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Moquegua, 15 de enero de 2020

VISTOS, el Oficio N® 016-2020-VP/UNAM del 15.01.2020, Informe N° 041-2020-DGI/VPI/UNAM del 13.01.2020,
Informe N° 009-2020-UPI-DGI-VPIUNAM del 08.01.2020, Informe Legal N° 1622-2019-OAL/CO-UNAM del
31.12.2019, Informe N° 1 121-2019-DGI/VPI/UNAM del 26.11.2019, Informe N° 277-2019-UPI-DGI-VPL/UNAM del
21.11.2019, Informe N° 193-2019-YORB-DGI del 17.09.2019, y el Acuerdo de Sesién Ordinaria de Comisién
Organizadora de fecha 15 de enero de 2020, y;

CONSIDERANDO:

Que, el parrafo cuarto del articulo 18° de la Constitucién Politica del Estado, concordante con el articulo 8° de la Ley
N° 30220, Ley Universitaria, reconoce la autonomia universitaria, en el marco normativo, de gobierno, académico,
administrativo y econémico, que guarda concordancia con el Capitulo IV del Estatuto de la UNAM.

Que, mediante Resolucién de Comisién Organizadora N° 405-2014-UNAM, de fecha 21.07.2014. en su articulo
primero dispone: Aprobar_' el resunado....del I Concurso de proyectos de investigacion con fondos de canon minero,

Investigadores Asociados: Blga. Isabel del Carmen Espinoza Reynoso, Ing. Giovanna Verénica Guevara Cancho ¥y
Mg. Katy Consuelo Alejandro Pérez, ¥, el Investigador Externo: Q.F. Stamber Alvaro Ramirez Revilla; asimismo.
conforme al articulo segundo, la asignacién econémica para dicho Proyecto de investigacién equivale a S/ 250,000.00
Soles.

Que, mediante Carta N° 74-2017-WMC/DPI-UNAM, recibido en fecha 09.01.2018, el director del proyecto de
investigacién, remite el informe final y econémico, sugiriendo la revisién ¥y se le notifique las observaciones que
pudieran existir. El Informe Contable Final. presentado hacia agosto del afio 2018, sefiala que existe una variacién
o diferencia entre los montos del presupuesto aprobado y el gasto ejecutado por especifica de gasto, segiin el siguiente
detalle:

5 Programado Ejecutado Variacién
ftem Descripcion f i - ity % T
1 Personal 0.00 0.00 0.00
2 Bienes 0.00 9,870.15 -9,670.15
3 Servicios 0.00 73,194.80 -78,194.80
4 Equipamiento y bienes 0.00 180,308.18 -180,308.18
duraderos
TOTAL (8 250,000.00 100 263,173.13 | 105.27 -13,173.13 -5,27

Se concluye que el gasto financiero, del proyecto de investigacién citado, asciende a un monto de S/ 263.173.13 Soles,
representando una ejecucién del 105.27 del presupuesto aprobado. Asimismo, el no existe saldo financiero, por el
contrario, se verifica que existe un sobregasto (exceso de gasto) con respecto al presupuesto aprobado, por el importe
de S/ 13,173.13 Soles. Con Informes N° 156-2019/EPIP/UNAM/FILIAL ILO, de fecha 30.05.2019, el director del
proyecto de investigacién, sefiala que se ha efectuado el internamiento de equipos a la Escuela Profesional de
Ingenieria Pesquera, mediante la Carta N° 003-2019-EPIP-WMC/UNAM-FILIAL ILO, de fecha 09.05.2019.
adjunténdose el Ficha de levantamiento de informacién —inventario patrimonial. Hecho concordante con el Acta de
internamiento de bienes N° 027-2019, suscrita el 30.05. 2019, por el director del proyecto y el encargado por la Unidad
de Patrimonio. A través del Informe N° 193-2019-YORB-DGI, de fecha 17.09.2019, la especialista administrativo de
la Direccién de Gestién de la Investigacién, concluye que segiin la evaluacién del informe final del proyecto de
investigacién titulado: “Obtencién de biodiesel a partir de micro algas cuantificando su potencial bioenergético en el

pin embargo, es preciso la subsanacién del porcentaje de similitud hasta un 20% y que se informe el excedente de S/
13,178.13 Soles que se gastaron. Mediante Carta N° 022-2019-WMC/DPI-UNAM, recibido en fecha 08.11.2019, el
director del proyecto de investigacién. remite el levantamiento de observaciones al informe final, sefialando: respecto
de la primera observacién solo se adjunta una pagina, no indicandose las frases, pérrafos, lineas, palabras, paginas
lo cual no ayuda a levantar ninguna observacién. Sobre el gasto adicional. sefiala que la entidad adquirié el equipo
liofilizador el cual superé el costo previsto. Por medio del Informe N° 277-2019-YORB-DGI, de fecha 20.11.2019, la
especialista administrativo de la Direccién de Gestién de la Investigacién, concluye que segiin la evaluacién del
informe final del proyecto de investigacién titulado: “Obtencién de biodiesel a partir de micro algas cuantificando su
potencial bioenergético en el litoral de la Provincia de Ilo del afio 20147, evaluado por pares evaluadores externos
con nota aprobatoria de 97.5, y habiéndose levantado las observaciones correspondientes al informe final técnico
econémico, se solicita la aprobacién del informe final segiin el siguiente detalle:
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A través del Informe N° 112 1-2019-DGI/VPI/UNAM, de fecha 21.11.2019, el divector de la Direccién de Gestién de
la Investigacién, recomienda tramitar la aprobacién del proyecto de investigacién finalizado mediante acto
resolutivo.

Que, con Informe Legal N° 1622-2019-OAL/CO-UNAM del 31.12.2019, el jefe de 1a Oficina de Asesoria Legal, sefiala
respecto a la investigacién, que la Ley N° 30220 Ley Universitaria, en su articulo 48°, dispone: “La investigacién
constituye una funci(?n esencial y obligatoria de la universidad, que la fomenta ¥ realiza, respondiendo a iravés de la

institucion o en redes de investigacién nacional o internacional, creadas por las instituciones universitarias piiblicas
oprivadas. Como se aprecia, la investigacién constifuye como una funcién esencial y obligatoria de las universidades,
¥a que estés la fomentan. Sobre los proyectos de investigacién e informe final, sefiala que el Reglamento General de
Investigacién de la UNAM, aprobada mediante Resolucién de Comisién Organizadora N° 1133-2018-UNAM, en su
articulo 25°, sobre el proyecto de investigacién, sefiala: EJ proyeclo de investigacién es un constructo teérico del
investigador en el cual se define el objeto de estudio, la naturaleza y titulo del trabajo, los recurso a emplearse, el
problema de investigacién e hipéiesis, los objetivos, la metodologia a usarse, la poblacién y muestra a investigarse, el
disefio experimental o no experimental a aprobarse y la literatura que servird de sustenio para la posterior ejecucién
del trabajo. Ahora, segin el literal a) del articulo 26 del reglamento aludido, sobre las clases de proyectos de
investigacién, estos pueden ser: Proyectos concursales que perciben financiamiento de la UNAM. Tal es el caso del
presente proyecto de investigacién de carécter multidisciplinario. El numeral 9.2 del item 9 respecto de las
evaluaciones del informe final de la Directiva N° 001-2016-UNAM/VPI-DGI “Directiva para la ejecucién de gastos
en los proyectos de investigacién financiados con fondos de canon minero, sobre canon, regalias, renta de aduanas y
participaciones”, aprobada mediante R.C.O. N° 439-2016-UNAM., dispone: Al finalizar la ejecucién del proyecto, el
director del proyecto presentard a la DGI el informe final... el cual segiin el numeral 9.3 constara de dos partes
independientes: a) El informe técnico conteniendo los resultados de investigacion acorde a los objetivos del proyecto
de investigacion... b) El informe econémico acorde al cronograma de ejecucién de gastos documentado que sustenle
los gastos realizados por el proyecto de investigacién y que acredite que ha realizado las rendiciones de cuentas a las
dependencias correspondientes. Ahora bien, el resultado de la investigacién conforme al numeral 9.11 sera: a)
Aceptado cuando el provecto de investigacién ha alcanzado sus objetivos generales y especificos: b) Rechazado,
cuando el proyecto no alcanzé sus objetivos y existen deficiencias de fondo insuperables (...): en ese orden de ideas,
el Proyecto de Investigacién de caracter multidisciplinario “Obtencién de biodiesel a partir de micro algas
\;, cuantificando su potencial bioenergético en el litoral de la Provincia de Ilo del afio 2014”, ha sido financiado por la

Universidad Nacional de Moquegua, ejecutado durante los afios 2014, 2015, 2016 y 2017, cuyo gasto financiero
i representa el 105.27%, existiendo un sobregasto de S/ 13,173.13 (segtin informe econdmico); asimismo, dicho proyecto
'} ha sido aceptado, de conformidad con la evaluacién de pares evaluadores externos, habiendo obtenido un puntaje
" de 95.7, estando dentro del rango de 91 a 120 puntos. Sobre el gasto en exceso, el director de la investigacién alude
que se debe a la adquisicién de un equipo liofilizador, sin embargo, el literal b) del numeral 8.7 de la directiva
acotada, sefiala que la oficina de logistica podré ajustar las caracteristicas de lo que se va a contratar o adquirir
segiin plan de trabajo, previa autorizacién del director del proyecto de investigacién. Al respecto cabe indicar que, al
firmar el contrato, se asume los compromisos y obligaciones de cumplir fielmente con el cronograma de ejecucion del
proyecto de acuerdo a su plan de trabajo y demas acciones correspondientes; por lo que corresponde APROBAR el
Informe Final y culminacién del Proyecto de Investigacién de cardcter multidisciplinario, denominado: “Obtencién
de biodiesel a partir de micro algas cuantificando su potencial bicenergético en el litoral de la Provincia de Tlo del
aio 2014”, financiado por la Universidad Nacional de Moquegua, segtin R.C.O. N° 405-2014-UNAM: cuyo resultado
ha sido aceptado, segiin la calificacién otorgada por los pares evaluadores. Por tanto, debe emitirse el acto resolutive
correspondiente.
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El equipo de investigacién estuvo conformado, por los siguientes miembros:
Director : Dr. Walter Merma Cruz
Investigadores Asociados : Blga. Isabel del Carmen Espinoza Reynoso,
: Ing. Giovanna Verénica Guevara Cancho
: Mg. Katy Consuelo Alejandro Pérez,
Investigador Externo : QF. Stamber Alvaro Ramirez Revilla

Asimismo, del informe econdmico, se desprende que el gasto financiero asciende a S/ 263,173.13 Soles, en
consecuencia, existe un sobregasto equivalente a S/ 13.173.13 Soles, respecto del presupuesto aprobado de S/
250,000.00 Soles, por lo tanto, dispéngase si corresponde o no iniciar, las acciones administrativas para la
determinacién de la responsabilidad administrativa, respecto del director del proyecto de investigaci6n.
Recomendando a la Direccién de Gestién de la Investigacién, emitir lineamientos o directivas para efectuar la
liquidacién financiera de Proyectos de Investigacién.

Que, con Oficio N°® 016-2020-VPI/UNAM del 15.01.2020, el Vicepresidente de Investigacién. en atencién al Informe
N° 041-2020-DGI/VPI/UNAM del 13.01.2020, solicita al Despacho de la Presidencia la aprobacién del Informe Final
y culminacién del Proyecto de Investigacién de caracter multidisciplinario, denominado: “Obtencién de biodiesel a
partir de micro algas cuantificando su potencial bioenergético en el litoral de la Provincia de Ilo del afio 2014”,
financiado por la Universidad Nacional de Mogquegua, presentado por el Dr. Walter Merma Cruz, Director General
del referido proyecto y financiado por la Universidad Nacional de Moquegua, a través de la Resolucién de Comisién
Organizadora N° 405-2014-UNAM: habiendo obtenido nota aprobatoria efectuado por los pares evaluadores, reporte
anti plagio URKUND y la respectiva opinién legal favorable.

Que, la Comisién Organizadora de la Universidad Nacional de Moquegua, en Sesién Ordinaria de Comisién
Organizadora de fecha 15 de enero de 2020, por UNANIMIDAD, acordé, aprobar, el Informe Final y culminacién del
Proyecto de Investigacién de carécter multidisciplinario, denominado: “Obtencién de biodiesel a partir de micro algas
cuantificando su potencial bioenergético en el litoral de la Provincia de o del afio 2014, presentado por el Dr.
Walter Merma Cruz, Director General del referido proyecto y financiado por la Universidad Nacional de Moquegua,
a través de la Resolucién de Comisién Organizadora N° 405-2014-UNAM.

Que, estando a las consideraciones precedentes y en uso de las atribuciones que concede la Ley Universitaria N°
30220, Resolucién de Consejo Directivo N° 103-2017-SUNEDU-CD y el Estatuto de la Universidad Nacional de
Moquegua, aprobado con Resolucién de Comisién Organizadora N° 278-2019-UNAM de fecha 11 de abril del 2019.

SE RESUELVE

- ~ APROBAR, el Informe Final y culminacién del Proyecto de Investigacién de carécter
multidisciplinario, denominado: “Obtenciéon de biodiesel a partir de micro algas cuantificando su potencial
bicenergético en el litoral de la Provincia de Ilo del afio 2014”, presentado por el Dr. Walter Merma Cruz,
Director General del referide proyecto y financiado por la Universidad Nacional de Moquegua, a través de la
Resolucién de Comisién Organizadora N° 405-2014-UNAM. con el siguiente equipo de trabajo:

Director : Dr. Walter Merma Cruz
Investigadores Asociados : Blga. Isabel del Carmen Espinoza Reynoso,

: Ing. Giovanna Verénica Guevara Cancho

: Mg. Katy Consuelo Alejandro Pérez,
Investigador Externo : QF. Stamber Alvaro Ramirez Revilla
ARTICULO SEGUNDO. - DISPONER, a la Comisién de Procesos Administrativos Disciplinarios para Docentes,
si corresponde o no iniciar, las acciones administrativas para la determinacién de responsabilidad administrativa,
respecto del director del proyecto de investigacién, por el sobregasto equivalente a S/. 13,173.13 Soles, respecto del
presupuesto aprobado de S/ 250,000.00 Soles: en vista que, del informe econémico, se desprende que el gasto
financiero asciende a S/ 263,173.13 Soles.

ABTJMQEBQ_. - ENCARGAR, a la Vicepresidencia de Investigacién, emitir lineamientos o directivas
para efectuar la liquidacién financiera de Proyectos de Investigacién, asf como adoptar las acciones necesarias para
el cumplimiento de la presente resolucién.

Registrese, Comuniquese, Publiquese ¥ Archivese.

S/ KUONG CORNEJO
GENERAL
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3. Resumen

Debido al incremento del precio del petréleo en el mercado mundial, limitados
recursos de combustibles fésiles y a las consecuencias ambientales negativas
del su uso, se ha producido un renovado enfoque en la producciéon de
biocombustibles. El Peri no es ajeno a esta realidad y mediante la Ley No
28054 para la Promocién del Mercado de Biocombustibles, se establecié la
obligatoriedad del uso en mezcla del biodiesel y del bioetanol en el parque
automotor, a partir del afio 2009.

El biodiesel, potencial combustible alternativo del diésel de petréleo, es
renovable y biodegradable, ademas de emitir menos gases contaminantes a la
atmosfera, como diéxido de carbono y sulfuros, siendo asi beneficioso para el
ambiente y la salud. Pero desafortunadamente, el biodiesel producido a partir
de aceite de productos agricolas (palma aceitera); aceite de cocina usado y
grasa animal, ha producido un incremento sustancial en el precio de los
alimentos; ademas de no satisfacer, ni en una pequefia fraccion, la demanda
existente de combustible; por lo que se buscan nuevas y econémicas fuentes
de lipidos que puedan ser convertidos en biodiesel.

Como una alternativa viable de esta forma es que surge el interés en las
microalgas que poseen la capacidad para mitigar las emisiones de CO2 y
producir lipidos como un recurso potencial para la produccion de biodiesel.
Esto debido a su mayor eficiencia fotosintética, mayor produccion de biomasa
y mas rapido crecimiento. Por estas razones las microalgas (Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata, Tetraselmis striata) serian capaces de producir mas
aceite por unidad de area en comparacion a los cultivos agricolas.

Por estas consideraciones la presente investigacion pretende, mediante
ensayos, contribuir en la implementacién de las bases cientificas y técnicas
para la produccién de biodiesel a nivel de laboratorio; para el escalamiento
comercial posterior, como una alternativa energética ambientalmente



sostenible y tecnolégicamente limpia a partir de la obtencion de la biomasa, un
adecuado proceso (liofilizacion, hidratacion, centrifugacién y esterificacion) de
las tres especies microalgales, para la obtencion de lipidos con una
productividad elevada y perfil adecuado para la produccion de biodiesel.

PALABRAS CLAVE: Biodiesel, biodegradable, microalgas, lipidos,

liofilizacion, hidratacién, centrifugacion, esterificacion,
transesterificacion.

. Abstract

Aque to the increase in the price of oil in the world market, limited resources of
fossil fuels and the negative environmental consequences of its use, there has
been a renewed focus on the production of biofuels. Peru is not oblivious to
this reality and through Law No. 28054 for the Promotion of the Biofuels
Market, it was established the mandatory use of biodiesel and bioethanol in the
automotive fleet, starting in 2009

Biodiesel, the alternative fuel potential of diesel oil, is renewable and
biodegradable, as well as emitting less poliuting gases into the atmosphere,
such as carbon dioxide and sulfides, thus being beneficial for the environment
and health. But unfortunately, biodiesel produced from oil from agricultural
products (oil paim); used cooking oil and animal fat, has produced a substantial
increase in the price of food; besides not satisfying, even in a small fraction,
the existing demand for fuel; Therefore, new and economic sources of lipids
that can be converted into biodiesel are sought.

As a viable alternative in this way, interest arises in microalgae that have the
capacity to mitigate CO2 emissions and produce lipids as a potential resource
for the production of biodiesel. This is due to its greater photosynthetic
efficiency, higher biomass production and faster growth. For these reasons
microalgae (Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata, Tetraselmis striata)
would be able to produce more oil per unit area compared to agricultural crops.



For these reasons, the present research intends through trials to contribute to
the implementation of the scientific and technical bases for the production of
biodiesel at the laboratory level; for the subsequent commercial scaling, as an
environmentally sustainable and technologically clean energy alternative from
obtaining the biomass, an adequate process (lyophilization, hydration,
centrifugation and esterification) of the three microalgal species, to obtain lipids
with a high productivity elevated and suitable profile for the production of
biodiesel.

KEY WORDS: Biodiesel, biodegradable, microalgae, lipids, lyophilization,
hydration, centrifugation, esterification, transesterification



5.

Introduccion

A partir de la revolucién industrial (siglo XVIIl y XIX) se comenzé a observar la
presencia de gases emitidos (el metano, ozono troposférico,
clorofluorocarbonatos y principalmente, el diéxido de carbono - CO2), por la
quema de los combustibles fésiles durante los procesos productivos, y recién
desde el siglo XX, los cientificos y los politicos comenzaron a tomar en
consideracion las alteraciones generadas a los ecosistemas y a la poblacién
humana. En los ultimos siglos estan disminuyendo las reservas petroleras y la
consecuencia mas grave es el efecto invernadero que esta produciendo el
calentamiento global (Fernandez, 2012).

En la actualidad, con el fin de mitigar estos impactos, las investigaciones estan
centradas a la reducciéon del uso de combustibles fésiles, y buscar nuevas
fuentes de energia, como la energia solar, la térmica, la hidroeléctrica, la
edlica y los biocombustibles, entre otras; las cuales estan siendo evaluadas y
se encuentran en diferentes fases de estudio y aplicacion, cada una con sus
propias ventajas y desventajas. El uso de los biocombustibles liquidos,
biodiesel y bioetanol, como recurso energético resulta atractivo porque se
deriva de una fuente renovable que podria ser suministrada de manera
sostenible. Actualmente el bioetanol, se viene obteniendo a partir de cafa de
azucar y del maiz y el biodiesel a partir de aceite de soya, canola, girasol,
palma de aceite (Quezada y Olguin, 2010). Sin embargo, ante la creciente
demanda por biocombustibles, se corre el riesgo del desplazamiento de los
cultivos alimenticios por cultivos energéticos (Osorio, 2008).

Esta investigacion pretendié proponer como una alternativa el cultivo de
microalgas para la obtencion de biodiesel mediante técnica de esterificacion;
la ventaja competitiva de las microalgas es su elevada tasa de reproduccion y
sus ciclos cortos, generando mayor produccién de biomasa, crecimiento y
metabolitos secundarios, ademéas como producto del metabolismo fotosintético
(conversion de CO2 en metabolitos), las microalgas pueden producir azucares,



lipidos y proteinas. Mediante el uso de medios de cultivo controlado se puede
inducir a la produccién de metabolitos especificos, se destaca entre ellos los
lipidos de cadena corta, que son usados primordialmente como recurso para
la produccién de biodiesel.

Por estas razones es que se us6 las microalgas nativas (Chlorella vulgaris,

Nannochloropsis oculata, Tetraselmis striata) como potenciales productores de
lipidos para luego esterificarlos y obtener biodiésel.
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6. Marco tedrico

6.1. Antecedentes

Diaz (2014), en un trabajo descriptivo sobre la viabilidad de obtencion de
biodiesel a partir de microalgas, afirma que, en los afios 50 se da los
primeros pasos en la produccién de biodiesel a partir de microalgas, y es
tomada con seriedad hasta los afios 70 tras una crisis energética y
paises como EUA, Japén y Australia van tomando importancia a esta
relativa nueva tecnologia, y asi es como el “Programa de Especies
Acuaticas” del Laboratorio Nacional de Energia Renovable, del
departamento de Energia de Estados Unidos, dando importantes
avances en aislamiento, identificacion, fisiologia, bioquimica e ingenieria
genética de especies microalgales junto a los avances en el analisis
econdémico y escalamiento de cultivos, que han constituido las bases
para el actual desarrollo de biocombustibles a partir de microalgas.
Ademas la produccion de biocombustibles a partir de microalgas continGa
siendo un topico de grandes posibilidades y de gran controversia.
Mientras que por muchos es visto como uno de los biocombustibles
sustentables mas promisorios, las algas han generado también un gran
numero de criticas e incredibilidades a medida que se realizan analisis
para entender el potencial impacto econémico y ambiental. Las sefiales
son confusas; importantes empresas petroleras y biotecnologicas habian
entrado en esta linea. Varios proyectos se iniciaron intentando producir
combustible a partir de las algas, la mayoria se han enfocado en hacer
crecer y cultivar los microorganismos para obtener sus aceites, después
refinar ese aceite en biocombustible.
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Arias, Martinez y Canizares (2013), en su trabajo titulado “Produccién de
biodiesel a partir de microalgas: parametros del cultivo que afectan la
produccion de lipidos”, afirman que, en ambiente de laboratorio las
microalgas han mostrado potencial debido a su alto contenido y
productividad de lipidos, por lo que su rendimiento de aceite es mayor
comparado con el de las plantas oleaginosas. Sin embargo, a pesar de
los resultados prometedores que se han obtenido, para producir
comercialmente el biodiesel a partir de microalgas, es necesaria mas
investigacion para la produccion masiva de las especies identificadas
como potenciales, por su alta productividad de lipidos y su adecuado
perfil de acidos grasos, todo ello debido a la gran variabilidad que
presenta cada especie a determinadas condiciones de cultivo, no existe
una cepa ideal, sin embargo las mas estudiadas y con potencial
reconocido pertenecen a los géneros Chlorella, por su facilidad para
crecer bajo condiciones autotréficas, heterotréficas y mixotroficas, en
especial por su capacidad de desarrollarse en oscuridad total
consumiendo una fuente organica de carbono, alcanzando altas
productividades de lipidos, Nannochloropsis, por su capacidad de
adaptacion a altas intensidades de luz y su acumulaciéon de lipidos en
periodos breves de tiempo, en condiciones de alta
salinidad; Nannochloris, Dunaliella y Tetraselmis por su alto contenido de
lipidos y su tolerancia a altas concentraciones de salinidad. Concluyendo
Finalmente que el comportamiento de las microalgas ante condiciones de
estrés fisiologico es variable entre especies; la limitacion de nutrientes
especialmente nitrégeno y fosforo, asociado al crecimiento heterotréfico o
a altas intensidades luminosas en fototrofia se consideran como las
estrategias mas eficientes para incrementar el contenido de lipidos en las
microalgas, en particular de triglicéridos constituidos por acidos grasos
saturados y monoinsaturados, ideales para la produccion de biodiesel.
De igual forma, sefiala que la presencia de pequefas cantidades de CO2
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y la cosecha de la biomasa en la fase estacionaria de crecimiento,
incrementan el contenido de lipidos.

Garibay et al. (2009), en el Instituto de Biotecnologia, Universidad
Nacional Autobnoma de México, en su estudio denominado “Biodiesel a
Partir de Microalgas”, determinan que, la produccion de biodiesel a partir
de microalgas es una alternativa ventajosa debido al elevado contenido
de lipidos y por lo tanto un perfil idéneo para la obtencién del
biocombustible que éstas ofrecen, ademas de tener elevada eficiencia
fotosintética, por otro lado indica que la tecnologia microalgal presenta
limitaciones diversas, siendo las mas destacadas la dificultad para
mantener monocultivos con altos rendimientos de biomasa, la seleccion
de cepas de microalgas oleaginosas, la escasez de informacion relativa
al escalamiento de sistemas de produccién y el consumo elevado de
energia por procesos de bombeo, transferencia de gases, mezclado,
recoleccion y deshidratacion de la biomasa. Concluye ademéas que, los
costos de producciéon de biodiesel microalgal pueden ser reducidos a
través de distintas estrategias, avances en la ingenieria de
fotobioreactores, ademas del desarrollo de procesos econdémicos para la
recoleccion de biomasa y su posterior transesterificacion sin el
requerimiento previo de procedimientos de deshidratacion, son aspectos
trascendentales para la reduccion de costos.

Serrano (2012), en un trabajo de investigaciéon denominado “Estudio de
cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso en la
produccion de biodiesel” comparo y evalud la composicion y capacidad
de acumulacién 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
-1 -dia-1 , respectivamente, equivalentes a 4,1 veces la productividad de

13



aceite de la palma africana, actual materia prima empleada en Colombia
para la produccion industrial de biodiesel.

6.2. Objetivos

6.2.1. Objetivo general

Obtener biodiesel a escala experimental, a partir de microalgas
nativas, cuantificando su potencial bioenergético en el litoral de la
Provincia de llo, durante el afio 2014.

6.2.2. Objetivo especifico

1. Obtener biomasa seca de tres especies microalgales nativas
(Chlorella vuigaris, Nannochloropsis oculata, Tetraselmis
striata) de la provincia de llo.

2. Extraer lipidos de la biomasa seca proveniente del cultivo de
microalgas.

3. Realizar los procesos de esterificacion de los lipidos
extraidos de la biomasa.

4. Evaluar las caracteristicas del biodiesel obtenido a partir de
microalgas nativas.

14



6.3. Hipétesis
6.3.1. Hipétesis de investigacion

La obtencion de biodiesel a partir de microalgas nativas con
potencial bioenergético del litoral de la provincia de llo durante el
afo 2014.

6.3.2. Hipétesis especifica

e Se puede obtener biomasa seca de tres especies
microalgales nativas (Chlorella vulgaris, Nannochloropsis
oculata, Tetraselmis striata) de la provincia de llo.

e La biomasa seca proveniente del cultivo de microalgas si
contiene lipidos.

o Si se puede realizar los procesos de esterificacién de los
lipidos extraidos de la biomasa.

e Las caracteristicas del biodiesel obtenido a partir de
microalgas nativas cumplen con la normativa de
biocombustibles.

6.4. Bases teéricas
6.4.1. Generalidades de las microalgas

Existen tres principales clases de microorganismos que utilizan la
energia de la luz: a) Las cianobacterias, que presentan
fotosintesis isoxigénica, en la cual se produce Oz y presentan
fotosistemas | y Il y fijan el CO2., b) Eubacterias fotosintéticas,
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que realizan fotosintesis anaerobia, no producen O:2 y solo
presentan el fotosistema |. y c¢) Halobacterias, no presentan
clorofila ni transporte fotosintético de electrones. Poseen una
bomba de protones dependiente de la luz, la cual produce
energia pero no poder reductor. Requiere de una fuente organica
de carbono (Fernandez-Linares, L. C., Montiel-Montoya, J.,
Millan-Oropeza, A., & Badillo-Corona, J. A., 2012).

Las microalgas son organismos unicelulares microscopicos (2-
200 pm), polifiléticos, su metabolismo puede ser autétrofo o
heterétrofo y suelen ser eucariontes, aunque las cianobacterias
procariontes son frecuentemente incluidas como microalgas
(Greenwell et al. 2009)

Las microalgas, algas fitoplanctonicas o “carbén verde”, son
organismos microscopicos fotosintéticos que viven en
suspension en la zona eutrdfica de una columna de agua. Son de
rapido crecimiento y forman parte esencial de la cadena tréfica
de los ambientes acuaticos (Pacheco, 2013). Como cualquier
planta, para su supervivencia necesitan de CO2, luz y agua a
partir de los cuales pueden producir biomasa y liberar oxigeno
(Hakeem, Jawaid, & Rashid, 2014). Ademas las microalgas
producen una variedad de metabolitos los que aprovechamos en
nutricibn humana, piensos para animales, control de
contaminacion, biofertilizantes y tratamiento de efluentes.

Por ser autotréficos, son los principales responsables de la
produccién primaria de los ambientes acuaticos marinos,
dulceacuicolas o salobres (Reynolds, 2006). Ademas, estas
actuan como los principales componentes da base de la cadena
alimentaria de los ambientes acuaticos. Cominmente las algas
fitoplancténicas son bioindicadores de la calidad de las aguas,
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debido a la rapida respuesta en las variaciones ambientales (de
Assis., 1998) y por tener un ciclo de vida corto.

Las microalgas se encuentran clasificadas en cuatro tipos:
diatomeas, algas verdes, cianobacterias y algas doradas que se
organizan como fitoplancton y filamentosas. (Brennan y Owende,
2010). Los cultivos de microalgas poseen numerosas ventajas: a
gran escala son simples en su implementacién y segun para qué
procesos pueden resultar interesantes desde el punto de vista
econdmico. Muchas microalgas crecen en ambientes salinos e
hipersalinos, por lo que no compiten con la agricultura tradicional
por los limitados recursos de tierra arable y agua dulce (Catala,
2013)

Los cultivos de microalgas ha sido una importante herramienta
para elucidar diversos aspectos de la biologia de las especies,
principaimente cuanto a variabilidad morfolégica, la plasticidad
fenotipica, caracteristicas bioquimicas, metabolismo vegetativo y
reproductivo, ciclo de vida, contribuyendo asi mismo para
aumentar el conocimiento sobre la ecologia y taxonomia de estos
organismos (Lourenco, 2006).

Su aumento gradual, es el interés para el cultivo de microalgas,
debe no solo por su importancia ambiental y biol6gica, mas bien
por su produccién de compuestos de relevancia comercial como
proteinas, carbohidratos, vitaminas, acidos grasos
polinsaturados, y pigmentos como carotendides y clorofila
(Demer; Ohse; Villela, 2006). En los dltimos afos las
investigaciones con microalgas con fines comerciales se
expandieron, y hubo un aumento en las investigaciones que
buscan la produccion de biodiesel teniendo como fuente estos
microorganismos, una vez identificado su potencial como materia
prima (Lourengo, 2006) Al igual que las plantas mayores,
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producen y almacenan aceites en forma de triacilgliceroles (TAG)
y en comparacion con las algas multicelulares y especies
vegetales superiores, tienen la capacidad de almacenar mayor
proporcion de lipidos. De alrededor de 50.000 especies de
microalgas que existen en el mundo, cerca de 30.000 han sido
utilizadas para distintas investigaciones de biodiesel. (Brennan y
Owende, 2010)

La demanda creciente por formas de energia limpia o menos
degradable para la sustitucion de combustibles fésiles llevo en
todo el mundo el lanzamiento de programas para la produccion
de biocombustibles. Los biocombustibles vienen siendo vistos
como una oOptima alternativa para sustituir los combustibles
fosiles, no s6lo por provenir de fuentes renovables y sostenibles,
sino también por su composicion libre de azufre y compuestos
aromaticos (Ferrari; Oliveira; Scabio, 2005).

6.4.1.1. Microalgas oleaginosas

La historia evolutiva de las microalgas se puede categorizar por la
pigmentacién, ciclo de vida y estructura celular (Brennan y
Owende., 2010). Asi, las microalgas procariontes se clasifican en
dos divisiones: Cyanophyta y Prochlorophyta y las eucariontes en
nueve divisiones: Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta,
Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta,
Chlorarachniophyta y Chlorophyta (Mutanda et al., 2010).

Sin embargo, segin Khan, S. A, Hussain, M. Z,, Prasad, S., &
Banerjee, U. C. (2009) la clasificacién de microalgas se realiza en
cuatro grupos debido a su abundancia: diatomeas, algas verdes,
algas verde-azules y algas doradas. Esta diversidad muestra un
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gran potencial de explotacion de éstos microorganismos para la
produccion de productos de alto valor agregado y biocombustibles
(Chisti, 2007).

6.4.1.2. Factores fisico quimicos y crecimiento de Ilas
microalgas

El cultivo de las microalgas como cualquier cultivo de especies
acuicolas, esta condicionado por una serie de requerimientos
fisico-quimicos y nutritivos que modulan el crecimiento. Entre los
primeros tenemos la luz, el pH, la turbulencia, la salinidad, la
temperatura y CO2, dentro los segundos tenemos los macro
nutrientes que son utilizados para sintetizar compuestos
organicos, y los micronutrientes, usados como catalizadores

El crecimiento microalgal se rige por la ley del minimo, es decir,
el factor limitante del crecimiento es aquel que esta presente en
cantidades mas proximas al minimo critico necesario (Aznay, M.
G., Lépez, T. R, Valdivia, L. A., & Nodar, R. P., 2009).

La salinidad es un factor abiético importante, porque afecta el
crecimiento y densidad celular de las microalgas en cultivo como
en el ambiente marino, en este ultimo, ademas, determina su
distribucion e influye en la densidad, temperatura y gases
disueltos del agua marina, lo cual ocasiona una respuesta de las
microalgas a cambios en la salinidad regulado por cambios
rapidos en el volumen celular y ajuste osmético. La variacion en
la salinidad provoca que la célula libere iones, sintetice
compuestos organicos, disminuya la fijacion de CO2 y afecte el
metabolismo del nitrégeno (Kirst, 1989).
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El fotoperiodo (tiempo de exposicion a la luz) es otro factor
importante que tiene efecto sobre los ciclos de vida y actividades
metabdlicas de las microalgas tanto en cultivo como en la
naturaleza. En condiciones naturales, la mayoria de las algas se
establecen en periodos alternos de luz: oscuridad, sin embargo,
en la mayoria de los laboratorios de microalgas se mantiene
constante la iluminacién en los cultivos al interior, debido a que
esta favorece la division celular en ciertas microalgas como las
diatomeas; cuando se llegan a utilizar los ciclos luz: oscuridad, es
con el fin de simular las condiciones naturales o la de sincronizar
los cultivos (Humprey, 1979)

6.4.1.3. Microalgas y su importancia en la produccién de
biodiesel

Actualmente en el mundo se estan invirtiendo muchos recursos
para investigacién, dirigida a minimizar los costos de la materia
prima para la obtencién de biodiesel (Li, X., Xu, H., & Wu, Q., 2007).
Algunos estudios recientes se han inclinado en el uso de semillas
de jatropha y karanja y de microalgas como fuente de lipidos, sin
embargo, para que cualquiera de ellas pueda sustituir
eventualmente los combustibles fésiles debe tener caracteristicas
como ser competitiva en cuanto a su precio con respecto a los
combustibles derivados del petréleo, requerir poca cantidad de
suelo y agua, que contribuya a mejorar la calidad del aire (por
ejemplo, que en su proceso de produccion se utilice CO2), que
exista en cantidad suficiente para que dicha produccién tenga un
impacto significativo en la demanda y que proporcione una
ganancia neta de energia sobre la demandada para producirio
(Demirbas, 2009; Meng, X., Yang, J., Xu, X., Zhang, L., Nie, Q., &
Xian, M., 2009).
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Un aspecto de vital importancia es que el biocombustible
obtenido cumpla con Ilas especificaciones de calidad
internacionales (ASTM D6751; EN 14214). El uso de microalgas
podria cumplir estas condiciones, y por lo tanto, contribuir de
manera significativa a la resolucion de la demanda de energia
primaria y al mismo tiempo, proporcionar beneficios ambientales
a través de la captura de CO2 (Wang et al., 2008 citado por Arias,
M. T., Martinez, A., & Canizares, R. (2013); Brennan y Owende,
2009). Las ventajas del uso de microalgas para la obtencién de
biodiesel ya han sido demostradas, sin embargo, alin no se ha
definido una cepa ideal, dada la diversidad de factores que
influyen en la productividad de los lipidos y por ende en el costo
de produccion del biodiesel. (Arias, M., Martinez, A., &
Canizares, R., 2013).

El interés en las microalgas para la produccién de biodiesel se
debe a su alto contenido de lipidos en algunas especies y al
hecho de que la sintesis de estos, especialmente de triglicéridos
(TG) no polares (que son el mejor sustrato para la producciéon de
biodiesel), puede ser manipulada por cambios de las condiciones
de cultivo. (Brennan y Owende, 2010)

Las microalgas poseen algunas ventajas sobre otras materias
primas disponibles para producir biodiesel, entre las que se

mencionan:

e Mayor eficiencia fotosintética que las plantas superiores
(Meng, X., Yang, J., Xu, X,, Zhang, L., Nie, Q., & Xian, M.,
2009; Posten y Schaub, 2009), logrando convertir entre el 3
y el 8 % de la energia solar en biomasa, mientras que el
rendimiento observado en las plantas es de
aproximadamente un 0,5 % (Lardon, L., Helias, A., Sialve,
B., Steyer, J. P., & Bernard, O., 2009)).
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Tasa de crecimiento elevada, duplicando su biomasa en
aproximadamente 24 horas (Meng, X., Yang, J., Xu, X,
Zhang, L., Nie, Q., & Xian, M., 2009).

Periodos de cosecha muy cortos (menores a diez dias
dependiendo del proceso), lo que permite multiples o
continuas cosechas a diferencia de las plantas que se
cosechan una o dos veces por afo (Vyas, A. P., Verma, J.
L., & Subrahmanyam, N., 2010).

Calculos tedricos estiman que las microalgas tienen el
potencial para producir mayor cantidad de biomasa y de
aceite por hectarea que cualquier planta oleaginosa (Chisti,
2007; Mata, T. M., Martins, A. A, & Caetano, N. S. (2010).
Facil cultivo, crecen casi en cualquier lugar y solo necesitan
luz del sol y algunos nutrientes. Pueden cultivarse en zonas
aridas y semi-aridas, donde no pueden desarrollarse
cultivos agricolas, pueden utilizar agua no potable y su
cultivo no requiere la adicion de herbicidas o pesticidas
(Avagyan, 2008).

Capaces de fijar grandes cantidades de CO2 (Amin, 2009;
Sydney et al., 2010), su demanda estequiométrica de CO2
es de aproximadamente 1,7 kg de CO2/kg de biomasa seca
(Packer, 2009; Posten y Schaub, 2009; Rodolfi, L., Chini
Zittelli, G., Bassi, N., Padovani, G., Biondi, N., Bonini, G., &
Tredici, M. R. (2009), lo que permitiria acoplar su
produccién a una corriente de gases de combustion
industrial para disminuir el efecto invernadero y contribuir al
restablecimiento del equilibrio térmico del planeta (Lim y
Teong, 2010).

Capacidad para utilizar los nutrientes de aguas residuales
en su crecimiento (especialmente nitrégeno y fésforo) (Xue,
F., Zhang, X., Luo, H., & Tan, T., 2006; Kim, M. K., Park, J.
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W, Park, C. S., Kim, S. J., Jeune, K. H,, Chang, M. U, &
Acreman, J., 2007; Chinnasamy, S., Bhatnagar, A., Hunt, R.
W., & Das, K. C,, 2010; Xin, L., Hong-ying, H., Ke, G., & Jia,
Y., 2010, Xin, L., Hong-Ying, H., & Jia, Y. (2010), podria
disminuir el costo del medio de cultivo y evitar la descarga
de estos nutrientes a cuerpos de agua.

» La biomasa residual, posterior a la extraccion de los lipidos,
encuentra aplicacion en las industrias alimentaria,
farmacéutica, agropecuaria e incluso en la produccion de
alcoholes combustibles y en la generacién de energia
(Wang et al., 2008; Zamalloa, C., Boon, N., & Verstraete,
W., 2012).

6.4.2. Microalgas utilizadas en el proyecto
6.4.2.1. Chlorella vulgaris

Imperio: Eukaryota

Reino: Plantae

Sub reino: Viridiplantae
Infrareino: Chlorophyta
Phylum: Chlorophyta

Sub phylum: Chlorophytina
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Especie: Chlorella vulgaris (Beijerinck, 1890)
(Guiry, M &Guiry, G 2019)
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Presenta forma de vida unicelular o colonial, y puede acumular
pigmentos como clorofila a y b, -caroteno y xantinas. La principal
sustancia de reserva es el almidén, pero bajo ciertas condiciones
pueden almacenar aceite. La reproduccion puede ser por division
binaria, esporas asexuales y reproduccion sexual (Hoek, C.,
Mann, D., & Jahns, H. M. 1995).

Actualmente, representa un sistema biolégico ideal para
experimentacion, gracias a su alta eficiencia y su facil adaptacion
en condiciones de laboratorio (Huss, V. A., Frank, C., Hartmann,
E. C., Hirmer, M., Kloboucek, A., Seidel, B. M. & Kessler, E.,
1999; Morris, H., Quintana, M., Almares, A., & Hernandez, L.,
1999)

6.4.2.2. Nannochloropsis oculata

La clasificacion cientifica de esta especie es:
Imperio: Eukaryota

Reino: Chromista

Phylum: Ochrophyta

Clase: Eustigmatophyceae

Orden: Eustimagmatales

Familia: Monodopsidaceae

Género: Nannochloropsis

Especie: Nannochloropsis oculata (Droop) D.J. Hibberd
1981

(Guiry, M &Guiry, G , 2019)

Son inmdviles, desprovistas de flagelos y poseen un cromatéforo
sencillo parietal de color verde palido que ocupa gran parte de la
célula. El citoplasma posee una gran acumulacion de lipidos.
Ademas, se observa frecuentemente la presencia de un globo
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extraplastidial, de color rojo, sobre todo en cultivos envejecidos.
La pared celular es lisa. No tiene zoosporas ni forma s de
resistencias y la reproduccion se realiza exclusivamente
mediante fisiébn binaria de las células (Lubian, 1982). Esta
microalga es menos sensible a la contaminacion (Ushilo, M. J.,
Hino, A., & Maeda, M., 1999) por eso es 6ptima para los cultivos
en el exterior (Catala, 2013)

Es una microalga muy importante en acuicultura debido a su
valor nutricional. Esta microalga pertenece a la clase
Eustigmatophyceae, que agrupa a las especies que contienen la
mayor cantidad de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS),
especialmente  acido  eicosapentaenoico (EPA), &cido
araquidonico (ARA), docosahexaenoico (DHA) de gran
importancia en la nutricibn de animales marinos, especialmente
en el crecimiento y desarrollo de larvas de peces, moluscos y
crustaceos (Otero, A., Garcia, D., & Fabregas, J., 1997; Brown,
M. R., Mular, M., Miller, I., Farmer, C., & Trenerry, C., 1999).

La microalga N. oculata ha sido sugerida como un alimento
preferible para el rotifero Brachionus plicatilis Mueller, el cual
transfiere eficientemente los acidos grasos poliinsaturados
algales a las larvas de peces marinos (Sukenik, A., Zmora, O., &
Carmeli, Y. 1993; Hoshida, H., Ohira, T., Minematsu, A., Akada,
R., & Nishizawa, Y., 2005)

6.4.2.3. Tetraselmis striata

La clasificacion cientifica de esta especie es:
Imperio: Eukaryota
Reino: Plantae

Sub reino: Viridiplantae
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Infrareino: Chlorophyta

Phylum: Chlorophyta

Sub phylum: Chlorophytina

Clase: Chlorodendrophyceae

Orden: Chlorodendrales

Familia: Chlorodendraceae

Género: Tetraselmis

Especie: Tetraselmis striata (Butcher, 1959)
(Guiry, M &Guiry, G, 2019)

Las microalgas pertenecientes al género Tetraselmis, presentan
el color verde, debido a la presencia de clorofila a y b. Su
reproduccion celular se realiza por division celular binaria,
momento en el cual las células pierden el estado mdvil y las dos
células hijas ya estan completamente flageladas antes de la
liberacion de la teca (Butcher, 1959 citado por Lisa C. 2015)

Tetraselmis striata es una microalga unicelular de color verde
que forma pequefias colonias, cada una cuenta con su propia
envoltura y mucilago transparente, agrupandose en 2 células de
forma sub esféricas, y su tamafo celular es de alrededor de 10
pum. de diametro (Liza C. 2015). Presenta alta productividad,
rapido crecimiento y altisimo interés econémico (Ohse et al.,
2008).

6.4.3. Cultivo de microalgas marinas
6.4.3.1. Tipos de cultivo

Atendiendo a la fuente de energia y de carbono las microalgas se
pueden cultivar en distintos modos (Makareviciene, V.,
Skorupskaite, V., & Andruleviciute, V. 2013):
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6.4.3.2.

Autotrofico: Utiliza luz, natural o artificial, como fuente de
energia y CO2 como fuente de carbono.

Heterotrofico: La energia y el carbono se obtienen de la
oxidacién de sustratos organicos. No todas las especies
de microalgas pueden crecer en heterotrofia. Los costes
de operacién y riesgos de contaminacion son elevados
pero el control del proceso es maximo rindiendo elevadas
productividades (Doucha y Livansky, 2011; Perez-Garcia
etal, 2011)

Mixotréfico: Las microalgas realizan la fotosintesis, pero
en presencia de una fuente de carbono organico (Abreu et
al., 2012; Mitra et al., 2012). Dependiendo del régimen de
operacion, los cultivos de microalgas pueden clasificarse
en estancos, semicontinuos, continuos e inmovilizados
(Yuan-Kun y Hui, 2004).

Factores para el cultivo

e Agua. Para que los cultivos mencionados existan, es

necesario contar con grandes volimenes de agua, para
el crecimiento y produccién de aceite. Las fuentes de
agua pueden ser: aguas salinas provenientes del mar,
aguas dulces (rios, lagos u ofros) o aguas residuales
provenientes del sector agropecuario. En caso de
aguas residuales, las cuales poseen nitrégeno y fosforo
el aporte de nutrientes es menor (Knauer, J., &
Southgate, P. C. 1996).
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Nutrientes. Para la produccion de biomasa de
microalgas es necesario tener en cuenta el tipo de alga
utilizado debido a que tienen diferente comportamiento
acorde a los tipos de nutrientes. Cuando se utiliza el
método de cultivo de micro algas por medio de Ila
masificacion, se prepara un medio donde las microalgas
puedan alcanzar su maximo rendimiento productivo.
Uno de los medios de cultivo universalmente mas
utilizados es el F/2 de GUILLARD que ha demostrado
ser eficiente para el crecimiento de un gran nimero de
micro algas, pero que demanda la utilizacion de una
gran cantidad de nutrientes (Knauer, J., & Southgate, P.
C. 1996).

Diéxido de carbono. Los cultivos de microalgas tienen la
capacidad para utilizar altos volimenes de CO:
provenientes de procesos industriales y de generacion
de energia eléctrica. Los estanques para el cultivo de
estas algas pueden ser altamente eficientes en la
utilizacion de este gas, hasta 90% o mas del CO2
inyectado en los estanques es utilizado de manera
eficaz por los microorganismos (Rawat, |., Kumar, R. R,
Mutanda, T., & Bux, F. 2011)

Luz. Para un crecimiento adecuado de la biomasa
microalgal autotréficamente, se hace necesario una
fuente de luz que garantice una adecuada funcién
metabdlica de los microorganismos. Dicha fuente de luz
puede ser de la luz solar en un dia comin o de una
fuente externa (lamparas, Led’s entre otros) cuidando
que la iluminacién no sature la microalga y se produzca
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dafo fotoquimico (Molina, E., Acien, F., Garcia F., &
Yusuf C. 1999).

6.4.3.3. Medio de cultivo

A lo largo de los afios se han desarrollado diferentes medios para
el cultivo de microalgas que van desde las formulas para
enriquecer el agua de mar natural, hasta las que agregando este
medio artificial al agua de mar natural permite que el agua sea
constante en cuanto a propiedades que entre otros factores
depende del lugar donde se colecta ésta, y el tiempo de
almacenamiento de la misma.

Los medios artificiales se wusan principalmente para fines
experimentales, ya que como se ha mencionado, brinda
resultados constantes, aunque existen algunas especies que no
crecen en medios artificiales por factores desconocidos que
afectan su crecimiento, las principales férmulas utilizadas van
desde el agua de Miguel, que data de 1910, desarrollada por
Allen-Nelson; el medio de End-Schereiber de 1934, hasta
formulas especificas para familias como la férmula del
Laboratorio Haskins de Nueva York para diatomeas, Provasoli et
al., 1975; Matthiesen & Thorner, 1966; Mclachlan, 1973; Guillard
F., 1973; Droop, 1975, 1979, Schoene, 1982, etc. Las principales
formulaciones de los medios de cultivo, tanto de mantenimiento
de cepas como de producciéon masiva (minerales, enriquecidos y
organicos) (FAQO, 2017) que son descritas en: Anexo N° 02 Medio
CHU 10 (Modificado por Gerloff), Anexo N° 03 Medio
Enriquecido, Anexo N° 04 Medio END- SCHEREIBER
Enriquecido, Anexo N° 05 Medio de Yashima (SISFFAA, 1964a),
Anexo N° 06 Yanasi & Ima (1978), Anexo N° 07 Medio de cultivo
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(Agua dulce) (Guillard In, Stein 1979), Anexo N° 08 Medio MET
44 (Shoene & Sheone, 1982), Anexo N° 09 Tabla de
Composicién de Medio Guillard, Medio F/2 Modificado (Guillard
1975) y Anexo N° 10 Técnicas de Asepsia y Esterilizacion del
Material.

El fitoplancton se desarrolla y multiplica en relacion de las
condiciones fisicoquimicas del medio. En términos generales son
los macronutrientes o factores limitantes del crecimiento el
carbono, Nitrégeno, Fésforo, Silicio, Magnesio, Potasio y Calcio,
que se requieren en cantidades relativamente grandes, mientras
que los llamados micronutrientes (Fierro, Manganeso, Cobre,
Zinc, Sodio, Molibdeno, Cloro y Cobalto) se necesitan en
menores cantidades (FAO, 2017).

Existen otros medios que incluyen en su composicion sustancias
organicas (vitaminas, aminoacidos) necesarios para aquellas
especies de microalgas Auxotrofas, es decir que no sintetizan por
medio de la fotosintesis este tipo de compuestos y resultan
factores que pueden limitar su crecimiento; tal es el caso de
Platimonas, Chrysophytas y algunas Bacillariophyceas. (FAO,
2017)

6.4.3.4. Fertilizante Bayfolan

Segun EA (2007) citado por Corrales (2013), BAYFOLAN®
FORTE es una férmula especial concentrada de nutrimentos que
contiene vitaminas y fitohormonas, actia estimulando los
procesos metabdlicos de las plantas, vigorizandolas al
proporcionarles los nutrientes indispensables para su buen
desarrollo, la planta los aprovecha integramente y su efecto se
manifiesta en cultivos vigorosos y cosechas mas abundantes y
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de calidad. BAYFOLAN® FORTE Tabla N° 01 ayuda a resolver
deficiencias de micro elementos, frecuentes en zonas con aguas
duras. Para optimizar los resultados del producto, apliquelo
cuando los cultivos estén en etapa de desarrollo vegetativo o en
produccién intensiva

TABLA N° 01
Contenido del fertilizante Bayfolan en porcentaje en
peso/volumen.
Nitrégeno total (N)..........c.cceeenee. 11.470%
FOshorn (P20s) vosoanoismmaningmnis 8.000%
POESID (ICD) cciviniismeissonsmsunssanss 6.000%
BOro (B)......vveeeeeieeee e 0.036%
CODIE (CU)..on renseessnssarssnsnnssssesiosssinss 0.040%
2 s 1 | o R ———————————— 0.050%
Molibdeno (MO)............cocvverveeerean.. 0.005%
ZINC (ZN).ooiiiieeieeee e 0.080%
Clorhidrato de tiamina...................... 0.004%
AZUFIE (S). oo 0.230%
T L ) N 0.025%
Cobalto (CO)...c.ceveeeeeecieece 0.002%
Manganeso (Mn).........ccccocevrreiinncnnes 0.036%
Magnesio (MgO).........cccecveviainiiaenen. 0.025%
Acido indolacstico..................cocreerueass 0.003%

Fuente: Corrales A. (2009)
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6.4.4. Obtenciéon de biomasa humeda

6.4.4.1.

6.4.4.2.

Biomasa humeda

Se denomina biomasa humeda al conjunto de
microalgas que son cosechadas después de cumplirse
el ciclo de cultivo, que se inicia con la siembra del
inoculo en un tubo de ensayo y culmina con la cosecha
de las microalgas de los tanques. Esta biomasa es
obtenida a través de diversos métodos, para luego ser
sometida a un proceso de preparacion para las etapas
siguientes, hasta la obtencion del biodiesel.

Tipos de procesos para obtener biomasa humeda

6.4.4.2.1. Centrifugacion

Es un proceso mecanico que se emplea para la
separacion de solidos de un medio acuoso, mediante
el uso de la fuerza centrifuga, que permite la
recuperacion de los sélidos en el tambor de la
centrifuga y en los extremos de los platos, una vez
concluida la cosecha, se procede a recolectar la
biomasa del tambor y de los platos con el empleo de
una espatula de plastico, esta biomasa se va
colocando en recipientes adecuados para facilitar las
siguientes etapas de produccion de biodiesel.

El liquido (parte acuosa) del cultivo, por el proceso de
centrifugacion se va concentrando en la parte central
del tambor y es descargando hacia el exterior por una
tuberia de acero inoxidable de %", por el momento
este liquido se esta descartando, pero a futuro se
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debe aprovechar para ser utilizado nuevamente en el
siguiente ciclo de cultivo, es agua con algo de
fertilizante y posiblemente algunas microalgas que
pueden haber pasado la centrifugacion.

6.4.4.2.2. Filtracién

Los filtros-prensa operan bajo presion o al vacio y
pueden ser usados para recobrar una gran cantidad
de biomasa, pero para algunas aplicaciones el filtrado
puede ser relativamente lento lo cual es insatisfactorio.
El filtrado puede ser adecuado para grandes
microalgas tales como Coelastrum proboscideum y S.
platensis pero no para recobrar organismos con
dimensiones mas pequenas tales como
Scenedesmus, Dunaliella, o Chlorella (Lee, J. Y., Yoo,
C., Jun, S. Y, Ahn, C. Y, & Oh, H. M. 2010).
Alternativamente membranas de micro filtracion vy
ultra-filtracién son ahora una posible alternativa a la
filtracién convencional para recobrar algas, las cuales
son mas adecuadas para células fragiles y pequefos
procesos de produccion. Sin embargo, estos procesos
de filtracién son mas costosos especialmente porque
se necesita membranas y sustituir el bombeo
(Naghavi, B., & Malone, R. F. 1986). Una
concentracién alta de microalgas puede resultar en el
bloqueo de la pantalla de seleccién, mientras que la
concentraciéon de microalgas baja puede resultar en la
captura de ineficiente (Brennan, L., & Owende, P,
2010)
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6.4.4.2.3. Flotacion

Es un proceso de separacién por gravedad en el cual
se agrega burbujas de aire y gas a las particulas
sélidas las cuales son llevadas a la superficie del
liquido. La flotacién es mas beneficiosa y efectiva que
la sedimentacién con respecto a la remociéon de 24
microalgas. La flotacién puede capturar particulas con
un didametro menor a 500 micras por la colisién entre la
particula y la burbuja y en consecuencia la adhesion
de la burbuja a la particula. Basado en el tamario de la
burbuja utilizada en el proceso de flotacién, el proceso
se puede dividir en flotacién por aire disuelto, flotacion
por dispersion y flotacién electrolitica (Shirai, F., Kunii,
K., Sato, C., Teramoto, Y., Mizuki, E., Murao, S., &
Nakayama, S., 1998).

* Flotaciéon por aire disuelto (DAF): Supone la
reduccién de la presiéon de una corriente de agua
que es presurizada con aire a alta presion para
producir burbujas de 10-100. Factores que
determinan la cosecha DAF de microalgas incluyen
la presion del tanque, la tasa de reciclaje, tiempo
de retencién hidraulica y flotaciéon de particulas. La
floculacion quimica ha sido usada con DAF para
separar microalgas (Vismara, R., Vestri S.,
Barsanti, L., & Gualtieri, P., 2003; Shirai et al,
1998)

e Floculacién de aire dispersado: implica burbujas de
700-1500 micras, formadas por un agitador de alta
velocidad mecanica con un sistema de inyeccion
de aire [131]. (Shirai et al, 1998)
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6.4.4.2.4. Sedimentacién por gravedad

Es comunmente aplicada para separar microalgas en
agua y tratar deshechos en agua. La densidad y radio
de las algas induce a la sedimentaciéon influenciada
por el asentamiento caracteristico de los sdlidos
suspendidos. Una mejora para la recoleccion de
microalgas por sedimentacion puede realizarse a
través de laminillas separadoras y tanques de
sedimentacion. La floculacién es frecuentemente
usada para aumentar la eficiencia de la sedimentacion
por gravedad. El éxito de remover soélidos por
sedimentacion por gravedad depende de la alta
densidad de las particulas de las microalgas (Tang, Y.,
Ma, X., & Lai, Z., 2011).

6.4.4.2.5. Floculacion

La floculacion es un proceso quimico que facilita la
decantacion de solidos suspendidos en un medio
acuoso, mediante la adicioén al medio de un catalizador
(agente precipitador) que permite aglomeraciéon de los
solidos suspendidos en masas mas grandes llamadas
floculas, y por tener mayor peso van decantando hacia
el fondo del medio (tanques o recipientes), y son
retirados utilizando la succién por sifoneo o0 mediante
la apertura de valvulas que sacan los floculos del
medio. La floculacibn de solidos suspendidos,
particulas coloidales y sustancias disueltas, permite
reducir el tiempo de residencia hidraulica en un
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proceso de decantacion y agilizar el tratamiento o
recuperacion de sélidos.

6.4.4.2. 6. Electroforesis

El método electrolitico es otro método para separar las
algas sin necesidad de agregar componentes quimicos.
En este método un campo cargado eléctricamente
conduce el alga a hace la superficie de la solucion. La
hidrélisis del agua genera hidrégeno el cual se adhiere a
los floculos de las microalgas y les lleva a la superficie.
Hay varias ventajas al usar métodos electroguimicos,
incluida la compatibilidad ambiental, versatilidad,
eficiencia energética, la seguridad, la selectividad, y la
rentabilidad (De Morais, M. G., & Costa, J. A. V. 2007).

6.4.4.2.7. Secado o deshidratacion

La biomasa cosechada es un producto perecedero y
debe tratarse con rapidez después de la cosecha, la
deshidratacion o secado se suele utilizar para ampliar la
viabilidad en funcién del producto final requerido. Los
métodos que han sido utilizados son el secado al sol
Merin, D. D., Prakash, S., & Bhimba, B. V., 010), el
secado por aspersion (Desmorieux, H., Madiouli, J.,
Herraud, C., & Mouaziz, H., 2010), tambor de secado, en
lecho fluido de secado (Dissa, A. O., Desmorieux, H.,
Savadogo, P. W., Segda, B. G., & Koulidiati, J. 2010).,
liofilizacién (Desmorieux, H., & Decaen, N. (2006). El
secado al sol es el método mas barato, pero las
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principales desventajas son los largos tiempos de
secado, necesidad de grandes superficies, y el riesgo de
pérdida de material

7. Material y Métodos

r &5 P

Poblacion y muestra

Por antecedentes de investigaciones realizadas de las especies de
microalgas nativas, identificadas como potenciales productores de
lipidos esterificables, se ha determinado que hay gran variabilidad a
determinadas condiciones de cultivo, no existe una cepa ideal
especifica para el mar del Per, sin embargo las mas estudiadas por
su potencial pertenecen a los géneros Chlorella, por ser una especie
recia, desarrollandose en situaciones de cultivo que otras especies
no sobrevivirian, asi se ha cultivado en autotrofia, heterotrofia y
mixotrofia axénica y no axénica, se ha logrado cultivos en oscuridad
total y altas productividades de lipidos; otra especie propuesta para
la investigacion en biodiesel es Nannochloropsis, por su veloz
capacidad de produccibn de lipidos y adaptacion a zonas
hipersalinas e hiperluminicas; y finalmente Tetraselmis que soporta
medios hiperténicos y produccién de lipidos de cadena corta.

De estos géneros el Instituto del Mar del Perd (IMARPE) cedi6 3
cepas experimentales conocidas como Chlorella vulgaris,
Nannochloropsis oculata y Tetraselmis striata.

El proyecto de investigacion utilizé un in6culo de 1 mi obtenido de la
cepa donada, el cual se inoculd en 10 ml del medio de cultivo
Guillard y a partir de ello se trabajé todo el volumen obtenido y
biomasa obtenida, por lo que no hay toma de muestra pues el
inoculo se convierte en la semilla de la siguiente generacion,
duplicando su volumen de cultivo hasta obtener el volumen final.
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Del total del cultivo obtenido de cada cepa, se extrae por Unica vez
toda la biomasa, la cual es centrifugada totalmente, por lo que se
obtiene una biomasa de cada cepa por tanque de cultivo

7.2. Variables

7.2.1. Variables independientes

. Biomasa seca de Chlorella vulgaris
. Biomasa seca de Nannochloropsis oculata
. Biomasa seca de Tetraselmis striata

7.2.2. Variable dependiente

. Produccién de Biodiesel

7.3. Cultivo de microalgas

7.3.1. Equipos y materiales

7.3.1.1. Materiales

e Tubo de ensayo de 10 ml marca Pirex
e Matraz de 250 ml marca Pirex

e Matraz de 500 ml marca Pirex

e Matraz de 1 L marca Pirex

e Matraz de 5 L marca Pirex

¢ Placas Petri marca Normax

e Pipetas de 10 ml marca Boeo

+ Pipetas de 2 ml marca Kintel

o Pipetas Pasteur marca Normax

e Botella de 7 L marca Boeco
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7:3.1:2,

Botella de 2 L marca Kintel

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Micropipetas marca Boeco

Bal6n aforado de 1L marca Pirex
Manga plastica

Estructura metalica de fotobiorreactor
Deposito plastico de 40 L

Tanques plasticos de 1000 | marca Rotoplast
Valvulas de pase rapido

Aireadores

Mangueras para aireacion %’
Mangueras plasticas de %’

Gradilla para tubos de ensayo

Perilla de succibn para pipetas
Manguera plastica 12m x 16 mm.
Andamios de Metal

Llaves y tubos para acuarios

Papel aluminio

Bandas elasticas (ligas)

Llaves y destornilladores

Cinta adhesiva

Selladora térmica marca Safari Import
Bandeja Plastica

Espatula de plastico

Bolsas ziploc

Equipos

Bombas para recepcion de agua de mar marca Aquamax
Liofilizador marca LabConco
Centrifuga marca GEA
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* Blower marca ACC-003

e Ultra congelador marca LabConco

* Refrigerador marca Bosh

» Balanza analitica marca A & D Company Limited
e Microscopio marca Asturia

e (Céamara de Newbauer marca Kintel

¢ Autoclave marca Boeco

e Vortex marca Labconco

e Luxdmetro marca Control Company

e Multiparametro marca WTW

7.3.1.3. Reactivos
e Hidroxido de sodio (NaOH)

e Medio Guillard F/2
o Fertilizante Bayfolan
¢ Cloroformo

* nhexano

e |[sopropanol

e Acetonitrilo

e Lugol

e Alcohol Metilico

e Glicerina

e Agua Destilada

e Jabén neutro

7.3.2. Metodologia

El cultivo de las microalgas que se seleccionaron para el
proyecto, se realizé por separado, es decir cada especie de



microalgas en un envase, desde la siembra del inoculo, hasta
la etapa de cosecha al final del ciclo.

En el laboratorio, de microalgas, un ambiente fisico de 24 m?,
con paredes de drywall, estructura metalica y techo de cielo
raso, existe una estructura metalica donde se colocan los
envases para el escalamiento, con la iluminacién respectiva, y
las correspondientes instalaciones para los aireadores (Ver
Fotos del 1 al 6, en Anexo N° 11); el inicio del cultivo para las
cepas de las tres microalgas marinas seleccionadas, en tubos
de ensayo de 10 ml, los matraces de 250 ml para la primera
siembra, y después se escala a un matraz de 500 ml, luego a
un envase de 5 |, después a una botella de 7 |, seguidamente
a una botella de 20 |, el siguiente escalamiento es a las
mangas en los fotobioreactores.

El espacio fisico donde se desarrolld6 el cultivo es un
invernadero con un area afectiva de 72 m? ma&s un éarea
adicional de 12 m2, para dos tanques plasticos con capacidad
de 1000 litros; elevados sobre una estructura de metal y otros.
La estructura del galpén es de tubos de metal, con techo a dos
aguas. Paredes y techo de lamina plastica transparente, piso
de cemento, con una canaleta central con su respectiva rejilla,
en la zona se distribuyen seis estructuras metalicas que
componen los fotobioreactores (Ver Foto N° 07, de Anexo N°
11), en los que se colocan cuatro mangas plasticas dobles
(para ocho bolsas), de estas mangas el cultivo se escala hacia
los tanques plasticos con capacidad de 1000 | para cumplir su
ultima etapa del ciclo.

El cultivo se realizé6 con cepas procedentes del Instituto del
Mar del Peri (IMARPE-Ilo) se inicia el cultivo, sembrando las
cepas en un tubo de ensayo de 10 ml, de los tubos se hizo el
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escalamiento a un matraz de 250 ml., para luego al cabo de 07
dias se escal6 a un matraz de 500 ml, para el cultivo
intermedio se escald el cultivo a un bidon plastico de 7 L y
luego se realizd la transferencia del cultivo a un envase
plastico de 20 L, para posteriormente ser escalado el cultivo
a un fotobiorreactor (modulo con 8 bolsas plasticas) de 20 L
cada una que previamente son selladas, ya en su etapa
estacionaria se escaldé en tanque plastico de 1000 L. En la
Tabla N° 02, Tabla N° 03y Tabla N° 04, se presentan los
detalles de la cantidad de inoculo por etapa de cultivo, y para
cada especie cultivada

En las etapas inicial e intermedia el recipiente (tubo y matraz)
de cultivo es tapado con papel aluminio y pegando con cinta
adhesiva, alrededor de la manguera de aireaciéon para evitar
contaminacién del medio exterior, asegurandolo en el cuello
con una banda elastica.

En el caso de las mangas plasticas el orificio para llenado de
agua y manguera de aireacion, es sellado con cinta adhesiva
para evitar su contaminacion, se repite la operacién después
de cada recarga.

Durante todo el periodo del aumento de la concentracion de
microalgas, se le agrega Medio F/2 de cultivo Guillard, debido
a que este enriquecedor de microalgas contiene los nutrientes
que estas necesitan para proliferar.

Para el caso del bayfolan se agrega solo cuando las
microalgas estan en su fase masiva intermedia (mangas
plasticas) y estacionaria (tanques de cultivo).

42



Tabla N°02: Cultivo de Tetraselmis striata

Capacidad Agua de Adiia Fecha del cultivo
i Inoculo (ml)
Cultivo Envase de envase (L) mar
L
o L) % Guillar Bav:ola Inicio termino
0.250 0.005 0.150 0.02
Inicial Matraz 0.500 0.150 0.300 0.03
1 0.400 0.550 0.05
L. 5 0.830 3.200 1
Bidén
Intermedio 20 4.100 1 3
Mangns 120 16 9% 10 15
plasticas
. 15-08- 04-10-
Final Tanque 1000 150 350 - 350 2017 2017
Fuente: Elaboracion propia
Tabla N° 03: Cultivo de Chlorella vuigaris
: e Inoculo A de fatin Fecha del cultivo
Cultivo Envase de envase L mar {ml)
L © % Guillar Bayfolan Inicio termino
Inicial Matraz 0.250 0.005 0.150 0.02 20-06- 29-06-
2017 2017
0.500 0.130 0.210 0.03 29-06- 05-07-
2017 2017
Intermedio Bidon 3 0.320 2.180 0.05 05-07- 13-07-
2017 2017
7 1.150 5.200 : | 13-07- 2407-
2017 2017
20 3.000 14.500 3 24-07- 04-08-
2017 2017
Mangas 120 1/ 103 10 10 04-08- 20-08-
plasticas 2017 2017
Final Tanque 1000 120 280 - 280 20-08- 30-10-
2017 2017

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla N° 04: Cultivo de Nannochloropsis oculata

Cultivo Envase Capacidad Inoculo Agua de Aditivo Fecha del cultivo
de envase (L) mar {ml)
(L (L)
% Guillard Bayfolan Inicio termino
Inicial Matraz 0.250 0.005 0.150 0.02
0.500 0.120 0.240 0.03
Intermedio Bidén 3 0.330 2.270 0.05
7 1.800 4.200 1 21-06-
17
20 3.000 16.500 3 04-06- 20-06-
17 17
Mangas 120 15 110 10 20-06- 04-07-
plasticas 17 17
Final Tanque 1000 120 280 - 280 04-07- 08-08-
17 17

Fuente: Elaboracién propia

7.3.3. Preparacién del medio de cultivo Guillard

Para la obtencién del medio F/2 modificado (Guillard 1975)
para microalgas marinas se debe pesar y mezclar los
diferentes reactivos mencionados en la Tabla N° 05



Tabla N°05: Cantidades para preparacién del medio F/2
modificado (Guillard 1975) para microalgas marinas

KNO, 75.00
NaH:PO, . 2 H,O 5.65
EDTA Na: 4.360
FeCl; . 6 H,O 3.150
CuSO, . 5 H,0 0.010
ZnS0, . 7 H,0 0.022
CoCl; . 6 H:O 0.010
MnCl; . 4 H;0 0.180
Na;MoO; . 2 H,0 0.006
Cyanocobalamina 0.002
Tamina HCI 0.100
Biotina 0.001

Fuente: Zevallos, S., IMARPE (2010)

7.3.4. Conteo e identificacion de microalgas

7.3.4.1. Seguimiento del cultivo

Desde el inicio del ciclo de cultivo, en la fase de cepas, se
realiza un seguimiento del progreso del cultivo mediante un
analisis de la poblacion de microalgas de las tres cepas
seleccionadas (Chlorella vulgaris, Nannochloropsis oculata,
Tetraselmiss striata), mediante la observacion de las muestras
en el microscopio, para determinar su progreso y respuesta al
manejo en el medio.

7.3.4.2. Conteo de microalgas

El objetivo de contar microalgas es establecer la poblacién
(densidad) de células por mililitro que hay en un biorreactor.
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Para el recuento de microalgas se debe utilizar una camara de
Neubauer.

7.3.4.2.1. Proceso de conteo de microalgas

e Homogenizar el cultivo para permitir que las células se
dispersen en toda la columna de agua.

e Tomar una muestra representativa (1 ml) y colocarla en un
tubo de ensayo.

» Agregar una gota de lugol para fijar las células.

e Usando una pipeta Pasteur, depositar una gota en cada
campo de la camara de conteo (Neubauer).

e Colocar el cubreobjetos limpio sobre los campos de la
camara cuidando de no se mezclen las gotas.

Pipeta Pasteur

cubreobjetos

—

camara
de
conteo

)
i

1
|

FIGURA N° 01: COLOCACION DE MUESTRA EN CAMARA
NEUBAUER

+ Es conveniente esperar por tres minutos antes de proceder
al contaje en el microscopio, para dejar que las unidades
algales se asienten debidamente.

e Enfocar con objetivo de 4x y luego de 10x segun permitan
visualizar las microalgas.

* Realizar el conteo en el cuadrante central y en diagonal.
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:

FIGURA N°02 Centro de camara Neubauer

FIGURA N°03 Conteo en diagonal

 Mantener un orden en la secuencia del contaje para evitar
errores de suma. No considere las células que estén

asentadas justo en medio de cualquier linea de los cuadros
seleccionados.

L
0 0

FIGURA N°04: Conteo en diagonal de izquierda a derecha
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¢ Realizar 6 repeticiones y promediar el conteo de las
mismas.

e Utilizar la siguiente férmula para determinar densidad
celular:

Densidad celular (cel/mL) = (Promedio del conteo * 5 * 10 000)

7.3.4.3. Identificaciéon de microalgas

Después de cumplido el protocolo respectivo para
identificacion de microalgas, se procede a la observacion de
cada una de las tres especies objeto del estudio. En Anexo N°
01, se presentan las observaciones al microscopio, de las tres
especies de microalgas, con las que se desarrollé la presente
investigacion; distinguiéndose cada una de ellas.

7.3.44. Técnicas de asepsia y esterilizacion del material

7.3.4.4.1. Lavado del material

» Enjuagar el material de vidrio con abundante agua potable

* Depositar en un recipiente con jabén neutro y agua potable
(1mL/1L) (1dia).

e Remover y retirar los residuos para su posterior enjuague
con abundante agua potable.

¢ Realizar un ultimo enjuague con agua destilada.

e Secar en la estufa por 30 minutos a 150 °C.




e Almacenar material en gavetas limpias para su posterior

uso.
Material de Vidrio
Escobillas
Agua potable S Enjuague de material
Potable
2 Reposo
Lavad
Agua Potable —
Estufa 150°C x 30 min
_’ SRUPCEICECL

FIGURA N° 05: Diagrama del proceso del lavado de material
Fuente: Elaboracién propia

7.4. Centrifugado

Para el centrifugado del cultivo de cada una de las microalgas se
utilizé una centrifuga Westfalia Separator Mineral Qil Systems
GmbH modelo OTC 3- 02- 137, cuya velocidad nominal maxima
es de 1000 rpm, el espacio para lodo del cuenco de la centrifuga
es de 0.75 L, cuenta con un motor de 1.1 kW, (Ver Galeria
Fotografica en Anexo 05, Foto N° 02).

Para el inicio del proceso, se procede a ensamblar la centrifuga,
colocando el tambor y los platos de acuerdo al instructivo, todos
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7.4.A1.

los platos tienen una posicion de caida, se colocan los demas
accesorios, después se procede al ajuste de tornillos de la
centrifuga.

Posteriormente se coloca el extremo suelto de la manguera de la
bomba centrifuga (con valvula) en un envase con agua dulce
procedente del servicio publico. Se enciende la bomba centrifuga,
progresivamente se incrementa la velocidad de succién de la
bomba realizando asi un cebado de la bomba centrifuga,
seguidamente se pone en marcha la centrifuga esperando un
tiempo prudencial hasta maxima velocidad; se introduce el
extremo de la manguera dentro del tanque de cultivo para
proceder a la cosecha del lote de cada especie de microalga por
separado, y asi obtener biomasa hiumeda en el interior del tambor
de la centrifuga y en los extremos de los platos.

Al finalizar el proceso de centrifugado se reduce la intensidad de
succion de la bomba y se procede a apagar la bomba. Asi mismo
se presiona el botén de “PARAR” de la centrifuga para que este
deje de funcionar, se procede al desajuste de los tornillos, quitar
el tambor de la centrifuga para proceder a la extraccién de las
microalgas (biomasa himeda).

Luego de extraer la biomasa himeda, se realiza el lavado del
tambor y cada pieza de la centrifuga y otros componentes, con
agua dulce de la red publica. Después de esta acciéon la
centrifuga queda en condiciones de iniciar otra cosecha, previo
ensamble de los componentes respectivos.

Tetraselmis striata

El cultivo de Tetraselmis striata se desarrollé durante los meses
de septiembre y octubre, dando inicio un 08 de septiembre del
2017 y culminado el 04 de octubre del 2017.
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7.5.

7.4.2.

7.43.

El centrifugado de la Tetraselmis striata se desarrollé durante las
12:15 h y 15:45 h, haciendo un tiempo de 03:30 horas.

Chlorella vulgaris

El cultivo de Chlorella vulgaris se desarroll6 durante el mes de
octubre, dando inicio un 03 de octubre del 2017 y culminado el 12
de octubre del 2017.

El centrifugado de la Chiorella vulgaris se desarrolld6 durante las
08:35 h. y 12:13 h., haciendo un tiempo de 03:38 horas.

Nannochloropsis oculata

El cultivo de Nannochloropsis oculata se desarrollé durante el
mes de octubre, dando inicio un 04 de octubre del 2017 y
culminado el 12 de octubre del 2017.

El centrifugado de la Nannochloropsis oculata se desarrollo
durante las 18:34 h. y 22:23 h., haciendo un tiempo de 03:49
horas.

Biomasa humeda

Dentro del tambor de la centrifuga, por accion de la fuerza centrifuga,
la biomasa humeda (microalgas) se adhiere a las paredes de dicho
tambor y en el extremo de los platos (Ver Foto N° 04, de Anexo N°
12).
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1.6.

Con el empleo de espatulas de plastico se procede al acopio y
recoleccion de las microalgas, colocandolas en papel aluminio
previamente pesado y tarado en una balanza analitica (Ver Foto N°
03, de Anexo N° 10).

Se obtuvieron los siguientes pesos de biomasa:

e Nannochloropsis oculata= 181,43 g.
e Chlorella vulgaris= 198,00 g.
o Tetraselmis striata= 207,05 g.

Las muestras que se enviaron para liofilizacién y determinacion de
perfil lipidico en el laboratorio del Instituto del Mar del Pert (IMARPE-
CALLAO). Las muestras de biomasa humeda se conservaron en
congelacién, hasta su envio al laboratorio

Liofilizado

El liofilizado se realizd en una liofilizadora de 2.5 L de capacidad,
modelo Freezone, marca LABCONCO; en frascos especiales para
liofilizar que soportan las bajas temperaturas del ultra congelador.

El proceso de liofilizado de la muestra se realiz6 segun el siguiente
diagrama Figura N° 06.

CONGELACION

!

SECADO

l

AL MACENAMIENTO

Figura N°06: Diagrama del proceso de liofilizado
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T8

7.6.2.

Congelacién de la muestra

Se coloco la biomasa himeda en placas Petri, esparciéndola de
manera homogénea, formando una capa delgada no mayor a 1
cm de espesor, se cubrieron las placas Petri con bolsas plasticas
herméticas, etiquetadas y codificadas.

Para un adecuado proceso, la biomasa humeda se debe colocar
en envases (placas, laminas delgadas, etc.) tratando de obtener
una mayor area de exposicion de la muestra al momento de la
congelacién y el proceso sea mas efectivo; si se colocan las
muestras para congelar en los envases (frascos de liofilizado)
estos se deben colocar inclinados (Ver Foto N° 03, de Anexo N°
13) y después de un tiempo prudencial, se procede a invertir los
frascos de manera que la parte que aun este liquida caiga por
gravedad y se congela en la parte opuesta del frasco,
obteniéndose una mayor superficie de contacto. Las muestras se
introducen en los frascos de liofilizado, que se colocan en el
interior de la ultra congeladora a una temperatura de - 80 °C,
después de 30 min. las muestras congeladas estan en

condiciones de ingresar al siguiente proceso.

Secado (liofilizado) del producto congelado

Transcurrido el tiempo de congelacién, se procede a secar las
muestras en un liofilizador, por un periodo de 24 h. a una presién
de 0.04 mbar.

La muestra congelada en el ultra congelador (-80 °C), se coloca
en la tapa del frasco un filtro, luego se conecta un tubo de acero
inoxidable de 2", %" con una ligera curvatura, se procede a

insertar cada frasco en los puestos (puertos) del equipo
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respectivo (Ver Fotos N°06, de Anexo N° 13). Una vez colocadas
las muestras, se procede a la verificacion de las valvulas
respectivas; se abren las que contengan muestras, realizando un
giro de la perilla en sentido de las agujas del reloj, hasta el tope
respectivo; se verifica que las demas valvulas se encuentren
cerradas. La temperatura de operacion del equipo es de -50 °C,
con un margen de tolerancia + 15 °C. Una vez en ’posicién se
enciende el equipo (liofilizador), a medida que avanza el proceso
entra en funcionamiento la bomba de vacio que esta conectada al
liofilizador y operan en simultaneo hasta que concluye el proceso
(Ver Foto N°06, de Anexo N° 10). Los frascos con muestras se
colocan uno por uno con un tiempo minimo entre frasco y frasco
de dos minutos para que el equipo se estabilice adecuadamente.

Durante el proceso de liofilizacién, en el interior del liofilizador se
va a generar un condensado que es eliminado por una valvula
ubicada en la parte inferior del mismo, a la que se le conecta una
manguera de plastico de 2", en la bomba de vacio también se
genera una purga de aire y un condensado que se elimina
periddicamente por una valvula, por seguridad se debe colocar
una manguera plastica de %". En un envase de vidrio de la
bomba de vacio se recolectan algunas impurezas que se deben
eliminar después de concluido el proceso, es recomendable
cambiar el filtro en forma periddica; igualmente se debe cambiar
el aceite de la bomba cuando su color se torna amarillento; es
recomendable que el equipo funcione un tiempo prudencial para
inmediatamente realizar el cambio, asi se logra el escurrimiento
de la mayor cantidad de aceite.

Culminada la liofilizacion, se retira la biomasa seca de las placas
con la ayuda de espatulas y se procedi6 a triturar en morteros de
porcelana para su posterior homogenizacion
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7.7

Se homogeniza el producto de manera mecéanica, pesando y
almacenando en bolsas herméticas, correctamente etiquetadas y
codificadas (Ver Foto N° 08, de Anexo N° 13).

7.6.3. Almacenamiento del producto

Los productos liofilizados y adecuadamente cerrados se pueden
guardar por largos periodos de tiempo con la retencién de las
propiedades fisicas, quimicas, biolégicas y organolépticas de sus
estados originales.

El almacenamiento de los productos liofilizados en lugares con
temperaturas bajas evita la desnaturalizacién de proteinas. Se
recomienda almacenar en un desecador la muestra embolsada,
protegida de la humedad y la luz, para su posterior andlisis. La
calidad de la biomasa seca se comprueba, realizando la prueba
de humedad, mediante el método de estufa de aire a 50 °C por 5
h hasta que el peso sea constante. El rango de humedad
aceptable esta entre 5 a 7%.

Extraccién de lipidos

Los lipidos fueron obtenidos mediante un proceso de esterificacion
que se detalla en la Figura N° 07. Este proceso se desarrollé en el
laboratorio de quimica organica de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann, entregando 03 repeticiones por cada
tratamiento (cada microalga) con pesos de entre 50 a 60 g. cada
uno.

Se arma el dispositivo Soxhlet y se prepara un cartucho de papel
filtro con aprox. 5 g de biomasa seca, el cartucho se tapa bien para
evitar fugas de biomasa y prevenir la contaminacién de la muestra, el
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cartucho de papel filtro se coloca dentro del tubo de extraccién, se
vierten 250 ml de hexano al matraz de fondo redondo y se arma
completamente el dispositivo de extraccién Soxhlet.

Se calienta el solvente (hexano) a bafio maria a una temperatura
interna de 67°C a 68 °C, el solvente se evapora circulando por el
brazo del dispositivo condensando sobre el cartucho, llenando por
completo el deposito captando las moléculas de aceite y de esta
manera se recuperen los &cidos grasos junto con el Hexano, el
proceso de recirculacion se lleva a cabo por aprox. 2 horas para
garantizar la mayor extraccion de lipidos.

Una vez obtenida la mezcla hexano/acido graso se realiza una
destilacién de la mezcla, tomando el punto de ebullicién del hexano
como limite de temperatura para evitar la quema y degradacion de
los acidos grasos, se colecta en un matraz Erlenmeyer el Hexano
resultante y la fraccién de acidos grasos se queda contenida en el
matraz de fondo redondo.

Figura N°07: Foto del equipo Sohlet utilizado para el
proceso de extraccion de lipidos

Fuente: Elaboracién propia
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7.8.

7.9.

Caracterizacion de acidos grasos

Se desarrollé el método de Ichibahara y Fukubuyashi (2010) que
se aplica a partir de ésteres de esteroles, triglicéridos vy
fosfolipidos para gas-liquido cromatografia. ElI método
desarrollado se recomienda en andlisis de &cidos grasos de
varias muestras de lipidos, incluidos aceites de pescado, aceites
vegetales y lipidos en sangre.

Se prepar6 una solucion de HCI al 8% (p / v) en metanol / agua
(85:15, v / v) diluyendo 9,7 ml de HCI concentrado con 41,5 ml de
metanol, Tolueno (0.2 ml), metanol (1.5 ml) y la solucién de HCI
como catalizador acido para la preparaciéon de ésteres metilicos
de acidos grasos

Se le agrega a 1 mg de los lipidos extraidos previamente

Se incuba la mezcla a 45° C para la derivatizacién durante una
noche o se calent6 a 100 ° C durante 1a 1.5 h.

Se extrajeron con hexano los metilesteres producidos para ser
analizados por cromatografia gaseosa en el equipo Varian CP-
3800.

Rendimiento

Pesar el cartucho de papel filtro vacio y tomar nota de la masa
leida. (M1)

Colocar dentro del cartucho de papel filtro una cantidad de masa
de la microalga.

Cerrar el cartucho con cuidado y pesar. (M2)

La masa real de biomasa (polvo de microalgas) se obtiene: M2 -
M1

Realizar la extraccion del aceite empleando el método descrito
anteriormente (metodologia Soxhlet)
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Retirar el cartucho (después de 2 horas) y colocarlo en una estufa

secadora para que seque y luego pesarlo cuando enfrie. (M3)

. My—M
% Rendimiento = ;f—Ml
2=

x 100

7.10. Obtencion del biodiesel

7.10.1.

7.10.2.

Determinacion de los gramos de catalizador

Para saber cuanta sosa caustica o0 NaOH es necesaria, hay
que medir la acidez del aceite con el método de valoracién.
La valoracién debe ser lo mas exacta posible usando como
indicador fenolftaleina y como titulante el NaOH a 0,01 N: esto
en caso de ser un aceite ya usado.

Preparacion de métoxido de sodio

Generalmente la cantidad de metanol necesario es del 20%
en masa de lacantidad de aceite. Cuando se mezcla
el metanol con el hidréxido de sodio (NaOH) se produce
una reaccion exotérmica cuyo resultado es el metéxido de
sodio (CH3ONa).

Para producir esta reaccién se agregé un volumen especifico
de metanol en un beaker, y a éste se le adicioné una cantidad
previamente pesada de NaOH Q.P., el cual se disolvid
completamente en 30 min con la ayuda de un agitador de
paleta a 347 rpm.

Esta solucién debe ser preparada en el momento que se
usara para impedir que reaccione con el diéxido de carbono y
la humedad el medio.
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7.10.3.

Figura 08: Preparacién del catalizador (Metéxido de sodio)

Transesterificacion

Es el proceso que convierte los aceites y grasas en biodiesel.

Para que la reaccidon quimica se produzca sin problemas, de
calentd el aceite de la microalga Chlorella vulgaris hasta
aproximadamente los 50 °C.

Luego en un beaker se procedié a mezclar el aceite con el
metdxido de sodio recién preparado.

Para una mezcla homogénea se us6 un agitador de paleta por
45 min evitando las salpicaduras y burbujas que perjudican al
resultado final.

La reaccion de transesterificacion se muestra en la figura a
continuacion.
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CH2-OCOR1 CH2-OH R1— COOCH:s
CH-OCOR2 + 3CHs(OH) CatalizadorCH-OH + R2— COOCHz3
4._

CH2-OCOR3 H2-OH Rs — COOCH:
Triglicérido Metanol Glicerina Esteres de metil
(Biodiesel)

Figura 09. Transesterificacion del aceite a Biodiesel. R1.3 son grupos
hidrocarbonados

Rntot_noagndn
refrigeracion.

Figura N° 10 Instalacion del sistema de transesterificaciéon

7.10.4. Sedimentacién

Se deja que la mezcla, aceite de microalga con el metéxido de sodio,
repose y se enfrie por lo menos durante ocho horas, preferiblemente
mas tiempo. La glicerina forma una masa gelatinosa en el fondo y los
metil ésteres (biodiésel) flotan encima.

La Fig. 5 muestra esta operacion
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Figura 11: Sedimentacién de la mezcla aceite de Chlorella vulgaris con el
metoxido de sodio

7.10.5. Separacion

La glicerina semiliquida es de color marrén oscuro; el biodiésel
es del color claro. Se separaron sacandolos por el tubo
transparente de la pera de decantacion.

Figura 12: Separacién del biodiesel del agua
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7.10.6.

Lavado

En el biodiésel también hay jab6on. Cuando el metanol se une
a los acidos grasos se forma agua. El jabén se forma porque
el ion Na* del hidréxido de sodio (NaOH) reacciona con los
acidos grasos en presencia de agua.

Para limpiar el biodiesel es necesario lavarlo con agua caliente
(aprox. 80°C), esto consistid entonces, en mezclar el agua
caliente con el biodiesel obtenido dentro de la pera de
decantacién. Se agito profusamente hasta homogenizar la
mezcla y se dejé en reposo 10 horas, después se observé las
2 fases una con agua jabonosa y otra el biodiesel. Se repiti6 el
mismo procedimiento hasta obtener agua clara, resultando un
volumen final de Biodiesel de 25 ml.

Figura 13: Lavado del biodiesel con agua

En cuanto al rendimiento obtenido de biodiesel a partir del
aceite fresco (aceite sin lavar) de microalgas, en este caso de
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la Chlorella vulgaris, luego del lavado se obtuvo un
rendimiento 83,33%.

7.11. Caracterizacioén del biodiesel

Las muestras de biodiesel obtenidas de las diferentes especies

microalgales se someteran a las siguientes pruebas para su

caracterizacion fisicoquimica.

7.71.1.

7112,

Determinacion de la acidez del biodiesel

A partir de una muestra del biodiesel obtenido se la colocara
en un tubo de ensayo para poder medir el pH utilizando cinta
pH universal, remojando la tira por espacio de 10 segundos en
todos los espacios de indicador, se saca del tubo y se retira el
sobre nadante. La tira no debe quedar saturada ni debe gotear
el biodiesel.

Se espera 30 segundos para que asiente el color en la cinta
pHmetro alojada en la tira respectiva. Segun las
especificaciones del fabricante.

Se coloca la tira sobre la escala de color ubicada en el mismo
envase de las tiras de pH universal, moviendo hacia la
derecha e izquierda hasta que coincida el color en los 4
recuadros correspondientes.

Determinacion de la densidad por el método del
picnémetro.

Se registrara el peso del picnometro completamente seco y se
transfiere un poco de muestra al picndémetro hasta su linea de
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7113,

aforo procurando no agitar la muestra ya que se debe evitar la
formacién de burbujas de aire, y si hay presencia de estas,
entonces deben ser removidas.

Se situa el picndmetro sobre una balanza analitica, en un lugar
sin corrientes de aire, donde la temperatura no varié mas de
2°C durante el ensayo, se registra el peso del picnédmetro con
la muestra y se repite las mediciones mas de 2 veces.

Determinacion del indice de refracciéon

Se define como el cociente entre el seno del angulo de
incidencia y el seno del angulo de refraccion de la luz
monocromatica al pasar del aire a un medio 6pticamente mas
denso y se denota n' D.

El indice de refraccidn depende de la composicién de la
muestra, la temperatura y la longitud de onda de la radiacion
utilizada. Generalmente se mide a 20, 25 o 40 grados Celsius,
tomando como referencia la linea D del sodio (589 nm), y se
realizan como minimo dos mediciones de donde se toma la
media en un Refractometro de Abbe. Su utilidad radica en
casos como la identificacién y caracterizacion de liquidos
puros, grasas y aceites, entre otras.

Se calibré segun la vision del operario la linea media del
refractbmetro y se purgara una pipeta con una pequefia
cantidad de muestra, se dejara caer algunas gotas en el lente
del refractdbmetro, teniendo cuidado que la pipeta no toque el
lente para evitar el desgaste del mismo, se acerca a la luz del
aparato al lente y se procede a leer el valor del indice de
refraccion.



114 Viscosidad

Consiste en una prueba de laboratorio de comparacion entre
el biodiesel obtenido a partir de la microalga Clhorella vulgaris
y el agua destilada. Se utiliza agua destilada, debido a que es
un fluido con viscosidad conocida. Se miden los tiempos que
tardan los fluidos en descender por el viscosimetro capilar. Se
utiliza un viscosimetro de tipo Cannon-Fenske en donde la
fuerza impulsora es la gravedad.

/\

Rama gruess

Oliva b

PR
[ }]]1 Rama del gada
i

*i

Pi-Po = AP impulsor

Figura 14: Viscosimetro Cannon-Fenske

Fuente: Sears & Zemansky, Fisica Universitaria. 132 Edicion

8. Analisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados de porcentaje de lipidos; obtenidos
de las tres muestras de biomasa humeda de microalgas marinas
Nannochloropsis oculata, Chlorella vulgaris y Tetraselmis striata, se realizé
utilizando el método ANOVA un solo factor, con seis repeticiones por

muestra, con las hipbétesis:

Ho: donde Hn = Ht = Hc

H41: donde Hn # Ht # Hc

y

Considerando un factor a= 0,01.
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Introduciendo los datos relacionados en la Tabla N°06 y aplicando el
programa estadistico Mega Stat, se obtuvo un resultado de analisis de
varianza p= 0,0051, que es menor al factor a= 0,01, por lo tanto, la hipétesis
Ho se descarta y es valida la hipétesis Hi. Donde se asume que las
muestras de las tres especies de microalgas marinas analizadas son
diferentes.

TABLA N° 06

Porcentajes de lipidos en las muestras de Nannochloropsis, Chlorella
y Tetraselmis analizadas

MUESTRAS | Nannochloropsis Chlorella Tetraselmis

(N°) % lipidos % lipidos % lipidos
1 6,38 3,42 476
2 6,15 3,39 577
3 5,37 4,02 4,50
4 6,00 3.77 4,66
5 12,93 3,79 5,41
6 12,99 3,48 5,18
Fuente: Elaboracién propia

. Resultados y Discusioén

Después del proceso de liofilizado de la biomasa himeda, se obtuvieron los
datos mencionados en la TABLA N° 07, teniendo asi un rendimiento de
entre 31 % y 47 % de todas las muestras de microalgas. En promedio se
obtuvo un rendimiento de 37.8 % de todas las microalgas.

Realizando una comparacion de cada una de las microalgas utilizadas se
estima que la Tetraselmis striata es la que contiene menos humedad al
mostrar un rendimiento promedio de 43.03 %, en comparacién con la
Nannochloropsis oculata que posee un rendimiento promedio de 36.92 % y
a su vez es superior a Chlorella vulgaris que tiene un rendimiento promedio
de 34.75 %.
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Tabla N° 07
Rendimiento de Biomasa de Microalgas

MICROALGA | MUESTRAS BIOMASA RENDIMIENTO
0,
HUMEDA SECA (%)
Chlorella |  CO 48.5202 15.2667 31.46
vulgaris o 417824 14.8998 35.66
| G2 41.5574 14.5387 34.98
c3 38.8142 14.3247 36.91
c4 40.8965 11.4710 28,05
C5 444285 12.4977 28.13
Tetraselmis TO 50.4223 17.9132 35.53
striata 1 T2 437534 20.4912 46.83
T3 43.4661 20.3097 46.73
T4 411777 11.3006 27.44
T5 207083  7.8542 26.44
Nannochloropsis NO 50.2029 17.0528 33.97
oculata N1 53.8887  19.078 35.40
N2 31.1298 12.6771 40.72
N3 47.8435 17.9824 37.59
N4 39.0712 10.4420 26.72

Fuente: Elat;oracién propia
Después de realizados los analisis en laboratorio, de las muestras de tres
especies de microalgas marinas, donde se obtienen valores para, humedad,
lipidos y cenizas; se observa que los resultados relacionados con los
lipidos, tienen una cierta similitud, y los promedios mas bajos son del orden
del 3,41 % para la Chilorella y el promedio mas alto es de 12,96 % para la
Nannochloropsis.

Merece especial atencion los resultados de la muestra N° 03 de
Nannochloropsis, que reporta una porcentaje de 12,33 % y 12,99 %, para
las dos repeticiones, pero se observa una relacion inversa con la cantidad
de cenizas, que reportan 24,69 % y 25,03 %, que en las muestras
anteriores esta en el orden del 49,85 % y 50,61 %, con porcentajes de
lipidos del 6,26 % y 5,69 %, pero cuando los resultados de lipidos suben en
promedio al 12,96 %, las cenizas se reportan con valores de 24,86 %.
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Teniendo la biomasa seca se realizaron analisis de caracterizacion fisico-
quimica, en la Tabla N° 08 se presentan los resultados de los analisis en

porcentajes de humedad, lipidos y cenizas, realizados a las muestras.

Tabla N° 08 Porcentajes de Humedad, Lipidos y Cenizas en muestras

de Nannocloropsis, Chlorella y Tetraselmis.

Codigo de Humedad Lipidos Cenizas
muestra (%) (%) (%)

N1 (Rep1) 11,43 6,38 48,76
N1 (Rep2) 10,47 6,15 50,93
N1 (x + SD) 10,95 £ 0,68 6,26 + 0,16 49,85+ 1,53
N2 (Rep1) 11,84 5,37 50,56
N2 (Rep2) 10,63 6,00 50,66

N2 (x £ SD) 11,23+ 0,85 569+0,44 50,61 + 0,07
N3 (Rep1) 12,63 12,93 24,69
N3 (Rep2) 13,37 12,99 25,03
N3 (x £ SD) 13,00 £ 0,52 12,96 £ 0,04 2486 + 0,24
T1 (Rep1) 9,93 4,76 42 24

T1 (Rep2) 9,26 5,77 41,45

T1 (x £ SD) 9,60 + 0,48 5,26 + 0,72 41,85+ 0,56
T2 (Rep1) 8,16 4,50 41,59

T2 (Rep2) 9,99 4,66 41,20

T2 (x £ SD) 9,08 +1,29 4,58 + 0,11 41,40+0,28
T3 (Rep1) 10,54 5,41 40,96

T3 (Rep2) 10,40 5,18 40,62

T3 (x + SD) 10,47 £ 0,10 5,29+0,16 40,79 £ 0,24
C1 (Rep1) 12,65 3,42 48 42

C1 (Rep2) 12,54 3,39 48,84
C1(x+SD) 12,59 + 0,07 3,41 +£0,02 48,63 + 0,30
C2 (Rep1) 10,67 4,02 47,89
C2 (Rep2) 9,75 3,77 47,23
C2 (x £ SD) 10,21 £ 0,65 3,89+£0,18 47,56 + 0,46
C3 (Rep1) 10,70 3,79 51,11

C3 (Rep2) 10,68 3,48 49,39
C3 (x+ SD) 10,69 + 0,02 3,63 0,22 50,25 + 1,22

Fuente: Elaboracion propia



Las tres especies de microalgas marinas (Nannochloropsis, Chlorella y
Tetraselmis) fueron cultivadas utilizando los mismos métodos, las mismas
condiciones, los mismos equipos, las mismas cepas, los mismos nutrientes
y el mismo personal técnico.

En el figura 15, se presentan los resultados de los andlisis en porcentajes
de humedad, lipidos y cenizas, realizados a las muestras.

COMPOSICION QUIMICA
60.00

50.00

40.00

30.00

(%)

20.00

10.00

0.00

N2 | N3 | T1 T2 | T3 | C1 | C2 | C3

Humedad (%)|10.95/11.23{13.00| 9.60 | 9.08 [10.4712.59/10.21(10.69
Lipidos (%) |6.26 | 5.69 |[12.96| 5.26 | 4.58 | 5.29 | 3.41 | 3.89 | 3.63
Cenizas (%) |49.85/50.61/24.86|41.85|41.40/40.79 48.63|47.56|50.25

BHumedad (%) ®Lipidos (%) mCenizas (%)

Figura 15: Comparacién composicién en humedad, lipidos y cenizas
de las muestras de microalgas

Fuente: Elaboracion propia

A pesar que el contenido de lipidos de Nannochloropsis y Tetraselmis
resultd mayor que la Chlorella en la biomasa total, el factor determinante, no
es la presencia de cualquier tipo de lipido o acido graso, resulta crucial una
buena seleccion de microalga, siendo mas importante la productividad de
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lipidos, pero también el tipo de lipidos y la velocidad de crecimiento

(Brenann y Owende, 2010). Por lo que se requiere mas pruebas antes de

decidir qué especie es la mas recomendable. Asi se demando el estudio del

perfil lipidico.

Tabla N° 09: Perfil lipidico de las muestras de Nannochloropsis oculata

‘cm; grasos N1 N2 N3
(mg/g) (Rep1) (Rep2) (X £80) (Rep1) (Rep2) (X £5D) {Rept) (Rep2) (7 +50)
C 140 10 09 0,94 +0,08 08 09 0,85 0,07 23 23 2322004
C 160 45 40 423+037 35 40 377+038 8.8 87 873004
C16:1n-9 22 .20 207 +0,14 18 21 196020 43 44 437008
C 16:1n-7 68 59 6,24 £ 0,47 5,1 6,1 5,62 + 0,67 148 149 1487 + 0,03
g ND ND ND ND  ND ND ND ND ND
c 180 ND ND ND ND  ND ND ND ND ND
C18:1n-9 10 08 096+0,10 08 08 083+0,03 18 20 1,04 £0,03
C18:1n7 ND  ND ND ND ND ND ND ND ND
C18:2n-6 13 1,1 1221012 08 10 0,950,03 28 27 2,69 20,06
C18:3n-3 ND ND ND ND  ND ND ND  ND ND
C 18:3n-6 ND  ND ND ND ND ND ND ND ND
C 18:4n-3 ND ND ND ND  ND ND ND ND ND
C 20:4n-3 ND  ND ND ND ND ND ND  ND ND
C 20:4n-6 18 16 1,71£0,08 15 16 1,54 £ 0,08 42 44 428014
C205n-3 (EPA) | 132 122 12,68 + 0,68 109 118 11,38+ 0,63 288 300 2840083
C 22:5n-3 ND  ND ND ND ND ND ND ND ND
C226n-3(DHA) | ND  ND ND ND ND ND ND  ND ND
Fuente: Elaboracién propia
Tabla N°10: Perfil lipidico de las muestras de Tetrase/mis striata
Acidos grasos ™ T2 T3
(mg/g) (Rept) (Rep2) (X £ 8D) (Rept) (Rep2) (X £ 5D) (Rept) (Rep2) (X £ 8D)
C 140 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C 16:0 5.2 57 543+040 50 45 475+0,36 50 56 530 £ 0,41
C161n-8 17 18 177 £0,14 18 16 1,50 £ 0,06 18 20 188 +0,18
C16:1n-7 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
2 38 44 412+040 3B 34 363+028 40 44 422+028
C 180 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C 18:1n-8 as 42 3,90 + 0,50 s 33 346017 37 41 393 +0,30
C 18:1n-7 07 09 0,81+0,08 0,7 0,7 0,72+0,04 08 0,8 0,81 £ 0,06
C 18:2n-5 1.7 20 1812022 1.7 15 1,58 + 0,09 1.7 19 1,80 +0,14
C 18.3n-3 41 5,0 4,56 £ 0,59 4.1 3.8 3987+0,24 44 49 466 +0,33
C 18:3n-8 ND ND ND ND  ND ND ND ND ND
C18:4n-3 21 25 229+025 2.1 19 2,03+0,12 23 25 242 +£0,16
C 204n-3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C 20:4n-6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C20:5n-3 (EPA) | 1.8 16 1,710,186 13 12 1,25 + 0,04 14 15 1,48 + 0,09
C 225503 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C226n-3 (DHA) | ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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Fuente: Elaboracién Propia

Tabla N°11: Perfil lipidico de las muestras de Chlorella vulgaris

Acidos grasos

(mg/g) {Rept) {Rep2) (X +8D) (Repi) (Rep2) (X +8D) {Rept) (Rep2) (¥ £8D)

C 140 ND ND ND ND ND ND ND  ND ND
C160 40 38 391000 45 42 431020 41 40 4,05+0,04
C181n-9 12 1,1 1,15+0,04 15 14 1,44 £ 0,06 13 1,2 1,23+0,04

C18:1n-7 ND ND ND ND  ND ND ND ND ND
2 16 18 1,64 0,00 20 19 1,96 +£0,09 17 17 1,70+ 0,02

c 180 ND  ND ND ND  ND ND ND ND ND
€ 18:1n-8 25 24 248+0,09 28 2y 277+013 25 25 257+0,08
C18:1n-7 1,0 1,0 0,98 + 0,01 11 1.1 1,12+0,03 1,0 09 0,96 +0,03
C18:2n-6 10 09 0,93+0,03 11 10 1,08 £ 0,05 10 10 0,98 +£0,03
C 18303 22 22 221005 27 25 2634013 24 23 232008

C 18:3n-6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C184n-3 08 02 0,93 +0,00 12 1,1 1,14 0,06 10 09 0,97 +0,03

C 20:4n-3 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

C 20:4n-6 ND ND ND ND ND ND ND ND ND
C205n3(EPA) | 06 08 0,60+0,00 07 07 0,72+0,04 07 05 0,64 0,02

C 22:5n-3 ND ND ND ND  ND ND ND ND ND

C226n-3(DHA) | ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Fuente: Elaboracion Propia

El biodiesel por ser un combustible analogo del gaséleo, requiere estar
comprendido en una solucion heterogénea de ésteres alquilicos de &cidos
grasos , en el caso de las microalgas estas deberan producir triglicéridos
cuyo largo carbonado se encuentre entre C14 - C22 asi el biodiesel seria
de gran calidad (Demirbas, 2009) como se observa en las tablas 09,10 y 11
los lipidos obtenidos de las 3 microalgas experimentales son de cadena
carbonada en estos rangos, pero solo Chlorella presenta una cadena por
cada largo comprendido entre C16-C20 mientras que Tetraselmis y
Nannochloropsis no tienen todos los acidos grasos en estos rangos por lo
que no justificaba su uso como fuente de acidos grasos esterificables para
produccion de biodiesel. Aqui surgiria la necesidad de encontrar otros usos
para estas cadenas carbonadas como puede ser un UusO COmMO
nutracéuticos.

71



Rendimiento de lipidos

Las muestras de biomasa fueron tratadas por friplicado y cada replica
analizada por separado, para luego obtener el valor promedio de
rendimiento el cual se muestran en la Tabla 12:

Tabla N° 12: Porcentaje de rendimiento de aceite de microalgas

) % Rendimiento

Tipo de alga (en peso seco)
Chlorella vulgaris 7,024
Tetraselmis striata 4,808
Nannoclhoropsis oculata 2,500

Fuente: Elaboracién propia

Tal como se evidencia en los resultados de la Tabla 12, la biomasa
correspondiente a la Chlorella vulgaris es la que tiene mayor porcentaje de
rendimiento en la extraccion de lipidos, nuevamente las recomendaciones
de Demirbas (2009) afirman que se requiere un alto contenido de lipidos en
la muestra a esterificar para obtener un biodiesel de calidad.

Otros estudios realizados con la especie Botryococcus braunii frente a
Chlorella, demostraron que la primera puede alcanzar niveles de aceite del
75% (Mata, Martins y Caetano, 2010) que comparados con la Chlorella de
esta investigacion resulta 10 veces mayor, pero la gran desventaja de esta
especie es una baja productividad de biomasa por lo que Chlorella vulgaris
justifica su investigaciéon como productora de metabolitos primarios como
son los aceites debido principalmente a su productividad mas altas y con
poco requerimiento nutricional (Y00,2010).

Para poder esterificar el aceite de Chlorella vulgaris, se requiri6 el calculo
de los gramos de catalizador, esto es necesario por el tipo tan diverso de
aceites en la muestra (Tabla 11); por cada litro de aceite se necesit6 3,5 gr
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de NaOH para la reaccién, haciéndose un célculo proporcional al volumen
obtenido.

En cuanto al rendimiento obtenido de biodiesel a partir del aceite fresco
(aceite sin lavar) de microalgas, en este caso de la Chlorella vulgaris, luego
del lavado se obtuvo un rendimiento 83,33%.

indice de refraccién

Como el indice de refraccion es sensible a los cambios de temperatura y
varia con la longitud de onda de la luz, deben especificarse ambas variables
al expresar el indice de refraccion de una sustancia.

El indice de refraccion del biodiesel obtenido a partir de Clhorella vulgaris
fue de: 1,400a 25 °C

pH

Se alcanzé antes del lavado del biodiesel, un pH de 6,5 y el producto final
obtuvo un pH de 5,5.

Densidad

Vpic = Volumen del picnémetro = 9,590 ml
M, = Masa del biodiesel = 8,485 g
T = Temperatura 25 °C

P—m

= 259 _ 884 g/mi
P=G590ml - 0B8*a/m

Segun la norma EN 14214 de la union europea, los valores de densidad
para un combustible tipo biodiesel estan comprendidos entre 860-900
Kg/m?® y el valor obtenido del biodiesel de Chlorella fue de: 0,884 Kg/m?® por
lo que se puede afirmar que si cumple la norma, por otro lado el valor
obtenido como viscosidad del biodiesel partir del aceite de Chlorella fue de:
0,36 Cp, que equivale a 3,6 mm?/s, que segln la misma norma 14214,
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exige valores de viscosidad entre 3,5-5 mm?/s para valores aceptables de
biodiesel.

10. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos de las muestras de microalgas
marinas nativas para la obtencién de biodiesel, se puede asumir:

- La relacion biomasa humeda biomasa seca para Chiorella (Co) el
31,46 % y para la Tetraselmis (T2) es de 46,83%.

- La Chlorella presenta la mayor produccién de biomasa himeda.

- El promedio de lipidos para las muestras de Nannochloropsis es de
8,30%, para Chlorella es de 3,64 % y para Tetraselmis es de 5,04%.

- La extraccion de aceite por el método Soxhlet presentd un rendimiento
del 7,024% para el caso de la microalga Chlorella vulgaris, 4,808%
con la Tetraselmis striata y 2,500% Nannochloropsis oculata en peso
Seco.

- Con las muestras correspondientes a las microalgas Tetraselmis
striata y Nannochloropsis oculata no se pudo obtener suficiente
volumen de aceites para la reaccion de transesterificacion y obtener el
biodiesel. Entonces se trabaj6 solo con la Chlorella vulgaris.

- El rendimiento obtenido de biodiesel a partir del aceite fresco después
del lavado fue de 83,33%.

- Se realiz6 la transesterificacion del aceite de Chlorella vulgaris y se
logré verificar su conversion a biodiesel a través de diversas pruebas
que se hizo al mismo siendo estas: el pH del biodiesel proveniente del
aceite de Chlorella vulgaris fue de 5,5, la densidad resulté 0,884 g/ml,
la viscosidad fue de 0,36 Cp (centipoise) y el valor del indice de
refraccion fue de 1,400; los resultados fueron obtenidos a una
temperatura de trabajo de 25°C. Esta caracterizacion del producto
obtenido muestra que el biodiesel de microalgas cumple con los
estdndares internacionales y que presenta similitud con las
propiedades del diesel comercial.
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11.Recomendaciones

- Orientar esfuerzos en la produccibn de |Ia microalga
Nannochloropsis.

- Hacer un seguimiento mas estricto del cultivo, para mejorar % de
lipidos.

- Provocar la condicién de estrés oportunamente a cada ciclo de
cultivo.

- Considerar el aspecto de costos para obtencién del producto.

- Considerar el proyecto y su incidencia ambiental favorable.

- Ajustar los tiempos de centrifugacion y de liofilizacion en forma
progresiva.
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ANEXOS



ANEXO N° 01: Identificacion de microalgas

a.- Tetraselmis striata

—

Fuente: Elaboracién propia Fuente: Elaboracion propia

b.- Nannochloropsis oculata

Fuente: Elaboracién propia Fuente: Elaboracién propia
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¢.- Chlorella sp.

Fuente: Elaboracién propia Fuente: Elaboracié propia



MEDIOS DE CULTIVO

ANEXO N° 02 MEDIO CHU 10 (MODIFICADO POR
GERLOFF)
(0. UMEBAYASHI, 1975)

(Recomendado para aislamiento de microalgas de habitats
oligotréficos y eutréficos)

Ca(NOs)2 0.04%
KzHPO4 0.01%
Na,CO3 0.02%
MgS04.7H20 0.025%
Na;SiOs 0.025%
Citrato de Fierro Amoniacal 0.005%
NOTA: Puede usarse para medio solidificado

Agar-Agar 1.0%

ANEXO N° 03 MEDIO ENRIQUECIDO

MEDIO MIGUEL (ALLEN-NELSON, 1910)

Solucién A: KNO3 20.2g
H20 100 m!

Solucion B: Na:HPO412H.0 4g
CaChk6H20 49
HCI conc. 2ml
FeCls 2mi
H20 80 mi

Agregar 2 ml de la Soluciéon A y 1 ml de la Solucién B a un litro de
agua de mar natural, y calentar a 70°C por 20 minutos.
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ANEXO N° 04 MEDIO ERD-SAHREIBER ENRIQUECIDO (FOYN,

1934a,b)
NaNO; 10 mg
Na:HP0412H.0 2mg
Extracto de suelo 5ml
Agua de mar 100 mi

MEDIO ERD-SCHREIBER

*Agua de mar 1 litro
Extracto de suelo 50 ml
NaNOs3 029
NazHPO4.12H20 0.03g

* Se recomienda usar el agua filtrada y pasteurizada, y adicionar los ingredientes.

ANEXO N° 05 MEDIO DE YASHIMA (SISFFAA, 1964a)
(Para cultivo masivo de cloroficeas marinas)

Sulfato de Amonio (para la agricultura 21%) 100 g/t
Superfosfato de Calcio (para la agricultura 21%) 15 git
Urea (para la agricultura 21%) 15 ght
Clewat 32 30-50 gft
Componentes de Clewat 32:

FeCl: (como fuente de Fe) 0.385%

ZnCl; (como fuente de Zn) 0.166%

MnCl; (como fuente de Mn) 0.775%

CoCl; (como fuente de Co) 0.017%

CuS04 (como fuente de Cu) 0.007%
(NH4)sMo7024 (como fuente de Mo) 0.632%

H3 BO3 (como fuente de B) 2.470%

EDTA 0.005%

MEDIO DE YASHIMA MODIFICADO (HIRATA, 1975)
Medio de Yashima (en la misma concentracion)

Peptona 50 gft
Peptidasa 0.005%
Diaminasa 0.005%

(recomendado para cultivos axénicos)
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ANEXO N° 06 YANASE & IMAI (1968) PARA Monochrysis lutheri, |

Platymonas sp.,
Nitzschia ;:_I_g'_s_t_g_ r_ium, Chaetocerqg qalcitrans

NaCl 18 mg Metal Mix* 30 ml

KC ~ B00mg Fe(asCH 100 pg

NaNOs ~ 500mg Tris Mg

'MgSOs . 7H0 ~ 5g Vit.Brz 3ug

‘Ca(as CH ~100mg | NazSiOs |80mg

‘“K-;HPO4 o 30 mg :'Vitarnin M‘ix'?‘_” B  1 ml
o . Hz0 LY

* Mezcla de metales 100 mi, contanido: Na, EDTA, 100 mg; Fe, 1 mg; Zn, 0.5 mg; Mn, 4 mg;Co, 0.01 mg; Cu,
0.004 mg; B, 20 mg.
T Mezcla de vitaminas 50 ml, contenido: By, 10 pg; biotina, 50 ug; By, 5 mg

ANEXO N° 07 MEDIO DE CULTIVO (AGUA DULCE)
(Guillard, In: Stein, 1979)

Guillard (comunicacion personal a J. Steinn, 1973. Handbook of phycological methods,
Culture Methods and Growth Measurements. Cambridge at the University Press: 448 pp.

a. Macronutrientes:

CaCh.2H,0 36.76 g/l
MgS04.7H0 36.97 g/l
NaHCOs 12.60 g/l
KoHPQO4 8.71 g/l

NaNOs 85.01 g/l
Na,Si03.9H.0 28.42 g/l

De esta solucion rotulada como a se obtiene 1 mi y se le adiciona a 1 litro de agua esterilizada.

b. Micronutrientes:

NazEDTA 4.36 g/l
FeCla.6Hz0 3.15g/
CuS04.5H,0 0.01 g/l
ZnS04.7H20 0.022 g/l
CoCl,.6H20 0.01 g/l
MnCl24H20 0.18 g/
NazMo04.2H,0 0.006 g/l
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De esta solucion rotulada como b, se obtiene 1 ml y se le adiciona a
1 litro de agua esterilizada.

c. Vitaminas:
Thiamine. HCI 0.1 mg/l
Biotin 0.5g/l
Cyanocobalamina 0.5g/l

De esta solucién rotulada como ¢, se obtiene 1 ml y se le adiciona a 1
litro de agua esterilizada.

d. Tris:

Tris (Hydroxymethyl)-
P e 50.9/200 mi H,O dest.

(Cuando el cultivo se encuentra axénico el tris puede
reemplazarse por Glycylaglycine). De esta solucion rotulada como
d, obtener 2 ml y adicionar al litro de agua esterilizada que se esta
preparando el cultivo. Una vez preparado el medio de cultivo, se
debe hacer ajuste de pH a 7.2 con HCI cuidadésamente para no
obtener el pH acido.

ANEXO N° 08 MEDIO MET 44 (SCHONE & SCHONE, 1982)
(Para microalgas marinas de la Familia Bacilarioficea)

NaNOs; 3.4mg
NaxHPO4.12H.0 0.925 mg
NazSi03.9H.0 10.14 mg
Na;EDTA.2H,0 0.803 mg
FeS04.7H,0 60.0 ug
MnClz.4H20 14.4 ug
Vitamina B12 0.5 ug
Biotina 0.5 ug
Tiamina-HCI 0.5 ug

Para enriquecer un litro de agua de mar

NOTA: La solucion stock de Fierro y Silicato debe de acidificarse un poco con una gota de
Acido Sulfurico concentrado, y la soluciéon de EDTA debe acidificarse con Acido
Clorhidrico.

El EDTA puede ser adicionado antes que el Fierro.

Para la produccion de microalgas a nivel comercial se usa el agua de mar enriquecida con
fertilizantes agricolas (Urea, Fosfato triple, Nitrato de Amonio, etc.) (Chu, 1942, y Tamiya,
1957, SISFFAA, 1964a) y tradicionalmente la fertilizacion de estanques con abonos
organicos, en cultivos de especies herbivoras como las carpas.
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ANEXO N 09: TABLA DE COMPOSICION DE MEDIO GUILLARD MEDIO F/2
MODIFICADO (GUILLARD 1975)

KNO; 75.00
NaH,PO4 . 2 H 565
EDTA Naz 4 360
FeCl; . 6 H,O 3.150
CuSO04 . 5 HO 0.010
ZnS0O4 . 7T HO 0.022
CoCl, . 6 H,O 0.010
MnClz . 4 HO 0.180
Na;MoO, . 2 H,0 0.006
Cyanocobalamina 0.002
Tamina HCI 0.100
Biotina 0.001
NazSi0O3 . 5 H0 10.00
H3ClO4 5.00
al'ustar a ﬁ 8.0 con 1 M Na OH or HCI
Reactivo 1 1.00 mL
Reactivo 2 1.00 mL
Reactivo 3 1.00 mL

Fuente: IMARPE, 2010
Procedimiento de preparacion

* Pesar los insumos en una balanza analitica de error 1.0 mg y sensibilidad
de d=0.1mg.

e Trabajar en condiciones asépticas para evitar la contaminacién del medio

Guillar F/2.

Asegurarse que la balanza este tarado correctamente.

Usar laminas de aluminio para pesar los insumos.

Pesar los insumos a medida que se va preparando el medio Guillard F/2.

Acondicionar los insumos poco a poco en la botella que contiene el agua

salada, y agitar hasta notar su dilucién completamente.

e Tapar herméticamente los envases y almacenarlos en refrigeracion.
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ANEXO N° 10: GALERIA DE FOTOS DE EQUIPOS UTILIZADOS EN EL
PROYECTO

4. Sellador

5. Ultracongelador

o

Liofilizador y bomba de vacio
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ANEXO N° 11: GALERIA DE FOTOS DETODOLOGIA DEL CULTIVO DE
MICROALGAS

5. Cultivo en botella de 3 L

7. Cultivo en fotobiorreactor

4. Cultivo en matraz de 1 L (mangas plasticas) de 120 L.

8. Cultivo en tanque de 1000 L
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ANEXO N° 12: GALERIA DE FOTOS: METODOLOGIA DE CENTRIFUGADO

1. Tanque de cultivo listo para 4. Cosecha de biomasa humeda
cosechar

3. Manguera de succién dentro 6. Pesado de biomasa humeda
del tanque de cultivo
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ANEXO N° 13: METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE BIOMASA SECA

1. Frascos para liofilizar 4. Muestras congeladas

2. Pesado de biomasa humeda a 5. Encendido de liofilizador
liofilizar (colector y bomba de vacio)

3. Muestras en ultracongelador
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7. Frascos con biomasa seca

8. Pesado de biomasa seca
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Anexo 14: Caracterizacion del biodiesel obtenido

En la prueba de acidez medimos con una tira de papel indicador el pH del
Biodiesel, este debe ser acido entre 5y 6.

(b)
a) pH antes del lavado b) pH después del lavado
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