidos son los valores minimos
evaluados, es decir 22 uE-m?.s™, 12:12 LO y 0,4 vvm, respectivamente, por encima de
los cuales el contenido de lipidos decae sensiblemente por debajo del valor minimo
aceptable (30%); consecuentemente el Unico factor a optimizar es el contenido de CO..
La Figura 4.6 detalla el efecto del contenido de CO; en el aire sobre el porcentaje de
acumulacion de lipidos en peso seco y sobre el porcentaje de disminucion de la
productividad méaxima posible (69,7 + 5,6 mg-L™*.dia™); resulta obvio que la disminucién
en la productividad de lipidos deber ser minimizada; pese a lo anterior, la funcion real que

deberia minimizarse es el costo. Tal costo se ve afectado por muchos factores, que
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incluyen el costo de extraccién, de aireacion, de produccion o adecuacion del CO,, entre
otros, como no es posible conocer dicha funcion a esta escala, optimizar la reduccion de
productividad de lipidos tiene sentido, en el entendido que el contendido de CO, no
tendria mucho efecto en un esquema industrial en donde el CO, puede ser tomado de
una termoeléctrica sin mayores diferencias de costo para el intervalo evaluado. Por tal
razon la 6ptima concentracién de CO, esta cercana al 1,2%, en donde los valores de
contenido de lipidos y la productividad de lipidos son 32,7 + 1,4% y 42,0+5,6 mg-L™-dia™,
respectivamente. Las condiciones restantes de irradiancia, fotoperiodo y aireacion estan
en 22 uE-m?.st, 12:12 LO, 0,4 vwm, los cuales son los valores inferiores estudiados, por
lo cual se recomienda para estudios posteriores ampliar el intervalo a evaluar, en

especial para el caso de la aireacion, con el objetivo de encontrar el 6ptimo real.

49,0% 34,0%
48,0% M 33,5%
47,0% : 33,0%
46,0% 3 /A/J / 32,5%
45,0% \ A/J /j 32.0%
44,0% R /A/ l'-/ 31,5%
43,0% \U/K / 31,0%
42,0% '/\ /] 30.5%

41,0% f L\D\K /D/U/d 30,0%
40,0% 29,5%

O——r

Porcentaje de disminuciénen la
Productivad maxima de lipidos (1)

Porcentaje acumulacion de lipidos (%PS) (A)

39,0% T T T T T T T T T T T T T T T 29,0%
0506 07 08 0910 1112 13 1415 16 17 18 19 20

Porcentaje de CO,

Figura 4.6 Efecto del contenido de CO, en el aire sobre el porcetaje de acumulacion de
lipidos del peso seco (A) y sobre la disminucién de la productividad de lipidos (o),
respecto con la maxima obtenida (69,7 + 5,6 mg-L™-dia™). Irradiancia 22 pE-m™?.s™,

fotoperiodo 12:12 LO, aireacion 0,4 vwm,

Gracias a que las anteriores condiciones de iluminacién de cultivo son alcanzables en
cualquier parte del pais, dado que la irradiancia media es 387 pE-m?.s™ (33), valor que

puede ser reducido al 6ptimo empleando sombreado, haciendo de Colombia un territorio
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acumulacién de aceites en la microalga Chlorella vulgaris

adecuado para el cultivo masivo de microalgas. La productividad de lipidos bajo las
nuevas condiciones tiene una equivalencia de 9,1 + 1,2 veces la productividad de aceites
de la palma africana, es decir tan s6lo un 9% por debajo de lo reportado por la literatura
para un porcentaje de acumulacion de lipidos del 30% (16). Adicionalmente, para la
nueva productividad de lipidos comparada con la maxima posible, los costos asociados
con la extraccion de lipidos son reducidos en un 51% gracias al aumento del contenido
de lipidos en dicho porcentaje (98); ademas por unidad de &rea cultivada y tiempo de
cultivo los costos relacionados con aireacion, suministro de CO, y suministro de luz

artificial son reducidos en un 67%, 40% y 100%, respectivamente.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Ante la necesidad de determinar los lipidos producidos por las microalgas como fuente
potencial para la produccién de biodiesel fueron estudiados un método de rompimiento
celular, cinco métodos de terminacion gravimétrica de lipidos y una técnica
espectrofotométrica. La disrupcion celular por sonicacion resulté ser bastante eficiente,
rompiendo cerca del 90% de las células microalgales después de 10 minutos, lo cual lo
hace un método eficiente a nivel laboratorio para tal fin.

Mientras que para los métodos de extraccion solo fueron eficientes aquellos que usaron
como solvente la mezcla cloroformo-metanol, siendo en concreto el método propuesto
por Bligh & Dyer en 1959 el mejor, sin embargo con una significancia del 5% las
modificaciones propuestas por Inouye y Manirakiza dieron resultados satisfactorios,
haciendo que la modificacién propuesta por Inouye sea mas adecuada gracias a ser la
menos costosa. En cuanto al método espectrofotométrico formulado por Marsh &

Weinstein también fue eficaz para la medicién de lipidos obtenidos a partir de microalgas.

Las microalgas cultivadas resultaron tener productividades de lipidos lo suficientemente
altas como para ser consideradas como una fuente potencial para la obtenciéon de
biodiesel, en especial las microalgas de agua dulce. Pues para el caso de la microalga
Chlorella tuvo una productividad equivalente a 4,1 veces la productividad de la palma
africana, actual materia prima empleada en Colombia para la obtencion de biodiesel. La
anterior productividad es claramente susceptible de mejora, dado que ha sido
demostrado que el empleo de aire enriquecido con CO, aumenta considerablemente la
produccion de lipidos (40). La anterior microalga, adicionalmente present6 una relacion

de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados similar a los del aceite de
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soya, actual segunda fuente mundial empleada en la produccion de biodiesel (59),

haciéndola potencialmente propicia para obtencion de biodiesel.

La optimizacién de los parametros contendido de CO,, irradiancia, fotoperiodo y aireacion
para un potencial cultivo masivo de la microalga Chlorella vulgaris como fuente viable de
biodiesel se logré en los valores de 1,2%, 22 pE-m?.s?, 12:12 LO y 0,4 vvm,
respectivamente, donde los valores estimados de contenido de lipidos y la productividad
de lipidos son 32,7 + 1,4% y 42,0 + 5,6 mg-L™*-dia™, respectivamente. En el caso de los
valores ajustados de iluminacion, es decir irradiancia y fotoperiodo, son factibles de
alcanzar en el territorio colombiano, mientras que los factores de CO, y aireacion pueden

ser controlados a escala industrial.

A partir de los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta tesis se presentaron 2
ponencias en el Tercer Congreso Latinoamericano de Biotecnologia Algal (Il CLABA),
realizado entre el 16 y 18 de enero del 2012 en la ciudad de Concepcion:

e “Uso de las microalgas Scenedesmus acutus, Chlorella vulgaris, Nannochloropsis
oculata, Isochrysis galvana y Botryococcus braunii como fuentes potenciales de
biodiesel”.

e “Comparacion de cinco métodos gravimetricos y uno colorimétrico para la medicion

de lipidos en la microalga Chlorella vulgaris”

5.2 Recomendaciones

En la evaluacién de la sonicacién como técnica de disrupcién, se recomienda un estudio
mas detallado del efecto de la concentracién celular sobre su efectividad en el porcentaje
de células rotas, con el objetivo de optimizar el consumo energético de ésta, ademas de

minimizar el uso de solventes empleados por unidad de biomasa.

En el caso de continuarse estudiando cepas de agua de mar, se recomienda emplear
tanto agua proveniente de la costa Pacifica como la costa Caribe colombiana con el

objetivo de determinar el efecto de la procedencia del agua marina empleada.
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Dado que las microalgas Nannochloropsis y Chlorella presentaron en su composicion un
alto contenido de acidos grasos w3 y w6, se recomienda su uso con fines alimenticios,
mas aun cuando esta Ultima microalga presenta resultados mejores de dichos aceites de

alto valor agregado en comparacién con otras fuentes empleadas para tal fin.

En caso de ser empleado los lipidos de microalgas para fines alimenticios se recomienda
evaluar nuevas técnicas de extraccion de dichos lipidos, dado que tanto el cloroformo
como el metanol son téxicos. Como técnica de extraccion se recomienda la extraccion
supercritica, la cual a pesar de ser mas costosa, es de mayor factibilidad dado que
permite aumentar el valor agregado de los lipidos extraidos.

Dado que la mejor combinacion de productividad de lipidos y contenido de lipidos se
logré para los valores inferiores de aireacion e irradiacion se recomienda hacer estudios
posteriores que permitan encontrar el 6ptimo real, en especial en el caso de la aireacion,

dado que los costos asociados a éste se podrian reducir significativamente.

Se recomienda hacer modificaciones en la manera de cultivo con el objetivo de mejorar la
productividad de lipidos, como puede ser cambiar el cultivo discontinuo empleado en el
presente estudio, por cultivos semicontinuos o continuos o incluso probar cultivos por
etapas, en donde en una primera etapa la microalga esta a condiciones éptimas de
crecimiento y una segunda etapa donde la microalga es sometida a condiciones de

estrés para favorecer la acumulacion de lipidos.

Finalmente se recomienda realizar estudios que permitar encontrar maneras viables
econ6micamente para la obtencién de biocombustibles a partir de las microalgas como

puede ser la pirolisis.
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Anexo A Elaboracion medios de cultivos
empleados

Medio f/2

Este es un comun y ampliamente utilizado medio de cultivo de agua de mar enriquecido,
disefiado para el cultivo de algas marinas costeras, especialmente las diatomeas. La
concentracion de la formulacion original, denominado "medio f', se ha reducido a la
mitad. En 950 ml de agua de mar natural filtrada, agregar los siguientes componentes,
segun se muestra en Tabla A.1. Llevar el volumen final a 1 litro con agua de mar natural

filtrada. Esterilizar. Si el silicato no es necesario, omitir para reducir la precipitacion.

Tabla A.1. Nutrientes necesarios elaboracién medio de cultivo f/2 estandar (112)

Solucién Stock Cantidad Concentracion final

Componente (g-Lh usada en el medio (M)
NaNO; 75 1 mL 8,82 x10%
NaH,PO, 5 1 mL 3,62 x10®
Na,SiO3z-9H,0 30 1 mL 1,06 x10*
Solucién metales traza 1 mL
Solucién de vitaminas 0,5 mL

Tabla A.2. Solucién metales traza /2 estandar (112)

Componente Solucion Stock  Cantidad Concentracion final

(g-Lh usada en el medio (M)
FeCl;-6H,0 - 3,15 g 1,17 x10%
Na,EDTA-2H,0 - 4,36 g 1,17 x10%
MnCl,-4H,0 180,0 1 mL 9,17 x10"
ZnS0,-7H,0 22,0 1 mL 7,65 x10%
CoCl,-6H,0 10,0 1 mL 4,20 x107°®
CuS0,-5H,0 9,8 1 mL 3,93 x10%
Na,MoO,-2H,0 6,3 1 mL 2,60 x10%
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Tabla A.3. Solucion vitaminas f/2 estandar (112)

Componente Solucién Stock Cantidad Concentracion final

(g-L™) usada en el medio (M)
Tiamina (B1) - 200 mg 2,96 x10’
Biotina (H) 1,0 2,05 x10
Cianocobolamina (B12) 1,0 3,69 x10™°

Bold’s Basal Medium (BBM)

Este se deriva de una version modificada de solucion de Bristol. EI medio carece de
vitaminas, mientras que algunas concentraciones de metales traza son altas. Este es un
medio Gtil para muchas algas, especialmente algas chlorococcales o algas volvocales.
Sin embargo, la formulacién es inadecuada para las algas que requieren vitaminas.
Varios medios modificados se han desarrollado. En 936 ml de agua destilada, agregar

nutrientes segun se describe en la Tabla A.4. Esterilizar. El pH final debe ser 6,6 (112).

Tabla A.4. Nutrientes necesarios elaboracién medio de cultivo BBM estandar (112)

Solucién Stock Cantidad Concentracion final

Componente (g-Lh usada en el medio (M)
Macronutrientes

NaNO; 25 10 mL 2,94 x10%
CaCl,-2H,0 2,5 10 mL 1,70 x10*
MgSO,-7H,0 7,5 10 mL 3,04 x10*
K,HPO, 7.5 10 mL 4,31 x10™
KH,PO, 17,5 10 mL 1,29 x10%
NaCl 2,5 10 mL 4,28 x10%™
Solucién alcalina de EDTA 1 mL

EDTA 50 1,71 x10™
KOH 31 553 x10™
Solucién acida de Hierro 1 mL

FeSO,-7H,0 4,98 1,79 x10®
H,SO, 1 mL

Solucién Boro 1 mL

HsBO, 11,42 1,85 x10*
Solucién metales traza 1 mL

ZnS0,-7H,0 8,82 3,07 x10%
MnCl,-4H,0 1,44 7,28 x10
MoO; 0,71 4,93 x10°°
CuS0,-5H,0 1,57 6,29 x10%

Co(NO3),-6H,0 0,49 1,68 x10%




Anexo B Pruebas de Tukey realizadas.

Prueba de Tukey para establecer diferencias significativas entre métodos de
extraccion de lipidos sobre el contenido de lipidos cuantificado

Significancia: 5%

Tratamientos: 6

Grados de libertad de error (Tabla 2.5): 15

Promedio cuadrado del error (Tabla 2.5): 8,840x10™%

Valor g: 4,59

Tabla B.1. DSH criticos de acuerdo a numero de repeticiones para tratamientos

pareados
Repeticiones Repeticiones DSH critico
tratamiento a  tratamiento b
2 3 0,881%
3 3 0,788%
2 7 0,774%
3 7 0,666%

Tabla B.2. Diferencias de valores medios de contenido de lipidos para tratamientos
pareados. Valores subrayados corresponden a DSH menores a DSH critico
correspondiente, es decir sin diferencia significativa
Bligh & Bligh &

Bligh & Dyer Dyer B“gh & Dy'er Extraccion
Dyer 2 2 modificacion
o modificado modificado S soxhlet
original o 2 Manirakiza
Inouye Manirakiza
metodo 0,067% 0,42% 0,61% 3,12% 5,04%
colorimétrico
Bligh & Dyer original 0,35% 0,54% 3,05% 4.97%
Bligh & Dyer modificado Inouye 0,19% 2,70% 4,62%
Bligh & Dyer modificado Manirakiza 2,51% 4,43%

Bligh & Dyer modificacién 2 Manirakiza 1,92%
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Prueba de Tukey para establecer diferencias significativas entre microalgas
estudiadas sobre la velocidad especifica de crecimiento de éstas.

Significancia: 5%

Tratamientos: 5

Grados de libertad de error (Tabla 3.2): 10

Promedio cuadrado del error (Tabla 3.2): 0,00300

Valor q: 4,65

DSH critico: 0,147

Tabla B.3. Diferencias de valores medios de velocidad de crecimiento de microalgas
evaluadas para tratamientos pareados. Valores subrayados corresponden a DSH

menores a DSH critico, es decir sin diferencia significativa

Nannochloropsis Chlorella Scenedesmus Botryococcus
Isochrysis 0,156 0,515 0,582 1,082
Nannochloropsis - 0,359 0,426 0,926
Chlorella - - 0,067 0,567
Scenedesmus - - - 0,500

Prueba de Tukey para establecer diferencias significativas entre microalgas
estudiadas sobre la productividad de biomasa de éstas.

Significancia: 5%

Tratamientos: 5

Grados de libertad de error (Tabla 3.3): 10

Promedio cuadrado del error (Tabla 3.3): 35,4

Valor q: 4,65

DSH critico: 16,0

Tabla B.4. Diferencias de valores medios de productividad de biomasa de microalgas
evaluadas para los tratamientos pareados. Valores subrayados corresponden a DSH

menores a DSH critico, es decir sin diferencia significativa

Chlorella Nannochloropsis Botryococcus Isochrysis
Scenedesmus 24,7 43,0 67,2 94,9
Chlorella - 18,4 42,6 70,3
Nannochloropsis - - 24,2 51,9

Botryococcus - - - 27,7
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Prueba de Tukey para establecer diferencias significativas entre microalgas
estudiadas sobre el contenido de lipidos del peso seco de éstas.

Significancia: 5%

Tratamientos: 5

Grados de libertad de error (Tabla 3.5): 10

Promedio cuadrado del error (Tabla 3.5): 0,000138

Valor q: 4,65

DSH critico: 3,15%

Tabla B.5. Diferencias de valores medios de contenido de lipidos de microalgas
evaluadas para tratamientos pareados. Valores subrayados corresponden a DSH

menores a DSH critico, es decir sin diferencia significativa

Botryococcus Isochrysis Scenedesmus Nannochloropsis

Chlorella 1,20% 1,62% 3,70% 5,55%
Botryococcus - 0,42% 2,50% 4,35%
Isochrysis - - 2,07% 3,93%
Scenedesmus - - - 1,85%

Prueba de Tukey para establecer diferencias significativas entre microalgas
estudiadas sobre la productividad de lipidos de éstas.

Significancia: 5%

Tratamientos: 5

Grados de libertad de error (Tabla 3.7): 10

Promedio cuadrado del error (Tabla 3.7): 1,25

Valor q: 4,65

DSH critico: 3,0

Tabla B.6. Diferencias de valores medios de productividad de lipidos de microalgas
evaluadas para tratamientos pareados. Valores subrayados corresponden a DSH

menores a DSH critico, es decir sin diferencia significativa

Chlorella Nannochloropsis Botryococcus Isochrysis
Scenedesmus 0,11 8,05 8,84 13,88
Chlorella - 7,94 8,73 13,77
Nannochloropsis - - 0,79 5,83

Botryococcus - - - 5,04
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Anexo C Informe composicion acidos
grasos microalgas cultivadas
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‘ . FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y DE ZOOTECNIA
: i{fggfaﬁ AL LABORATORIO DE TOXICOLOGIA — EDIFICIO DE INVESTIGACIONES AVICOLAS
\ GRUPO DE INVESTIGACION EN TOXICOLOGIA Y NUTRICION AVIAR
- DE COLOMBIA Ciudad Universitaria- Edificio 561B

Sede Bogota labtoxv_fmvzbog@unal.edu.co
Remitente o propietario: ) Resultado No: 02-IN 2012
LABORATORIO DE INGENIERIA QUIMICA Fecha: Marzo 09 de 2012
Atn. Luis Miguel Serrano. Teléfono: 3165000 Etx 14322
Direccion: Edificio 412 Laboratorio 213 Celular:

ACIDOS GRASOS (%) PAG 1 DE 1

FAMES 01 02 04 11 uT
C12:0 3,6 3,5 2,9 9,8 0,5
C14:0 1,8 0,8 0,3 11,4 0,3
C16:0 49,1 17,2 15,7 32,8 6,9
Cl6:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6
C17:0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4
Ci17:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,8
C18:0 17,1 7,4 2,9 21,5 0,9
C18:1n-9t 4,4 0,0 3,8 0,0 0,0
C18:1n-9¢ 17,4 3,5 15,7 18,8 78,2
C18:1n-7 0,0 8,6 11,1 0,0 0,0
C18:2n-6¢ 2,6 21,4 20,5 3,0 3,3
C20:0 0,4 0,0 4,2 0,0 0,3
C18:3n-6 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4
C18:3n-3 1,6 37,6 22,8 2,7 6,0
C22:1n-9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2
C23:0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3
C20:5n-3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,7

100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
PUFAS 6,2 59,0 43,3 5,7 10,1
MUFAS 21,8 12,1 30,5 18,8 80,2
SFAS 72,0 28,9 26,2 75,5 9,7
n-3 1,6 37,6 22,8 2,7 6,8
n-6 2,6 21,4 20,5 3,0 3,7
n6/n-3 1,6 0,6 0,9 1,1 0,6

Realizado por:
Milena Cepeda_Amado

,‘41111[1'5td Este resultado no es valido sin el sello seco del laboratorio de Toxicologia



Anexo D Efecto del CO,, la luz y la
aireacion en el crecimiento de la
microalga Chlorella vulgaris LAUN 002
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Figura D.1 UE 1: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 45 pE-m™?.s™, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireacién 0,85 vwm. p = 0,756 + 0,058 dia™ (R2 = 0,986)
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Figura D.2 UE 2: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 91 pE-m?.s™, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacion 0,55 vwm. u=1,229 + 0,074 dia™ (R2=0,995)
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Figura D.3 UE 3: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m?.s™, Fotoperiodo
18:6 LO, Aireacion 0,40 vwm. p = 0,888 + 0,036 dia™ (R2 = 0,996)
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Figura D.4 UE 4: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 91 pE-m™?.s™, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireacién 0,55 vwvm. p = 0,733 + 0,083 dia™ (R2=0,970)
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Figura D.5 UE 5: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 91 uE-m'z-s'l, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireacién 0,85 vwm. p = 0,732 + 0,106 dia™ (R? = 0,952)
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Figura D.6 UE 6: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 45 uE-m'z-s'l, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacioén 0,85 vvm. p = 0,897 + 0,043 dia™ (R? = 0,995)
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Figura D.7 UE 7: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m™?.s™, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vvm. p = 0,858 + 0,063 dia™ (R2 = 0,984)
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Figura D.8 UE 8: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 uE-m'z-s'l, Fotoperiodo
18:6 LO, Aireacién 1,20 vvm. p = 1,043 + 0,064 dia™® (R2 = 0,990)
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Figura D.9 UE 9: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 45 pE-m™?.s™, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireacién 0,55 vwm. p = 0,655 + 0,071 dia™ (R2 = 0,970)
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Figura D.10 UE 10: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m™-s™, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vvm. p = 0,849 + 0,092 dia™ (R2=0,966)
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Figura D.11 UE 11: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 91 pE-m™.s™, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireacién 0,55 vwm. p = 1,041 + 0,078 dia™ (R2 = 0,990)
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Figura D.12 UE 12: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 45 pE-m-s™, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacion 0,85 vwvm. u = 0,735 + 0,105 dia™ (R2=0,953)
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Figura D.13 UE 13: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 45 uE-m'z-s'l, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacién 0,55 vvm. p = 0,741 + 0,094 dia™ (R? = 0,963)
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Figura D.14 UE 14: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 uE-m’z-s’l, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vvm. pu = 0,843 £ 0,067 dia® (R2 = 0,981)
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Figura D.15 UE 15: Temperatura 24°C, CO, 0,03%, Irradiancia 68 pE-m?.s™,
Fotoperiodo 18:6 LO, Aireacién 0,70 vwm. p = 0,607 + 0,052 dia™ (R? = 0,981)
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Figura D.16 UE 16: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m™-s™, Fotoperiodo

24:0 LO, Aireacion 0,70 vvm. p = 0,819 + 0,087 dia™ (R2 = 0,966)
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Figura D.17 UE 17: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m?-s™, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vwvm. p = 0,832 + 0,073 dia™ (R2 = 0,977)
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Figura D.18 UE 18: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 45 uE-m’z-s’l, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireacién 0,85 vvm. = 0,673 + 0,079 dia™ (R2=0,966)
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Figura D.19 UE 19: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m?-s™, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vwvm. p = 0,785 + 0,047 dia™ (R2 = 0,988)
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Figura D.20 UE 20: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 22 pE-m?-s™, Fotoperiodo
18:6 LO, Aireacion 0,70 vwvm. p = 0,647 + 0,028 dia™ (R2=0,993)
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Figura D.21 UE 21: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 91 uE-m'z-s'l, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacioén 0,85 vvm. p = 0,857 + 0,108 dia™ (R? = 0,969)
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Figura D.22 UE 22: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 uE-m’z-s’l, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vvm. pu = 0,843 £ 0,087 dia™® (R2 = 0,969)
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Figura D.23 UE 23: Temperatura 24°C, CO, 0,5%, Irradiancia 91 pE-m-s™, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacion 0,55 vvm. p = 0,805 + 0,109 dia™ (R2 = 0,962)
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Figura D.24 UE 24: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 45 pE-m™-s™, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireaciéon 0,55 vwvm. p = 0,749 + 0,068 dia™ (R2=0,980)
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Figura D.25 UE 25: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 uE-m'z-s'l, Fotoperiodo
12:12 LO, Aireacién 0,70 vwm. p = 0,752 + 0,053 dia™* (R = 0,982)
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Figura D.26 UE 26: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 91 uE-m’z-s’l, Fotoperiodo
15:9 LO, Aireaci6n 0,85 vvm. p = 0,981 + 0,086 dia™ (R? = 0,986)
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Figura D.27 UE 27: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 114 pE-m?.s™,
Fotoperiodo 18:6 LO, Aireacién 0,70 vwm. p = 1,168 + 0,071 dia™ (R? = 0,992)
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Figura D.28 UE 28: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m™-s™, Fotoperiodo
18:6 LO, Aireacion 0,70 vvm. p = 0,992 + 0,060 dia™ (R2=0,990)
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Figura D.29 UE 29: Temperatura 24°C, CO, 1,0%, Irradiancia 68 pE-m?-s™, Fotoperiodo
24:0 LO, Aireacion 0,70 vvm. p = 0,808 + 0,081 dia™ (R2 = 0,969)
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Figura D.30 UE 30: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 91 uE-m’z-s’l, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacion 0,85 vwvm. u=1,210 + 0,060 dia™® (R2 = 0,997)
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Figura D.31 UE 31: Temperatura 24°C, CO, 2,0%, Irradiancia 68 pE-m?-s™, Fotoperiodo
18:6 LO, Aireacion 0,70 vwm. p = 0,932 + 0,050 dia™ (R2 = 0,994)
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Figura D.32 UE 32: Temperatura 24°C, CO, 1,5%, Irradiancia 45 pE-m™-s™, Fotoperiodo
21:3 LO, Aireacion 0,55 vwvm. u = 0,914 + 0,080 dia™ (R2=0,984)



126 Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso
en la produccion de biodiesel

1,00E+07 <

Densidad celular (células-mL™)

1,00E+06 T T T T
0 1 2 3

Tiempo (dias)

I
(9]

Figura D.33 UE 33: Temperatura 24°C, CO, 0,03%, Irradiancia 68 pE-m?.s™,
Fotoperiodo 18:6 LO, Aireacién 0,70 vwm. p = 0,609 + 0,056 dia™ (R? = 0,978)

1,00E+07

Densidad celular (células-mL™)

1,00E+06 T T T T
0 1 2 3

Tiempo (dias)

I
(9]

Figura D.34 UE 34: Temperatura 24°C, CO, 2,0%, Irradiancia 68 pE-m?-s™, Fotoperiodo
18:6 LO, Aireacion 0,70 vwvm. pu = 0,915 + 0,062 dia™ (R2=0,991)
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Figura E.1 Velocidad especifica de crecimiento (), Temperatura 24°C, Fotoperiodo
22:2 LO, Aireacion 1,20 vvm
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Figura E.2 Velocidad especifica de crecimiento (u), Temperatura 24°C, Irradiancia

114 pE-m?.s™?, Aireacion 1,20 vwm
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Figura E.3 Velocidad especifica de crecimiento (i), Temperatura 24°C, Irradiancia

114 pE-m?.s?, Aireacion 1,20 vwm
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Figura E.4 Velocidad especifica de crecimiento (1), Temperatura 24°C, CO, 2,0%,
Fotoperiodo 22:2 LO
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Figura E.6 Velocidad especifica de crecimiento (1), Temperatura 24°C, CO, 2,0%,

Irradiancia 114 pE-m?2.s™
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Figura E.9 Productividad de biomasa (Py,), Temperatura 24°C, Irradiancia
114 pE-m?.s™, Fotoperiodo 24:0 LO



Anexo E: Modelos de superficies de respuesta del efecto del CO, y la luz

sobre el crecimiento y acumulacién de lipidos en Chlorella vulgaris LAUN 002

131

Productividad de biomasa

(mg-L-1-dia")

600 =

475

350

225 24

100

22 45 - Fotoperiodo
68- - 91 114 12 (':IL)

Irradiancia
(uE.m-2.5-1)

Figura E.10 Productividad de biomasa (Py,), Temperatura 24°C, CO, 2,0%, Aireacion

Productividad de biomasa

(mg-L-1-dia")

1,20 vvm

600 (=
475 e
350 ’% ==
225 e S
. 71 ‘
100 < 0,8
22 45 68 —"04 %% IAireacién
91 114 (vvm)
Irradiancia
(HE-m-2-s7)

Figura E.11 Productividad de biomasa (Py,), Temperatura 24°C, CO, 2,0%, Fotoperiodo
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114 pE-m?.s™
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Figura E.13 Contenido de lipidos totales del peso seco (% PS), Temperatura 24°C,
Fotoperiodo 12:12 LO, Aireaciéon 0,40 vwm
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Figura E.14 Contenido de lipidos totales del peso seco (% PS), Temperatura 24°C,
Irradiancia 22 pE-m™?.s™, Aireacion 0,40 vvm
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Figura E.15 Contenido de lipidos totales del peso seco (% PS), Temperatura 24°C,
Irradiancia 22 pE-m™.s™, Fotoperiodo 12:12 LO
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Figura E.17 Contenido de lipidos totales del peso seco (% PS), Temperatura 24°C,
CO; 2,0%, Fotoperiodo 12:12 LO
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Figura E.18 Contenido de lipidos totales del peso seco (% PS), Temperatura 24°C,
CO, 2,0%, Irradiancia 22 pE-m?.s™
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Figura E.22 Productividad de lipidos (P;), Temperatura 24°C, CO, 2,0%, Aireacion 1,20
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Anexo F Comentarios jurados
sustentacion publica tesis

Jurado Ing. Qco MSc. Dr. Juan Guillermo Cadavid Estrada

Qué sigue?

o Escoger una zona en Colombia promisoria para el cultivo de microalgas para
realizar cultivos que permitan establecer condiciones restantes de cultivo como el
agua empleada.

o Establecer la manera méas adecuada de cultivo, es decir seleccionar un cultivo
discontinuo, semicontinuo, continuo o por etapas, de tal manera que la
productividad de lipidos sea optimizada

o Buscar un proceso rentable para la recuperacion de esos lipidos como puede ser
la pirolisis

Se hizo estimativo de costos?
No, debido a que se realizaron sélo ensayos a escala laboratorio, a la cual alin no se
puede realizar un estimado de costos fiable.
La curva patrén del método colorimétrico se pudiera hacer con algo mas estandar?
Dado que en ensayos preliminares al igual que lo reporta la literatura, cada aceite
tiene una curva caracteristica, no se podria escoger un patrén unico, lo ideal hubiera
sido realizar la curva de calibracién para cada microalga estudiada, sin embargo los
costos asociados a obtener la biomasa necesaria para tal fin hacia de esto inviable,
por tal razén se opt6d por aceptar la curva obtenida con aceite de Chlorella vulgaris
como estandar para los ensayos realizados

En cromatografia se us6 un FAMEMIX. Ya estan estandares?

Para realizar la caracterizacion de los aceites producidos por las microalgas se

empled el estandar FAMEMIX 35077, el cual cuenta con un alto niumero de

metilesteres, exactamente 37, que van desde C4:0 hasta C22:6, adicionalmente el
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cromatografo empleado tenia la sensibilidad adecuada para la deteccion de ellos. En
cuanto al protocolo de derivatizacién que se siguié también pertenece al laboratorio
de Toxicologia de Veterinaria de la Universidad Nacional, quienes tienen
estandarizado el protocolo empleado para muestras como las obtenidas en la
presente tesis.

Salinidad del agua de mar.

La salinidad fue medida desde un comienzo, a pesar que se sabia que ésta era alta
se decidié continuar los ensayos debido a que por un error se penso que el agua
provenia de CENIACUA, sin embargo mucho tiempo después se confirmé que el
agua en realidad era procedente de la bahia de Santa Marta. El agua resulté siendo
de la bahia, lo cual podria explicar la alta salinidad.

Cudl es el efecto de fijar Xo ¥ Xmax?

En el Gltimo objetivo dado que se ajustdé el modelo logistico para determinar el efecto
de las diferentes variables sobre el crecimiento, se decidid ajustar X, para todas las
unidades experimentales, lo significaba que en realidad dichas variables tendrian
efecto sobre los parametros restantes del modelo, es decir 4y Xmax, Sin embargo se
decidi6 fijar este ultimo, dado que no fijar Xax €n efecto conllevaria a una variacion
de éste en funcién de las variables estudiadas, haciendo que el analisis del
crecimiento microalgal fuera mas complejo y dado que la literatura raramente
menciona Xmax COMO un parametro de importancia en el crecimiento se decidio fijar la
respuesta de crecimiento en funcién de sélo y, el cual si es ampliamente reportado
en la literatura. Finalmente, los R2 obtenidos al fijar este parametro fueron superiores
al 95% como se observa en el Anexo D, lo cual fue satisfactorio.

La composicion de los acidos grasos cambia con las diferentes condiciones?

En efecto se tiene esa hipoétesis, para lo cual para estudios posteriores de tiene

planeado realizar la caracterizacién de los aceites obtenidos.

Jurado Ing. Qco MSc. Dr. Mario Enrique Velasquez Lozano

Que llevo a pensar desde el inicio la ecuacion de primer orden en la cinética de
disrupcion?

EL modelo de disrupcion empleado es el resultado de una revision bibliogréfica, en la
cual tanto articulos de investigacion como libros de bioseparacién coinciden en que

es un modelo cinético adecuado para la disrupcion celular.
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e Como determind la eficiencia de extraccion?
La razon principal de realizar la cinética de disrupcion fue poder calcular la eficiencia
de extraccion, dado que si se alcanzaba una disrupcion del 90% de las células
después de 10 minutos de sonicacion y se realizaba la extraccion se podria suponer
gue el 90% de los lipidos intracelulares podrian ser despojados de manera
satisfactoria, lo anterior se pudo comprobar visualmente, pues el alga quedaba
blanca y la fase organica verde.

e Al realizar la sonicacion experiment6 formacion de emulsion?
La formacion de emulsion sélo sucedia si la sonicacion se realizada a una muestra
con dos fases presentes: fase organica y fase acuosa, lo cual lo observé en ensayos
preliminares, sin embargo para los métodos de extraccion seguidos, la disrupcién por
sonicacion de las microalgas se hacia en so6lo una de las fases, por lo cual para
dichos procesos de extraccién no hubo formacion de emulsion.

e Por qué se uso cloroformo si hay restriccion de uso?
La mezcla de solventes cloroformo — metanol es la que mayor eficiencia de
extraccion reporta la literatura, por lo cual fue necesario su uso. Con el objetivo de
contrarrestar su efecto negativo en el medio ambiente, mas exactamente en la capa
de ozono, se decidié trabajar con la menor cantidad de solventes posible. Adicional a
lo anterior se seleccion6 una mezcla de solvente con menor impacto en la salud y el
medio ambiente, sin embargo su eficiencia de extraccion no fue la misma, por lo cual
se recomendaria para estudios posteriores evaluar solventes con caracteristicas
similares a las del cloroformo, como la polaridad, pero con un menor impacto en el
medio ambiente.

¢ Injusto con el Soxhlet: por qué no se realizd disrupcion?
No se realiz6 disrupcion dado que el protocolo no lo exigia, dado que la extraccion
Soxhlet emplea el suministro de calor como facilitador de la extraccién. Sin embargo
para estudios posteriores podria realizarse una disrupcién celular previa a la
extraccion, sin embargo considero poco eficiente la extraccién Soxhlet dado que es
un proceso que requiere mayor cantidad de solvente y ademas es un proceso lento
pues tarda alrededor de las 7 horas, en comparacion con el propuesto por el Bligh &
Dyer, el cual no tarda mas de 1 hora.

e Chlorella hay mucha diferencia entre la literatura. Por qué?
La literatura reporta una gran variabilidad con respecto a la microalga Chlorella, esto

es debido principalmente a que este género de microalga cuenta con un gran nimero
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de especies, las cuales pueden crecer en una gran variedad de condiciones, como la
salinidad, pues existen cepas marinas y de agua dulce.

El seguimiento del crecimiento celular se hizo por microscopia o por absorbancia?
Por qué no uno solo?

En el segundo objetivo dado que eran pocas muestras el seguimiento por
microscopia y camara de Neubauer era viable, sin embargo en el tercer objetivo la
cantidad de muestras aumenté considerablemente, por lo cual realizar el mismo
método de seguimiento era impracticable, por lo cual se realiz6 una curva de
calibracion por espectrofotometria la tuvo un R2 de 99,9%, lo cual fue satisfactorio.

La aireacion es importante, porque si no hay aireacion, no hay transferencia de CO,
ni eliminacion de oxigeno, ni siquiera respiracion en el proceso cuando esta en la
etapa de condicién oscura.

En efecto la aireacién fue importante, en el Unico momento en que el intervalo
evaluado de ésta no tuvo efecto fue en la tasa de crecimiento, sin embargo para la
acumulacion y productividad de lipidos si tuvo efecto, por tal razén se propone
ampliar el intervalo estudiado, con el objetivo de encontrar un 6ptimo real de esta

variable y asi reducir sus costos.
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