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Resumen

Se estudio una microalga de origen marino Ilamada Nannochloris sp. bajo dos concentraciones
diferentes de medio de cultivo Guillard f/2, la primera fue a una concentracion normal de 1 ml de
cada nutriente por litro y 0.5 ml de vitamina por cada litro a 4 botellas rotulados desde N-1 hasta
N-4; la segunda se coloco bajo estrés a una concentracion de 0.5 ml de cada nutriente por litro y
0.25 ml de vitamina por cada litro a 5 botellas rotuladas desde E-1 hasta E-5, luego se llevd a cabo
el crecimiento de cultivo y su respectivo monitoreo tres veces por dia hasta alcanzar la etapa
estacionaria, para luego centrifugar y separar la fase liquida de la s6lida, con la finalidad de secar
la muestra solida (biomasa algal) en una estufa a 38°C, todo esto fue llevado a cabo en el
laboratorio de Cultivos Menores de la facultad de Oceanografia, Pesqueria, Ciencias Alimentarias
y Acuicultura de la Universidad Nacional Federico Villareal.

La parte de la extraccion de los lipidos tanto para las microalgas bajo estrés y las microalgas bajo
condiciones normales se realiz6 con el método Soxhlet, utilizando como solvente al Hexano; se
realizaron 14 extracciones (7 extracciones bajo condiciones normales de la microalga y 7
extracciones bajo condiciones de estrés de la microalga), esta etapa de la investigacion se llevo a
cabo en el laboratorio de Contaminacion Ambiental y Recursos Marinos de la misma facultad y
Universidad mencionadas anteriormente.

La microalga Nannochloris sp demostré que al ser sometida bajo estrés genera un porcentaje de
lipidos alto, lo cual la hace viable para la produccién de biodiesel.

Palabras claves: Nannochloris sp., medio de cultivo Guillard f/2, biomasa algal, método Soxhlet.
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Abstract

A microalga of marine origin called Nannochloris sp. under two different concentrations of
Guillard culture medium f/ 2, the first was at a normal concentration of 1 ml of each nutrient per
liter and 0.5 ml of vitamin for each liter to 4 bottles labeled from N-1 to N-4; the second one was
placed under stress at a concentration of 0.5 ml of each nutrient per liter and 0.25 ml of vitamin
for each liter to 5 bottles labeled from E-1 to E-5, then the culture growth and its respective
monitoring three times a day seven days a week, until reaching the stationary stage and then
centrifuging and separating the liquid phase from the solid one, in order to dry the solid sample
(algal biomass) in an oven at 38 ° C, all This was carried out in the laboratory of Minor Cultures
of the Faculty of Oceanography, Fisheries, Food Sciences and Aquaculture of the National
University Federico Villareal.

The part of the extraction of lipids for both microalgae under stress and microalgae under normal
conditions was carried out with the Soxhlet method, using Hexane as a solvent; 14 extractions
were performed (7 extractions under normal conditions of microalgae and 7 extractions under
conditions of microalgae stress), this stage of the research was carried out in the laboratory of
Environmental Pollution and Marine Resources of the same faculty and University mentioned
previously.

Nannochloris sp microalga showed that when subjected to stress generates a high percentage of
lipids, which makes it viable for the production of biodiesel.

Keywords: Nannochloris sp., Guillard culture medium f/ 2, algal biomass, Soxhlet method.
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Capitulo I: Introduccién

El aumento del contenido de dioxido de carbono en nuestra atmosfera con la disminucion de
fuentesfosiles no renovables nos ha llevado a darle un gran interés en desarrollar fuentes
renovables de energias(Halim, Danquah, & Webley, 2012).Este hecho nos exige encontrar
opciones de energias que puedan ser desarrolladas en procesos sustentables, renovables y que
no dafien el entorno en el que habitamos, ademas tengan la posibilidad de capturar CO2 de
la forma maés eficiente. La fuente de energia mas prometedora que ha dado buenos resultados
en los Gltimos afios son los biocombustibles. (Donohue & Codgell, 2006; Schenk et al., 2008;
Meng etal., 2009; Rodolfi et al., 2009).

Microalgas con alto contenido de lipidos son consideradas como alternativas de
biocombustibles muy eficientes, contribuyendo de forma prometedora en la fijacion de
diéxido de carbonoy pudiendo ser utilizadas para elaborar una gran diversidad de
biocombustibles, los m&s comunes son el bioetanol, biodiesel, biohidrégeno, los cuales
pueden generar metabolitos de gran interés en la industria de farmacias, como suplementos
nutritivos, la acuacultura, la industria de los cosméticos entre otros. (Rosenberg, et al., 2008;
Schenk et al., 2008). Una alternativa altamente fiable es el biodiesel producido mediante
transesterificacion de lipidos extraidos de microalgas, con una huella de carbono neutral,
siendo una tecnologia que no compite con cultivos agricolas tradicionales. Sin embargo,
existe una alta variabilidad entre las especies de microalgas referente a su capacidad para
sintetizar sustancias oleaginosas que depende en gran medida de las caracteristicas
ambientales y concentracion de nutrientes en el medio que las sustenta (Abou-Shanab,
Hwang, Cho, Min, & Jeon, 2011; Amaro, Guedes ,& Malcata, 2011).

La tesis plantea como objetivo principal analizar el potencial aprovechamiento de los lipidos
de Nannochloris sp.como biocombustibles con procedimientos gravimétricos; controlando

los parametros ambientales mas importantes de la microalga en fotobioreactores.



Para la realizacion de la tesis se emple6 la microalga Nannochloris sp.cepaprocedentedel
laboratorio de Cultivos Menores de la Facultad de Oceanografia, Pesqueria, Ciencias
Alimentarias y Acuicultura de la Universidad Nacional Federico Villareal. La extraccion de

lipidos se realizd con el ensayo Soxhlet dentro de la misma facultad.

Este proyecto representa una etapa inicial de investigacion que permitird establecer futuras
lineas de investigacion para aprovechar nuevas fuentes de energia renovable como es el

biodiesel, producido mediante la extraccion de lipidos de las microalgas.

1.1 Planteamiento del Problema

Actualmente la ONU y los paises del primer mundo y las Naciones Emergentes estan
buscando como reducir los gases del efecto invernadero como es el CO: y el CH.estos gases
estan produciendo un calentamiento paulatino en la atmosfera terrestre, lo que causa un
aumento observado del promedio anual de las temperaturas del aire y el océano, la fusién
generalizada de nieve y hielo, el aumento del promedio mundial del nivel del mar, ademas el
agotamiento inexorable de los combustibles fosiles y el encarecimiento de estos recursos, lo
que ha exigido a los gobiernos a buscar alternativas amigables con el medioambiente sin
éxito, como lo ha sido los biodiesel a base de plantas oleaginosas, alcoholes por fermentacion

de azucares que solo pueden satisfacer una pequefia fraccion de la demanda mundial.

La situacion actual que afecta a nuestro pais con respecto a encontrar alternativas eficientes
y que ayuden a reducir las emisiones de gases invernaderos, es un tema a enfatizar con mayor

rigurosidad en estos tiempos, es por eso que planteo realizar una investigacion cientifica.



1.2 Formulacién del Problema

¢En qué medida el contenido lipidico de Nannochloris sp. sirve para la produccion de

biodiesel para reducir los gases de efecto invernadero?

1.3 Objetivos

Objetivo General:

Determinar el contenido lipidico en la microalgaNannochloris sp. que sirve para la

produccidn de biodiesel para reducir los gases de efecto invernadero.

Obijetivo Especifico:

Analizar y controlar los pardmetros ambientales para el 6ptimo crecimiento de la microalga.

Estudiar la productividad de lipidos con la microalga Nannochloris sp.cultivada bajo

diferentes condiciones de nutrientes.

Comparar el porcentaje de lipidos entre las microalgas bajo diferentes condiciones de
nutrientes y tiempo de cosecha de los cultivos.

Contribuir al conocimiento cientifico y practico respecto de la microalga presente en

fotobioreactores.

1.4 Hipotesis

Ha:

El contenido lipidico de Nannochloris sp.es significativamente para la produccion de
biodiesel para reducir los gases de efecto invernadero.

Ho:

El contenido lipidico de Nannochloris sp. no es significativamente para la produccion de

biodiesel para reducir los gases de efecto invernadero.

3



1.5 Justificacion

El Peru es un pais que recibe una alta radiacion solar que favorece el proceso de fotosintesis,
tiene muchas ventajas para desarrollar biocombustibles a partir de microalgas tanto marinas
como continentales. La masa de las microalgas marinas estd compuesta entre un 45% y un
75% por aceites y lipidos, que representan potenciales recursos energeticos.

Debido a que los combustibles fosiles se estdn agotando rdpidamente por el incremento de la
poblacion y las necesidades del petroleo en diversos &mbitos en nuestra vida cotidiana, las
microalgas oleaginosas constituyen una nueva alternativa para la produccion de biodiesel,
por su alta eficiencia fotobiosintética de triglicéridos y presentan productividades mayores
de 10 a 100 veces que los cultivos convencionales. Ademas que actiian como sumideros de
CO; vy pueden usar aguas servidas para producir biodiesel, siendo las microalgas una
alternativa sostenible para obtencion de dicho biocombustible, pero ain existen varios
obstaculos tecnoldgicos y econdmicos que deben solucionarse y uno de los mayores retos es
el aislamiento, seleccion y cultivo de microalgas robustas que presenten éptimo contenido de
lipidos es por eso que deseo dejar un andlisis completo del potencial lipidico de esta

microalga cultivada en laboratorios.

1.6 Antecedentes

Panorama Histérico Mundial del Cultivo de Microalgas

Segun Sanchez Varo (1996), el cultivo de microalgas y el uso practico de su biomasa como
fuente de algunos compuestos tienen su origen en Alemania durante la Segunda Guerra
Mundial. La industria de las microalgas comenzo en los afios 60 con el desarrollo de los
procesos de Chlorella, siguiendo en los afios 70 con Spirulina (cianobacteria) y en los afos
80 con Dunaliella salina.En las ultimas décadas ha ocurrido un extraordinario avance en la
investigacion bésica sobre la produccion y utilizacion de algas pero el escepticismo ante la
utilizacion de fuentes de proteina distintas a los convencionales, el alto costo de produccion
del cultivo de algas y los criterios de salubridad han dificultan su implantacion como
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complemento alimenticio en la nutricidbn humana, por lo que las investigaciones se han
dirigido a la utilizacion de la biomasa de microalgas para otras aplicaciones como pienso
para animales, fertilizantes, biodiesel, piensos para acuicultura, etc, ademas de ayudar a
solventar problemas de salud publica mediante la purificacion bioldgica de aguas residuales.

Iniciativas privadas surgieron en Europa, principalmente en Holanda y Espafia, llegando a
comercializar con éxito tanto aceite como biomasa de microalgas, ademas de vender la

tecnologia de cultivo a diversas empresas.

Segun Sanchez Varo (1996), otros estudios han demostrado la potencialidad de las algas para
producir una amplia gama de compuestos polisacéridos, lipidos, proteinas, pigmentos,
vitaminas, esteroles, enzimas, antibidticos, productos quimicos, biocombustibles (metanol y
etanol), etc. La mayor parte de la biomasa de estas algas se comercializa como suplemento
en algunas pastas, vino, cereales, etc. Se usan en sistemas de tratamiento de aguas pudiendo
retirar metales pesados, macronutrientes, etc. Diversas microalgas son fundamentales en
dietas acuicolas para los primeros estadiosde moluscos bivalvos, camarones, langostinos y
peces. Suelen usarse para cultivar invertebrados acuaticos como la pulga de agua, artemia
salina, entre otros, siendo utilizados como alimento primario en cualquier granja acuicola

intensiva (Sanchez Varo, 1996).

Segin  Sheehan et al., (1998), el area de Energias del gobierno
norteamericanopatrocinddurante los afios setenta hasta los afios noventa proyectos para
obtener energias perdurables en el tiempo a base de diversos tipos de microalgas. Lameta de
estos financiamientos, llamado Programa De Especies Acuéticas, fue elaborar
biocombustibles a base de microalgas con un gran porcentaje de lipidos, sembradas en
grandes piscinas de concreto al intemperie adicionandodidxido de carbono proveniente de
las industrias que utilizaban el carbén como medio de energia. Los resultados arrojaron 300
microalgas con un contenido de aceite y fosfolipido elevado; como conclusion no se
recomendd ninguna especie como la mas adecuada de acuerdo a su contenido de lipidos, lo

que si se reporto fue el rendimiento de estas microalgas en cuanto a la produccion de lipidos



para una futura industria de biodiesel la cual era 200 veces mas productiva que los cultivos

convencionales de plantas oleaginosas para la industria de biodiesel.

Luego de diversos estudios con microalgas de origen marino y continental se han obtenido
resultados prometedores debido a su alto contenido de lipidos (Chisti, 2007), identificando
especies prometedoras como Chlorella (Liu et al., 2008; Xiong et al., 2008), Dunaliella
(Takagi et al., 2006),Nannochloris (Takagi et al., 2000) yBotryococcus braunii (Li y Quin,
2005). De estas cuatro especies Nannochloris y Dunaliella son de origen marino siendo muy
factibles su produccion industrial en los mares.

La tabla 1: Porcentaje de aceite demicroalgasmarinas y continentales (Loera-Quezada y
Olguin, 2010)

Contenido de Productividad

Especie aceite (%o del de lipidos (mg Referencia
peso seco) L'ah
Parietochoris incisa (d) 60° NR Solovchenko et al. (2008)
Nannochloropsis sp. (m) 60° 204 Rodolfi e al. (2009)
Neochloris oleoabundans (d) 56° 13.22 Gouvera ef al. (2009)
Chiorella vulgaris (d) ~42° 12.77 Widjaja ef al_ (2009)
Crypthecodinium cohnii (m) 41.14° 32 Mendoza ef al. (2008)
Scenedesmus obliguus (d) 43P NE Mandal v Mallick (2009)
Neochloris oleoabundans (d) 38" 133 Lief al. (2008¢c)
Nannochloropsis sp. (m) 28.7° 90 Gouveia v Oliveira (2009)
Chiorella vulgaris (d) 27" 1272 Francisco ef al (2010)
Nanochloropsis aculata (m) 307° 151 Chiu et al. (2009)
Dunaliella (m) 67" 335 Takagi er al. (2006)
Choricystis minor (d) 213¢ 82 Mazzuca-Sobezuk v Chisti (2010)
Chlorella protothecoides (d) 50.3¢ NR Xiong et al. (2008)
Chiorella vulgaris (d) 214 54 Liang et al (2009)
Scenedesmus rubescens (m) 73% NR Matsunaga ef al (2009)

- . ~ . P . . . . T .
* Cultive bajo supresién de nitrégeno: ° Cultivo bajo deficiencia de nitrégeno; © Cultivo con suficiencia de
nutrientes; © cultivo heterotrofico; ® Ausencia de nutrientes. m = marma v d = dulceacuicola; NR = no reportado

Fuente: Loera-Quezada y Olguin, 2010

Segun, Rodolfi et al., (2009), diversos cientificos han estudiado méas de 30 especies con la
finalidad de elegir las mas adecuadas segun su perfil oleaginoso, identificando que
Nannochloropsis sp., de origen marino, es muy prometedora para la elaborar los famosos

biocombustibles. Por otra parte Gouveia y Oliveira (2009), estudiarondurante afios 6 especies
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de microalgas de origen marino y continental para identificarlas que tuvieran mejores
resultados en términos de producir lipidos para una industria de biocombustibles sostenible.
Diversos estudios concluyen que cuando las microalgas son estresadas ya sea por menos
adicion de nutrientes, oxigeno u otros aspectos tanto de origen fisico y quimico, o la
combinacién de ambos, aumenta de forma significativa el contenido de triglicéridos, seguido
de grandes cambios en su contenido de lipidos y &cidos grasos. Los métodos quimicos mas
utilizados en investigaciones son la reduccion de nutrientes en su medio de cultivo
(nitrogeno, fosforo, azufre y silicio), el contenido de sales en el medio de cultivo y el pH del
agua; los aspectos fisicos més utilizados son los cambios de temperatura y de luz solar o
artificial. La adicion de una menor cantidad de nitrogeno es el factor que mas influye en el
cambio de comportamiento en los lipidos (De et al., 1999; Li et al., 2008c; Hu et al., 2008;
Mendoza et al., 2008; Solovchenko et al., 2008; Gouveia y Oliveira, 2009; Rodolfi et al.,
2009).

La etapa en la que se encuentre el cultivo ya sea exponencial, estacionaria o declive de las
microalgas afecta de forma significativa en el contenido lipidico, pudiendo observarseque
en la etapa estacionaria hay la mayor cantidad de aceite (Spolaore et al., 2006; Hu et al.,
2008). Bigogno et al., (2002) reportdé que en Parietochloris incisa posee una buena
composicion triacilgliceroles conforman el 43% del total de acidos grasosen la

etapaexponencial.

Una disminucidn de nutrientes sobre la sintesis de lipidos fue estudiada por primera vez en
algas verdes (Shifrin y Chisholm, 1980), en afios mas recientesse han estudiado las
cianobacterias. Olguin et al., (2001), concluyeron que los lipidosque componen laSpirulina
sp.(Arthrospira) incrementarontres veces del peso seco, al adicionar menos nutrientes
especialmente nitrogeno, ademas, se mantuvieron siempre con una baja cantidad de luz (66
umol foton m-2 s-1). El género Dunaliella, se ha concluido que la mayor cantidad de lipidos
en su composicionson triglicéridos y que limitandolas de nutrientes, su composicion de
lipidos aumenta hasta 22 veces (Gordillo et al., 1998).Neochloris oleoabundans puede
acumular una enorme reserva de triglicéridossiendo sus acidos grasos en su mayoria

saturados (Tornabene et al., 1983), siendo esta especie una de las més atractivas para un



cultivo industrial para obtener biocombustibles. Se descubrié que Nannochloropsis sp.
adicionandole una pequefia cantidad de dioxido de carbono favorecio la aparicion de EPA

muy importante en la industria farmacéutica (Hoshida et al., 2005).

El grupo israeli Cohenen uno de sus estudios observaron que P. incisa, tiene reserva del &cido
eicosatetraenoico y un noventa por ciento de la composicion de este &cido se encuentra en
forma de TAGs. Si se cultiva bajo un estrés por disminucion de nutrientes la composicion de
acidosgrasos conforma la tercera parte de su la biomasa deshidratada obtenida y el &cido
eicosatetraenoicosuperd el sesenta por ciento de los &cidos grasos (Khozin-Goldberg et al.,
2002). En los dltimos afios se encontré que una adicién elevada de luz en el cultivo de
alcanzan un gran cantidad de acidos grasos y si las sometemos ademas a una disminucion de
nutrientes el contenido de &cido eicosatetraenoicoiguala el porcentaje de &cidos grasos
(Solovchenko et al., 2008).

Segin Greenwell et al., (2010) Neochloris oleoabundans de origen continental y
Nannochloris sp.de origen marinatuvieron una composicion de lipidos de casi el 30% siendo
idoneas para biodiesel. En la actualidadinvestigadoresestan obteniendo microalgas
modificadas gracias a la genética, siendo este un campo que esté en los inicios (Radakovits
et al., 2010). Lo que es un hecho es que se veran mejores resultados en un futuro no muy

lejano, ya que falta un mayor conocimiento en poder modificar los lipidos en las microalgas.

Abdel-Raouf et al. (2012), las microalgas ademas de ser altamente eficientes en el
tratamiento de aguas residuales, son microorganismos que tienen un alto contenido de lipidos
que se pueden aprovechar como fuente de biocombustible, ya que los métodos actuales de
cultivo de microalgas para produccion de biocombustibles resultan costosos, por lo que una
alternativa econdémica y ambientalmente viable seria aprovechar los efluentes de WSP y

HRAP, que contienen altas concentraciones de biomasa algal.

Panorama a nivel Regional del Cultivo de Microalgas



Ameérica Latina tiene ventajas en el cultivo de microalgas para la obtencion de aceite, entre
ellas, el suelo, el clima, la disponibilidad de tierras y los costos de mano de obra méas bajos.
Sin embargo, a pesar de estas ventajas, la region a excepcion de Brasil, no ha tomado
suficientes medidas para explorar este potencial. Existen varios programas para la produccién
de biodiesel a partir de aceite de microalgas en América Latina. Uno de ellos es llevado a
cabo por Brasil, el cual es uno de los paises lideres en el desarrollo de productos a partir de
microalgas, especialmente en la rama de biocombustibles estos programas se basaron en la
produccién de biodiesel a base deGlycine max(soja). En Argentina se estd produciendo
biodiesel a partir de Glycine max(soja). ElI problema es que para producir este tipo de
biodiesel se llevan a cabo monocultivos, los que tienen consecuencias tales como, erosion,
perdida de materia organica, balance negativo de nutrientes, desertificacion y reduccion de
la biodiversidad. Algunos expertos argentinos, opinan que la produccion de biodiesel a partir
de maiz puede no tener un buen rendimiento y por otro lado se necesita un alto costo
energeético para la produccion de biodiesel a partir de maiz. Segun el presidente del INTI
(Instituto Nacional de Tecnologia Industrial de Argentina) puede alterar los precios del maiz
y la soja, lo que los haria menos accesibles a los consumidores. Por esta razén existen
empresas latinoamericanas que estan experimentando con la produccién de biodiesel a partir

de algas.

En el Brasil la industria de los biocombustibles es la mas desarrollada, no sélo por niveles de
produccion, sino también por sus proyectos de investigacion y desarrollo, planificacion y
leyes de fomento promulgadas por el gobierno.

Luego de lograr una industria sélida del etanol36, el Gobierno Brasilero ha optado por
impulsar la formacién de clusters complementarios; se produce biodiesel en zonas donde
también se produce etanol. Los sembrios, las plantas de produccion de etanol, las plantas de
extraccion de aceite y las plantas de produccién de biodiesel, se encuentran relativamente
cerca y abastecen a las ciudades aledanas.

La geografia brasilefia le permite hacer planes masivos y es un pais que soporta niveles de
productividad relativamente bajos, pero que a pesar de ello genera proyectos rentables.
Existen instituciones grandes que han venido estudiando las oleaginosas como es el caso de

la Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) que ha estudiado Ricinus



communis (higuerilla) por mas de 20 afios, llegando al punto de poseer tecnologia madura
para ser aplicada a la higuerilla, que permite altos niveles de rentabilidad para los
agricultores.

Desde el punto de vista de tecnologia, la empresa brasilera PETROBRAS esta investigando
y desarrollando tecnologia propia para la produccion de biocombustibles, incluso acaba de
patentar dos procesos de transesterificacion. A partir de la estructura de refinamiento del
crudo hacen una transesterificacion mas economica del aceite haciendo que cualquier
refineria pueda producir biodiesel a menor costo, y el otro es que han desarrollado la
transesterificacion in situ, la cual consiste en hacer la transesterificacion dentro de la semilla
triturada extrayendo casi el 100% de biodiesel, aumentando el rendimiento, reduciendo las
pérdidas y descartando procesos de refinamiento, desodorizacion, blanqueado, etc.

Produccién de biodiesel a nivel nacional

El principal cultivo en el Perd para la produccion de biodiesel es Elaeis guineensis (palma
aceitera), segun Bruinsma (2009), en el 2009 el Peru tenia un area total de cultivo de palma
aceitera de 42 657 hectareas (Has), siendo los departamentos de Ucayali y San Martin los
que abarcaron la mayor parte de dicha &rea con un 82% del total de areas sembradas entre
ambos departamentos distribuidos en un 60% por siembra a pequefia escala, mediante
familias campesinas con menos de 20 hectareas, y un 40% por siembra a gran escala.

Segun los datos del Anuario de Produccion Agricola del Minagri, la superficie cosechada de
palma aceitera (un aproximado del area sembrada) ha crecido. En 2010, la cosecha abarc6 19
mil Has mientras que en 2015 fue de 43.1 mil Has.

Bruinsma (2009) expuso que la produccion a gran escala de palma aceitera se realizaba
principalmente a través de 5 grandes empresas, entre las cuales se encontraba la empresa
privada “Palmas del Espino”. Esta empresa posee la planta méas grande a nivel nacional,
ubicado en Tocache y perteneciente al grupo Romero. Esta se dedica al proceso de extraccion
de aceite crudo, refinado y elaboracion de biodiesel. En segundo lugar, la planta extractora
de aceite “Oleaginosas Amazonicas” (OLAMSA) establecida con apoyo financiero de las
Naciones Unidas. Ademas, estdn las plantas de “Oleaginosas Padre Abad” (OLPASA) en
Campo Verde (Ucayali), “Oleaginosas del Peru” (OLPESA) en Tocache (San Martin) e
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“Industria de Palma Aceitera de Loreto y San Martin” (INDUPALSA), las cuales se crearon
en base a un proyecto de DEVIDA vy las Naciones Unidas; por dltimo, esta la planta de
extraccion de aceite INDUPALSA en Caynarachi.

Iniciativas relacionadas con el biodiesel en el Perd

Se realizd una investigacion llamada Opciones para la produccion de biodiesel a pequefia
escala en el Per(, en el afio 2004 por:

PhD. José Luis Calle Maravi, UNALM (Universidad Nacional Agraria la Molina).
Javier Coello Guevara, ITDG.

Paula Castro Pareja, UNALM.

Mirtha Nazario Ramirez, UNALM.

Fernando Acosta Bedoya, UAP (Universidad Alas Peruanas).

Este estudio consto de dos casos:

a) Materia prima: Insumos oleaginosos de la Amazonia peruana (CONCYTEC-2004).

Agtacion walor
Aceite vegetal |
Grasa anans
' nmal P Metil- o etilester
< y (BIODIESEL)
Metanol o
etanol Transesterificacion
\ ) Clicerima
Catalizador; |
NaOH o KOH Rt wpat 2 bim ded vicodvol
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Figura 1: Proceso de obtencion de biodiesel (ITDG-CONCYTEC. (2004). “Produccion de
Biodiesel a pequetia escala a partir de Recursos Oleaginosos Amazonicos”. ITDG-
CONCYTEC, volumen 1:25 diapositivas)

b) Materia prima: Aceites vegetales de desecho generados por el comedor universitario de la

UNALM:

La generacion de aceites usados en el comedor universitario fue de aproximadamente 50
litros semanales; el aceite producido cumplia con los estandares internacionales de calidad,
ademas, el rendimiento de biodiesel obtenido fue de 89.6% en relacion al aceite utilizado.

Proyecto de biodiesel en San Martin

Hace exactamente 13 afios se ejecutdé un emprendimiento para elaborar biocombustibles a
base de plantas vegetales con un alto contenido de lipidos desarrollado por la Agencia de
Desarrollo y Recursos Asistenciales en la Amazonia peruana. EI emprendimiento consistia
en obtener siete mil galones por semana de biocombustibles en la provincia de Picota.
Lamentablemente con el pasar de los afios ya no se tuvo informacién sobre este novedoso

proyecto.

Libro Combustibles alternativos para el desarrollo de la industria regional

La Universidad de Lima, a través de su Fondo Editorial, publicd la investigacion
Combustibles alternativos para el desarrollo de la industria regional, la cual comprendia «el
estudio comparativo de los combustibles alternativos, la materia prima para fabricarlos, la
tecnologia de los procesos productivos y algunos aspectos de costos de inversion y operacion
en relacion con el desarrollo industrial regional del Peri». Los combustibles analizados

fueron: biodiesel, bioetanol, dimetil éter (DME y Biodme), gas natural y propano.
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Capitulo Il: Marco Teo6rico

2.1 Historia del biodiesel

La transesterificacion de los aceites vegetales fue desarrollada en 1853 por el cientifico
Patrick Duffy, muchos afios antes de que el primer motor diésel funcionase. El primer modelo
de Rudolf Diesel, un monocilindrico de hierro de 3 metros con un volante en la base funcion6
por vez primera en Augusta (Alemania), el 10 de agosto de 1893. Diesel presentd su motor
en la Exposicién Mundial de Paris de 1900. Este motor es un ejemplo de la vision de Diesel,
ya que era alimentado por aceite de mani, un biocombustible, aunque no estrictamente
biodiesel, puesto que no era transesterificado. Diesel queria que el uso de un combustible
obtenido de la biomasa fuese el verdadero futuro de su motor. En un discurso de 1912, dijo
el uso de aceites vegetales para el combustible de los motores puede parecer insignificante
hoy, pero tales aceites pueden convertirse, con el paso del tiempo, importantes en cuanto a

sustitutos del petroleo y el carbon de nuestros dia.

2.2 Métodos alternativos sustentables o sostenibles energéticos

Uno de los grandes impactos que ha tenido el ser humano en el mundo son las diversas
consecuencias del uso de recursos naturales para asegurar un abasto de energia apropiado
para asi sostener el desarrollo econémico, tecnoldgico, y los patrones de consumo de las
grandes potencias en los Gltimos siglos (Perez, 2008).puesto que las fuentes fosiles de
energias son limitadas, convirtiéndose en insostenibles por la disminucion en todo el mundo,
y agravado por el impacto ambiental de las emisiones de CO2 y las emisiones de gases de
efecto invernadero (GEI) (Sandoval, 2010), es inevitable sustituirlas por fuentes renovables
de energia (Hackenberg, 2008) y amigables con el ambiente (Ramluckan, Moodley, & Bux,
2014).
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2.3 Fuente de Energias Renovables Sostenibles

A manera de introduccion se iniciara con la explicacion de las energias renovables, ya que el
biodiesel es un combustible que se obtiene a partir de una energia renovable: la biomasa.
Las energias renovables son aquellas que se pueden regenerarse constantemente con ayuda
de la inventiva del hombre, la mas utilizada es la energia solar.

El sol es la fuente primaria de energia que da origen a todas las demas fuentes renovables,

entre las que se tienen:

Energia solar directa: los rayos del sol puede usarse para producir energia calorifica.

Energia edlica: los rayos solares aumentan la temperatura del aire que se encuentra en el
medio ambiente, la diferencia de presiones generan las corrientes e6licas. La materia prima
utilizada para la generacion de esta fuente es el viento, muy Util para la generacion de energia

calorifica o para trabajos mecanicos en la industria moderna..

Energia hidraulica: aprovecha la caida del agua (energia cinética) a una determinada altura

para generar energia hidraulica.

La energia de la biomasa: se produce gracias a | flora y faunacomo arboles, derivados de

alcohol, humus, entre otros,se puede obtener, ademas,de la fotosintesis de las plantas.

2.4 Biocombustibles

2.4.1 Generalidades:

En el dltimo siglo la proliferacion de dioxido de carbono en el medio ambientejunto con el
agotamiento de los yacimientos petroleros, ha despertado el interés de los paises por producir
alternativas de energias para poder subsistir. La alternativa que tiene un gran impacto a nivel

mundial en las ultimas décadas es el biodiesel (Halim et al., 2012).
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Las energias renovables son aquellas que se generan a través de diversas energias que el
hombre ha estado utilizando en el ultimo ciclo como la energia hidréaulica, energia solar,
energia eolica y la energia a través de seres vivos como las microalgas.Si nos enfocamos en
la energia a partir de seres vivos tenemos principalmente las microalgas, seguida de plantas
oleaginosas (Dufey, 2006; Koizumi, 2014). La microalgas son la principal fuente para
generar biodiesel en un futuro cercano (Fernandez, Montiel, Milan, & Badillo, 2012), debido
a que producen gran cantidad de lipidos ricos esenciales, capturan el diéxido de carbono de
forma eficiente y necesitan menos hectareas para producir biodiesel que los cultivos

convencionales (Glembin, Cerner, & Smimova, 2013).

2.4.2Clasificacion de Biocombustibles

Los biocombustibles hacen referencia a los combustibles sélidos, liquidos o gaseosos
derivados de materia organica. Por lo general, se dividen en biocombustibles primarios y

secundarios (Figura 1) (Dragone, Fernandes, Vicente, & Texeira, 2010).

Los biocombustibles primarios constituidos por materias lignocelulosas procedentes del
sector agricola o forestal y de las industrias de transformacidn que producen residuos de dicha
naturaleza como la lefia (Mosquera Martinez & Merino Ruesga, 2006), se utilizan en forma
no procesada principalmente para la calefaccion, la cocina o la produccion de electricidad.
Los biocombustibles secundarios, siendo los principales el bioetanol y el biodiesel
(Mosquera Martinez & Merino Ruesga, 2006) son producidos por el procesamiento de
biomasa y son capaces de ser utilizados en diversos procesos industriales y en vehiculos
(Dragone et al., 2010), y representan cerca del 90% del biocombustible usado a nivel global
(Dufrey, 2006).

Los biocombustibles secundarios se pueden clasificar en tres generaciones: biocombustibles
de primera, segunda y tercera generacién sobre la base de diferentes parametros, tales como
el tipo de tecnologia de procesamiento, el tipo de materia prima o su nivel de desarrollo
(Dragone et al., 2010).
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Tabla 2: Clasificacion de Biocombustibles (Dragone et al., 2010).

Biocombustibles

Primarios

!

Secundarios

!

|
W

J

Lefia, pedazos de
madera, residuos
animales, residuos
de bosques, cose-
chas, restos de
podas olivos y fruta-
les, cascaras de
frutos secos, restos
de industna  del
corcho.

Gas de relleno
sanitano o Biogas.

1ra Generacidn

Bioetanol o Butanol por
Fementacion de almidén
(de tngo, cebada, maiz,
papas) o azlcares,
remolacha, etc)

Biodiesel por transenfi-
cacion de cultivos oleagi-
nosos (colsa, soya, giras-
oles, palma, coco, grasas
de animales, aceite usado

2da. Generacidn

Bioetanol y biodiesel
producido con tecnologias

convencionales pero basa-

das en un nuavo almidan,
aceites y cultivos de azu-
cares como Jatropha,
Cassava o Miscanthus.

Bioetanol, Biobutanol,
Syndiesel producido de
materiales
lignocelulosicos (e ] paja

Jra. Generacion

Biodiesel de Microalga

Bioetanol de microalga
y algas mannas.
Hidrogeno de microal-
gas verdes y microbios

de cocina, etc.)

madera y hierbas.

Fuente: Dragone et al., 2010.

La digestion de la biomasa en condiciones anaerobias da origen al llamado biogés o
biometano, producto de alto valor calérico. Este tipo de transformacién se produce de manera
espontanea en pantanos o fondos de lagunas y lagos en los que hay depésitos de materia
organica. También se produce en los vertederos de residuos sélidos urbanos (RSU), donde
se puede recuperar el gas mediante perforaciones (Mosquera Martinez & Merino Ruesga,
2006). El biogas se compone principalmente de una mezcla de metano (55-75%) y CO2 (25-
45%). Este puede ser usado como gas combustible y también ser convertido para generar
electricidad (Korres, O’Kiely, Benzie, & West, 2013).

El bioetanol es un combustible liquido similar a la gasolina que se obtiene como producto de
la fermentacion de materias vegetales ricas en azucares o almidon o de biomasa lignocelulosa
(Diez Bellido, 2013). En general, dos metodos son adoptados normalmente para la
produccién de bioetanol a partir de biomasa. EI primero es un proceso bioquimico, es decir,
la fermentacion y la otra es por termo-gquimica o gasificacion. Un nimero de ventajas se han

reportado en la produccidn de bioetanol a partir de algas. El proceso de fermentacion implica
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menos consumo de energia y es mucho mas simple en comparacion con el sistema de
produccion de biodiesel. Adicionalmente, el dioxido de carbono producido como un
subproducto de la fermentacion es utilizado como nutrientes en la produccion de biomasa
algal, colaborando con un medio ambiente mas limpio y retardando asi el efecto del
calentamiento global. Sin embargo, la tecnologia para la produccion comercial de bioetanol
a partir de microalgas estd todavia en desarrollo y se sigue investigando (Gendy & ElI-
Temtamy, 2013).

2.4.3Biodiesel

Los biocombustibles estan compuestos de cadenas cortas siendo el mas representativo el
radical etano y metano, siendo sus cadenas mas largas los acidos grasos obtenidos de los:
aceites vegetales, aceites utilizados para frituras (Zhang, 2003), los lipidos obtenidos de los
animales y de la biomasa algal (Fernandez et al., 2012). Es la fuente de energia renovable
mas utilizada por el hombre que no contamina el medio ambiente y no causa dafios a los seres
vivos (Gendy & El-Temtamy, 2013).

Los métodos convencionales para la obtencion de estas fuentes son: las emulsiones
industriales, pirolisis, y transerificacion, esta Gltima es el método més sencillo para obtener
biocombustibles. La transerificacion es la reaccion entre triglicéridos y un alcohol alifatico
de cadena corta especialmente el metanol para producir alquil-esteres de acidos grasos
(biodiesel) y glicerol como subproducto, previo tratamiento con hidroxido de sodio (figura
2). Con una cantidad suficiente de aceite es factible su transformacion en biocombustible
(Aldo de la Cruz Benitezl, Benito Reyes Trejol, Diana Guerra Ramirez, &Ramirez1, 2013:
Fernandez et al., 2012; Martinez-Alcala).
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Figura 2: Reaccion de Transerificacion de aceite para obtener biodiesel Martinez-Alcala
(2015).

2.4.4 Potencial de los biocombustibles

El biodiesel al poder renovarse constantemente de forma rapida tiene una gran ventaja para
poder cubrir los gastos de energia consumidas por el hombre. Las reservas fésiles al ser
limitadas y no poder regenerarse no pueden competircon los biocombustibles. Otra ventaja
competitivaes que al ser utilizadas contribuye a tener un buen control de ellas al ser
sostenibles. Reduciendo el consumo de energias fosilescomo el gas natural, contribuyendo a
un menor gasto en importaciones de estas energias no renovables. Se tiene la esperanza que
el uso en una gran cantidad en vez de energias no renovables contribuya a mejorar el medio
ambiente y evitar asi el calentamiento global. Por Gltimoel biodiesel puedetraer desarrollo a
zonas alejadas a las cuidades; generando puestos de trabajos nuevos y sacando a mucha gente
de la pobreza. Todas estas razones son motivos suficientes para seguir impulsando el uso de
estas fuentes renovables en todo el mundo (Koizumi, 2014).

Aunque los procesos de biocombustibles tienen un gran potencial para proporcionar una ruta
de carbono neutral para la produccion de combustible, los sistemas de produccién de primera
generacion tienen considerables limitaciones econémicas y ambientales. La preocupacion
mas comun relacionada es que a medida que las capacidades de produccion aumentan,
también lo hace su competencia con la agricultura por las tierras de cultivo dedicadas a la

produccién de alimentos. ElI aumento de la presion sobre la tierra cultivable utilizada
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actualmente para la produccién de alimentos puede conducir a la grave escasez de alimentos.
Ademas, el uso intensivo de la tierra con las aplicaciones altas de fertilizantes y plaguicidas
y el uso del agua pueden causar importantes problemas ambientales. La llegada de los
biocombustibles de segunda generacion esta disefiada para producir combustibles a partir de
biomasa lignocelulosa, la parte lefiosa de plantas que no compiten con la produccién de
alimentos. Las fuentes incluyen los residuos agricolas, residuos de cosecha forestal o de
desechos de madera, tales como hojas, paja o virutas de madera, asi como los componentes
no comestibles de maiz o cafia de azucar. Sin embargo, la conversion de la biomasa de madera
en azucares fermentables requiere costosas tecnologias que implican un tratamiento previo
con enzimas especiales, lo que significa que los biocombustibles de segunda generacion aun
no se pueden producir econdmicamente a gran escala. Por lo tanto, los biocombustibles de
tercera generacion derivados de microalgas se consideran como una energia alternativa viable
que esta desprovista de los principales inconvenientes asociados con la primera y segunda
generacion de biocombustibles. Las microalgas son capaces de producir 15 a 300 veces mas
aceite para la produccién de biodiesel de los cultivos tradicionales en funcion de la superficie.
Para que no quede duda que las microalgas son mas eficientes que los cultivos de plantas
oleaginosas debido a que producen biodiesel en un periodo muy corto de tiempo que varia
de una a dos semanas , lo cual se pueden generar producciones continuas y en grandes

cantidades durante todo el afio (Dragone et al., 2010).

2.5 Microalgas como fuente de Biocombustibles

La microalgas tienen un futuro prometedor por ser muy eficientes en la fotosintesis, capturan
una gran cantidad de diéxido de carbonoy varios nutrientes a diferencia de las plantas, y
cuentan con reservas que oscilan entre un veinte a ochenta por ciento de triglicéridos (Chisti,
2008).

La producciéon de biodiesel a partir de los lipidos extraidos de microalgas, han sido
considerados como una prometedora y potencial fuente de combustible renovable que podia
sustituir a los combustibles fésiles (Ramluckan et al., 2014). Sin embargo, este enfoque

todavia no se comercializa debido a altos costos de los procesos que estan asociados con el
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tiempo y/o secado intensivo de energia, y los procesos de extraccion de lipidos (Taher, Al-
Zuhair, Al-Marzouqi, Haik, & Farid, 2014).

Cualquier proceso de produccién de biocombustibles, que pueda sustituir con éxito un
combustible convencional equivalente, debe cumplir tres requisitos basicos. En primer lugar,
se debe producir suficiente materia prima para producir combustible a escala comercial, en
segundo lugar, debe costar menos que los combustibles fosiles convencionales, y, por ultimo,
debe coincidir con las especificaciones estandar de calidad de los combustibles (Gendy & El
Temtamy, 2013).

2.5.1 Generalidades de las microalgas

La microalgas estan divididas en procariotas y eucariotas, teniendo la gran ventaja de
convertir los rayos de sol en energia quimica, se localizan en diversos ambientes, bajo un
amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes (Amaya & Sarmiento,
2010). Como sabemos por bibliografia las microalgas no poseen tallos ni hojas el cual
contienenun liquido verde denominado clorofila tipo “a” (Fernandez et al., 2012; Hosikian,
Lim, Halim, & Danquah, 2010).

2.5.2 Potencial de los combustibles a partir de Microalgas

El biodiesel producido a partir de la biomasa algal tiene varias ventajas como:

No afectan en la alimentacién mundial como si las plantas oleaginosas que son la base de

alimentacion para muchos paises sobre todo pobres (Ramluckan et al., 2014).

Pueden ser cultivadas en cualquier Tierra disponible, agua o solucién salina, incluso en agua
residual de manera que no afecta el uso del suelo para otros propdsitos mientras que fuentes

no comestibles de segunda generacion, como la jatropha, requieren grandes cantidades de
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tierra cultivable (Bosnjakovic, 2013; Ramluckan et al., 2014), y su cultivo no requiere el uso

de herbicidas o pesticidas (Pefiarranda, Martinez Roldan, & Villanueva, 2013).

Las microalgas utilizan el proceso fotosintético para generar una gran cantidad de aceites
haciéndolo de forma tan eficiente por ser menos complejas que otras plantas,y sobre todo al
ser cultivadas en medio acudtico tienen una mayor disponibilidad de agua y nutrientes
(Brennan & Owende, 2010; Dragone et al., 2010; Ramluckad et al., 2014).

Se reproducen de forma tan répida y eficiente que se identificaron especies que pueden
generar hasta cuatro veces su biomasa en un solo dia (Hackenberg, 2008) existiendo especies
de microalgas que contienen la mitad de su peso seco en lipidos para generar biodiesel
(Bosnjakovic, 2013).

La biomasa también se puede utilizar para la produccidn de alimento animal, etanol o metano.
Los acidos grasos libres que se forman a partir del hidrolisis de los triacilgliceroles pueden
ser utilizados en la cosmética e industria farmacéutica. El glicerol se puede utilizar para la

sintesis de productos quimicos o como una fuente de carbono para microorganismos.

El perfil de lipidos de las microalgas, se controlan a través de todos los factores fisicos y
quimicos que afectan el cultivo, siendo el mas importante la adicion de nutrientes (Garibay,

Vazquez-Duhalt, Sdnchez, Serrano, & Martinez, 2009).

2.5.3 Produccion de Biocombustibles de Microalgas

La biomasa de microalgas contiene tres componentes principales: proteinas, carbohidratos y
lipidos (aceites) (Dragone et al., 2010). Los lipidos pueden ser definidos como cualquier
molécula biolégica que es soluble en un solvente organico. La mayoria de los lipidos
contienen acidos grasos y generalmente pueden clasificarse en dos categorias en base a su

polaridad: (1) lipidos neutros que comprenden acilgliceroles y acidos grasos libres (FFA) y
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(2) polares que pueden sub-clasificarse en fosfolipidos (PL) y glicolipidos (GL) (Halim et
al., 2012).

La cosecha de microalgas esta compuesta de diversas fases que se explican en la Figura 3
(Garibay et al., 2009). Las microalgas,el agua, nutrientes, la luz solar, se adicionan a los
fotobioreactores. El didxido de carbono es esencial para los cultivos que se pueden extraer
del medio que nos rodea, o también suelen adicionarse de tanques que son adquiridos por
empresas especializadas que venden este producto como. A la hora de recoger la biomasa se
debe quitar el agua y nutrientes remanentesson reutilizados de nuevo en el cultivo. Los
lipidos obtenidos pasan por un proceso de transerificacion para obtener biodiesely el glicerol

que es un subproducto tiene varios usos comerciales (Garibay et al., 2009, Taher et al., 2014).

Luz MNutrientes Lipidos y
acidos grasos
- - — libres
Clurtwo de Cosecha Secado Disrupcion Celular Transerificacion|
Microalgas y Extraccion de aceite
T ‘T' l—‘ Almidon y \L’

Agua COz Reciclaje de Biodiesel

la Cosecha

proteinas

Hidrdlisis

del almiddn Fermentacion |—»| Destilacion

A4
Bioetanol

Figura 3: Proceso integrado de produccién de biodiesel y bioetanol a partir de microalgas
(Garibay et al., 2009).

La figura de arriba puede servir como esquema para aumentar la productividad de los
productores de biodiesel, los residuos de biomasa seca y glicerol puede aprovecharse en
diversas industrias como elaboracion de jabones, para piensos acuicolas o utilizado como
biocombustibles (Garibay et al., 2009).

A fin que el biodiesel de microalgas sea sostenible con el medio ambiente, el total de CO2
emitido en las etapas de procesamiento de aguas abajo debe ser inferior o al menos igual al

total de CO2 capturado originalmente por las células de microalgas durante su cultivo. Por
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lo tanto, los procesos seleccionados en cada paso deben apuntar a reducir al minimo el

consumo de energia (Halim et al., 2012).

2.6 Tecnologias para el cultivo de microalgas

Los cultivos intensivos de microalgas se suelen producir en estanques al aire libre o en
fotobioreactores en lugares no expuestos al medio ambiente (Figura 4A). Los
fotobioreactores siempre son utilizados en zonas cerradas (Figura 4B) (Garibay et al., 2009,
Halim et al., 2012).

Figura 4: Técnicas para la produccién de microalgas. (a) Sistemas con recirculacion de agua.

(b) Reactores en forma de tubos (Bosnjakovic, 2013).

El método donde las microalgas son expuestas al medio ambiente va a depender de las
condiciones propias del lugar. El crecimiento aqui de las microalgas es irregular debido a que
pueden proliferar otros organismos vivos que afecten el cultivo. Otro contexto son las
microalgas cultivadas en sistemas no expuestos al medio ambiente ya que son mas
tecnificados y se puede tener un control exacto en cada fase del cultivo, pero se necesita una

inversion fuerte de dinero para poder ejecutarse (Halim et al., 2012).

2.7 Tecnologias para la cosecha de microalgas

Para poder eliminar el contenido de humedad de las microalgas se utilizan diferentes procesos

mecanicos como la sedimentacién o centrifugacion (Bosnjakovic, 2013; Halim et al., 2012;
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Taher et al., 2014Son muy eficientes pero a veces representan la tercera parte del costo total

para obtener el producto final (Taher et al., 2014).

A veces suele utilizarse floculantes como una etapa para obtener un producto mas seco
(Dragone et al., 2010). La floculacion basicamente consiste en que la parte superior se
encuentran sedimentos y en la parte inferior solo liquido removiéndose solo la superficie en
el cual se concentra toda la biomasa algal (Halim et al., 2012). Hierro, sales de aluminio y
polimeros son tipicamente utilizados para flocular las células de microalgas sin afectar a la
composicion y la toxicidad del producto (Dragone et al., 2010). Los métodos de flotacién
estan basados en la captura de las células de algas usando micro burbujas de aire dispersas,
por lo tanto, al contrario de la floculacidn, no requiere adicion de quimicos. Algunas cepas
flotan naturalmente hacia la superficie del agua mientras | contenido de lipido algal
incrementa. Aunque la flotacion ha sido mencionada como un método potencial de cosecha,
existe una evidencia muy limitada de la viabilidad técnica o econdémica (Brennan & Owende,
2010). La centrifugacién basicamente consiste en separar los sélidos de su centro de gravedad
gracias a la fuerza centrifuga ayudado por la velocidad tangencial, es asi que separa el liquido
de la biomasa de interés comercial para producir biodiesel. Puede existir un riesgo al tener
grandes velocidades la centrifugacion puede destruir las células de las microalgas.Este
método solo puede generar ganancias si son cultivadas de forma industrial(Bosnjakovic,
2013).

La filtracion es un método no muy utilizado ya que es costoso y si la biomasa algal es muy
densa no traspasaria las membranas perdiendo mucho tiempo en este proceso (Bosnjakovic,
2013).

Proceso de secado

Se requiere una etapa de secado antes de la extraccion de lipidos de las células de las
microalgas cosechadas. La energia proveniente del sol es lo més utilizado para reducir el
contenido de humedad de las microalgas. El aspecto negativo es que toma demasiado tiempo

lo cual resta eficiencia. Pero si usamos métodos industriales como secadores puede alterar el
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perfil lipidico de las microalgas. Lo ideal en términos de ser mas rentables seria no tener esta
etapa o por ultimo hacer unas disminucion del contenido de humedad a través del método
hamedo (Taher et al., 2014), ademas, de ser méas eficientes en la etapa de extraccion de lipidos
(Gonzéles., Kafarov., & Monsalve., 2009).

Proceso de Pretratamiento

Los microorganismos algales poseen una pared celular externa semipermeable, resistente y
rigida, que rodea la membrana protoplasmatica y el citoplasma. Con el fin de extraer los
lipidos del interior de la célula, es necesario romper la pared celular y la membrana
protoplasmatica. Los procesos de extraccion estdn intimamente relacionados con la
disrupcion celular ya que es utilizada para mejorar la liberacion de los lipidos de las algas y
mejorar el acceso del solvente en la extraccion de los &cidos grasos (Galindo & Gonzales,
2010).

Entre los métodos que han sido usados para tal fin se encuentran métodos fisicos y quimicos,
como ultrasonido, microondas, molino de bolas, autoclave, homogeneizadores de alta
presidn, enzimas, lisis acida, lisis alcalina, y chogue osmdtico (Amaya & Sarmiento, 2010;
Florentino de Souza Silva et al., 2014). El tipo de microorganismo, condiciones de cultivo,
estructura, composicion, y acondicionamiento previo de la célula afectan en la disrupcion
celular (Galindo & Gonzales, 2010).

Extraccion de lipidos

Para obtener biocombustibles se de extraer la parte lipidica de las microalgas, esto se logra
destruyendo las paredes celulares de la microalga, la forma mas comun de lograrlo es través
de una extraccion con solventes organicos como el hexano o metanol o extrayéndolo con
fluidos supercriticos(Sathish, 2012). Las metodologias mas reconocidas a nivel mundial son
el Folch, Bligh & Dier, o Soxhlet el cual es la metodologia que se utilizara en esta tesis (Taher
et al., 2014). Hay mucha bibliografia que habla sobre el método de extraccion de lipidos para
obtener biodiesel (Gonzalez et al., 2009).
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Transerificacion de Lipidos

La transerificacion da como productos el alquil-ésteres de acidos grasos (biodiesel) y glicerol
como subproducto, el cual ya fue tratado con hidréxido de sodio. Cuando el metanol se

utiliza, la reaccion produce el éster metilico de acido graso o biodiesel (Halim et al., 2012).

En experimentos a escala de laboratorio, donde sélo pequefias cantidades de lipidos de
microalgas crudo estan disponibles, una gran cantidad de metanol es a menudo afiadido para
asegurar transerificacion cuantitativa. Una vez completada la transerificacion, la mezcla de
la reaccion, que contiene el biodiesel, y los subproductos contaminantes (glicerol, catalizador
alcalino, y el exceso de metanol); a continuacién, se somete a la purificacion post-
transerificacion para eliminar los subproductos. Los analisis de la composicion FAME del
biodiesel purificado de los lipidos se lleva a cabo utilizando un cromatografo de gases (Halim
etal., 2012).

Métodos de extraccion de aceites

Extraccion de lipidos con solventes: técnicas de extraccion con solventes son ampliamente
usadas y eficaces para la extraccion de lipidos a partir de microalgas. Esto es debido a la alta
solubilidad de los lipidos en solventes no polares tales como cloroformo, hexano y éter de
petrdleo. Existen diferentes protocolos de extraccion estandar tal como la extraccién Folch,
Bligh y Dyer, y el Soxhlet o técnicas de Gold-Fisch. Aunque el uso de solventes para extraer
lipidos de algas es bastante sencillo, hay inconvenientes cuando se aplica a las microalgas.
La extraccion requiere que el agua se elimine de la biomasa antes de la extraccion de lipidos
para tener resultados 6ptimos. Si la biomasa no se seca hasta un cierto punto, el agua tiende
a interferir en el proceso de extraccion protegiendo los lipidos de la extraccion con el

solvente.

El método de Bligh y Dyer: ocurre cuando se mezcla la biomasa algal con solventes
organicos los méas comunes cloroformo y metanol. Luego se hace una separacion mecanica

a través de una centrifugacién con el objetivo de separar las biomasas algal de la mezcla de

26



solventes organicas. Posteriormente se realiza un calentamiento para evaporar el solvente
orgénico para que quede solo el lipido. Una gran desventaja de este proceso industrial es la

contaminacion que deja.

Meétodo de extraccion Soxhlet: proceso industrial que sirve para obtener lipidos provenientes
de materia organica (Araujo et al., 2013). Este sistema se ha utilizado durante muchos afios
para obtener lipidos de microalgas. Consiste en colocar un solvente organico como etanol o
hexano en el balon de ebullicién; Una especie de tubo donde se pone la biomasa seca de la
microalga del cual se va obtener lipidos. Posee, ademés, un condensador, luego de pasar por
un proceso térmico ocurre la evaporacién por el cual el solvente secondensado y cae a la
camara con forma de tubo, en el cual el hexano o etanol extrae el acontenido lipidico de la

biomasa seca algal hasta que el tubo queda lleno.

/ condensador

Camara de
Extraccion

Sifon

Vnpo$

_

Brazo para
ascenso del
vapor

Solvente de
Extraccion

Balon de
Ebullicion

=5

Figura 5: Equipo Soxhlet (El Autor)

El tubo lleno se sifonea hasta el balon de ebullicion el cual posee el hexano o etanol, este

proceso se repite varias veces (Figura 5).
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El hexano es muy utilizado por tener grandes resultados en varios experimentados para
obtener lipidos de las microalgas, ademas, es relativamente barato obtenerlo en términos de
costos y es muy facil recuperarlo para ser reutilizado (Gonzéles et al., 2009). La extraccion
Soxhlet fue elegido por Ramluckan et al., debido a que es muy simple este proceso industrial

a comparacion de otros.

2.8 Factores de productividad y de produccion de biocombustibles de microalgas

La variabilidad de lipidos en las microalgas es muy comun entre los tipos de especies ya sean
microalgas verdes, pardas o rojas, estas van de 5 a 77% (Tabla 2) (Brennan & Owende, 2010).
Se puede aumentar el crecimiento de las microalgasa través de: (Brennan & Owende, 2010)
la concentracion de nitrégeno, la luz solar, (Weldy& Huesemann, 2007), gradiente de
temperatura, salinidad del agua (Quin, 2005), dioxido de carbono presente en el cultivo
(Morais & Costa, 2007), como se obtiene la biomasa seca (Chisti, 2008), el contenido de

oxigeno en el cultivo (Halim et, al., 2012).

Tabla 3: Contenido de aceites en algunas microalgas (Chisti, 2007).

Contenido

Cultive  Especie de microalga lipidico
(% peso seco)

Productividad
lipidica (mg/l dia)

Botryococcussp. 250-750 -
Chlorellaemersonni 25,0-63,0 10,3 - 50,0
Chlorellawilgaris 5,0-58,0 11,2 - 40,0
Agua Chlorellasp. 10,0 - 48,0 421
Dulce  chilorococcumsp 19,3 53,7
Scenedesmusaobliquus 11,0 - 55,0 -
Scenedesmusquadricauda 1,9-18.4 351
Scenedesmussp. 196 -21.1 40,8 - 53,9
Dunaliella salina 6,0-25,0 116
Dunaliellasp. 17,5 - 67,0 335
Nannochlorissp. 20,0 -56,0 609 -76,5
Agua Nannochloropsisoculata 27-297 84.0-1420
Marina Nannochloropsissp. 12,0 -53,0 60,9 - 76,5
Neochlorisolecabundans 29,0-650 90,0-134,0
Paviova salina 30,9 49 4
Spirulinaplatensis 4.0-16,6 -

Fuente: Chisti, 2007.
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Con respecto a la Fase de Crecimiento, al comparar los lipidos obtenidos en la fase
logaritmica y estacionaria, lipidos de la fase estacionaria, a pesar de tener una gran cantidad
de lipidos polares (51-57%) en peso, contienen altos niveles de triglicéridos (20-41% del
total de lipidos) siendo mas atractivo para el procesamiento de biodiesel que los lipidos
obtenidos en la fase logaritmica. Es decir, células de microalgas cosechadas durante la fase
estacionaria tienen un contenido de lipidos polares més altos que el obtenido durante la fase

logaritmica en una misma especie (Halim et al., 2012).

Mediante la privacion de oxigeno algunas especies de microalgas han aumentado su
contenido de lipidos de 10% a casi 20%. Células de microalgas generalmente responden a
condiciones de escases de nutrientes mediante la intensificacion de la via metabolica que
sintetiza lipidos neutros.

Lipidos Neutros (Acilgliceroles) son deseables para la produccion de biodiesel a escala
comercial por dos razones principales, debido a que, a escala industrial la transerificacion
esta disefiada para procesar acilgliceroles y estos generalmente tienen un menor grado de
instauracion que otras fracciones de lipidos (lipidos polares) (Halim et al., 2012). Para una
produccién econdmica de biodiesel a partir de microalgas, la alta productividad de la biomasa
y el contenido de lipidos son importantes. Estos dos factores son dificiles de lograr de forma
simultanea, ya que la condicion para favorecer una alta productividad de biomasa suele dar

lugar a una baja acumulacion de lipidos, y viceversa (Taher et al., 2014).

2.9 Reaccidn quimica del biodiesel

Se obtiene cuando el aceite vegetal, grasa animal o aceite de algas se mezcla con un alcohol,
reaccionan y generan ademas de biodiesel, glicerina.

H.COOCR H2|COH
|

HCOOCR + 3CH,OH-> 3 RCOOCH,; + HCOH
I I

H,COOCR H.COH

Triglicérido metanol Ester metilico glicerol
Biodiesel

Figura 6: Reaccion quimica del biodiesel (Cerdeira, S.; Ceretti, H. & Reciulschi, E.)
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En este grafico se explica la reaccion quimica del biodiesel, inicia cuando los triglicéridos se
mezclan con 3 moléculas de metanol (o cualquier otro disolvente organico como hexano,
etc.) mediante el proceso de catélisis da como resultado 3 moléculas de biodiesel (Ester
metilico) con 3 moléculas de glicerina a este proceso se le conoce como transerificacion.

Esta molécula de Ester metilico (biodiesel) es muy similar a la molécula de petroleo ya que
ambas son hidrocarburatadas la diferencia es que el Ester metilico contiene dos grupos

funcionales de oxigeno.

2.9.1 Reacciones secundarias

En conjunto con la deseada reaccion del biodiésel, hay muchas més reacciones que pueden
ocurrir con varios contaminantes en el aceite. Los contaminantes en el aceite, ya sea agua o
FFA, pueden producir efectos no deseados, siendo uno de éstos el jabén. NaOH y KOH
reaccionan con el agua y los &cidos grasos libres para producir jabon. Dado que demasiado
jabon en el biodiésel puede producir una emulsion, un paso importante en la produccion del
biodiésel es asegurarse de que la cantidad de agua es lo suficientemente baja como para evitar

la produccion de jabones.

2.10 Ley de biocombustibles en Peru

Fue aprobada por Decreto Supremo 013-2005-EM en el cual el articulo nmero uno de la ley
numero 28054 promueve la actividadde biocombustibles en nuestro pais reduciendo los
tramites administrativos, la libre competencia de biocombustibles,promover la industria
agraria y ganadera, para generar una gran cantidad de empleos en nuestro pais, disminuyendo
el calentamiento global al utilizar menos combustibles fosiles, a continuacion se explicara a

groso modo esta ley:
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En el titulo |

Disposiciones Generales

El articulo 1 dice, en todo momento se buscara facilitar y promover las inversiones y
proyectos que fomenten la produccion de biodiesel a nivel nacional, fomentando las
facilidades econémicas y el impacto que tendria en la disminucién de los gases de efecto
invernadero, ademas, se establecen los requisitos técnicos de seguridad para su produccion y
distribucion; de modo que salvaguarde la salud publica y el medio ambiente y coadyuve a la
Estrategia Nacional de Lucha contra las Drogas promoviendo la inversion en cultivos

alternativos en las zonas cocaleras del pais.

En el articulo 2, se explica que al mencionar el término “La Ley”, se esta refiriendo a la Ley

N° 28054- Ley de promocion del mercado de biocombustibles.

En el articulo 3, se dan diversas definiciones a términos relacionados a biocombustibles.

En el articulo 4, se refiere a la norma técnica peruana con la que se debe cumplir.

En el articulo 5, se menciona la aplicacion a nivel nacional de la ley y que esta debe ser

cumplida por los productores, comercializadores y distribuidores de biocombustibles.

Titulo Il

De la promocién de los biocombustibles

Capitulo |

Porcentaje y cronograma de aplicacion y uso del alcohol carburante y biodiesel: en el articulo
6 y 7 se dan los porcentajes de mezcla de gasolina con etanol y el cronograma de fechas en

los que se entrara en vigencia dichas mezclas.
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Los articulos 8 y 9 muestran los porcentajes de mezcla y cronograma de fechas
respectivamente:

A partir del de enero del 2008 el Diesel N°1 y Diesel N°2 Ecoldgico (con 5% de biodiesel y
95% de diésel convencional) se comercializaran en las regiones de Loreto, Ucayali,

Amazonas, San Martin y Huanuco.

A partir del 1 de enero del 2010 en todo el pais.

En el articulo 10 sefiala que los productores nacionales de Alcohol Carburante y de Biodiesel
deberan presentar al Ministerio de Energia y Minas, en el mes de enero de cada afio, sus
planes de produccion quinquenal de etanol y biodiesel, detallando el volumen de produccion
mensual y el &rea geogréfica en la cual se realizara.

El articulo 12 diceque todas las empresas grandes que comercializan combustibles fosiles
son los Unicos que pueden comprar biodiesel si es que se encuentran inscritos dentro de la

base de datos del Ministerio de Minas.

En el articulo 13 se explica que las mezclas de etanol con gasolinas y de biodiesel con diésel
se realizaran Unicamente en las Plantas de Abastecimiento y las operaciones de mezcla

estaran a cargo del Operador de la Planta de Abastecimiento.

Capitulo I

Promocion de cultivos para biocombustibles

Los articulos 14, 15, 16 y 17 hacen mencién a los proyectos de cultivo para biodiesel y
pueden ser revisados en el anexo Reglamento de la Ley N°28054- Ley de promocion del

mercado de biocombustibles, Titulo 2, capitulo 2.
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Capitulo 111

Promocion para el desarrollo de tecnologias

En el articulo 18 se sefiala que se busca promocionar e incentivar la creacion y el desarrollo
de nuevas tecnologias para la produccion, comercializacion vy distribucién de

biocombustibles.

Capitulo IV

Programa de promocion del uso de biocombustibles

En el articulo 19 se menciona la creacién del Programa del Uso de Biocombustibles
(PROBIOCOM) y sus funciones.

Proinversion aprobd hace varios afios todas las directrices para la comercializacion de los
biocombustibles en nuestro pais (PROBIOCOM).

Esta directriz quiere facilitar los proyectos de inversién para promover y desarrollar la

industria de biodiesel en el Peri como fuentes alternas de energias renovables.

Esto integra muchas instituciones diversas las cuales se dividen en varios grupos:

Grupo |

Promocionar la utilizacion de biocombustibles y los pagos que se deben hacer por derechos.

Grupo Il

Todas las normas técnicas para una correcta homogenizacion.
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Grupo 111

Fomentar el mayor uso de biocombustibles a cargo de entidades de prestigio como
OSINERGMIN.

Grupo IVyV

Fomento de los proyectos de inversion agricola, ademas de la difusién de nuevas tecnologias

e innovacion en los procesos productivos.
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Capitulo Il1: Materiales y Métodos

La préctica se llevo a cabo en dos etapas, la primera en el laboratorio de Cultivos Menores
de la facultad de Oceanografia, Pesqueria, Ciencias Alimentarias y Acuicultura de la
Universidad Nacional Federico Villareal donde se llevo a cabo el crecimiento del cultivo,
centrifugacion y el secado de la microalga para obtener la biomasa seca, la segunda parte se
Ilevé a cabo en el laboratorio de Contaminacion Ambiental y Recursos Marinos de la misma
facultad donde se realizd la extraccion de lipidos de la biomasa seca de la microalga

Nannochloris sp.
3.1 Familia de alga estudiada

Se idéntico el géneroNannochlorissp., procedente del laboratorio de Cultivos Menores
ubicada en la calle Roma 350 Miraflores, perteneciente a la Facultad de Oceanografia,
Pesqueria, Ciencias Alimentarias y Acuicultura de la Universidad Nacional Federico

Villareal.

Figura 7: Especie de microalga Nannochloris sp.

2 &

A a0

Fuente: Nuestro Acuario, 2018

Tabla 4: Una breve descripcion sobre Nannochloris sp.

Clasification:
Empire: Eukaryota
Kingdom: Plantae
Subkingdom: Viridiplantae
Infrakingdom: Chlorophyta infrakingdom
Phylum: Chlorophyta
Subphylum: Chlorophytina
Clas:s Trebouxiophyceae
Order: Chlorellales
Family: Chlorellaceae
Genus: Nannochloris

Fuente: Algaebase, 2018
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Se logro cultivar con éxito esta especie que fue utilizada en el proceso de experimentacion.
Una parte esencial del proceso de experimentacion consiste en la extraccion de lipidos de la

biomasa seca.

La extraccion de lipidos se realizd principalmente con el ensayo Soxhlet: sin pasar mayor

apuro o problemas de contaminacion de la muestra.

3.2 Control de las condiciones que afectan el crecimiento en el cultivo de microalgas

Es fundamental saber todas las variantes que afectarian nuestro cultivo de microalgascon
respecto a la generacion de lipidos, como la adicion de nutrientes, la luz solar, la gradiente
de temperatura, el tiempo que lleva nuestro cultivo en los fotobioreactores, entre otros

aspectos mas. (Fernandez et al., 2012).

3.3 Materiales utilizados para el control de las condiciones

Fotobioreactores

Botellas esterilizadas de plastico de 7 litros (Figura 8a).

Lamparas fluorescentes, con la finalidad de proporcionar al cultivo la fuente de energia

luminica necesaria para su crecimiento (Figura 8b).

Compresor de aire con difusor de aire que produce burbujas que serviran de oxigenacién para

las microalgas (Figura 8c).

Cinta de pH en empaque de 100 unidades (Figura 8d).

Termdmetro de alcohol para controlar diariamente la temperatura del cultivo (Figura 8e).
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Figura 8: Materiales utilizados para el control de las condiciones. (a) Botellas de 7 litros.
(b) Lamparas fluorescentes. (c) Compresor de aire. (d) Cintas de pH. (e) Termémetro (El
Autor)
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3.4 Medio de cultivo

El medio utilizado fue el Guillard F/2 y estd comprendido por:

(e)
Figura 9: Componentes del medio de cultivo. (a) Vitaminas. (b) Silicatos. (c) Nitratos. (d)
Fosfatos. (e) Traza de metales (EI Autor)
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3.5 Procedimiento para el cultivo de microalgas

Como primer paso se colocaron los nutrientes en los fotobioreactores con agua de mar ya
esterilizada, se dejo circulando el agua de mar con el medio de cultivo en este caso Guillard
F/2 por més de media hora para que haya una correcta distribucion de todo el medio en cinco
de los siete litros de la botella, para empezar después con el inoculo y el crecimiento del
cultivo.

Como indculo se colocd la especie Nannochloris sp. en cada fotobioreactor en este caso las
botellas de 7 litros, se introdujo mediante una pipeta con una cantidad aproximadamente de
10 ml de microalga a excepcion de las botellas N-4 y E-5 que se coloco un inéculo de 10ml
en dos Erlenmeyer antes de ser colocados en las botellas, entiéndase que N es para las botellas
con concentraciones normales y E botellas con limitaciones de concentraciones para causar

estrés, en este caso la mitad de nutrientes.

3.6 Procedimiento para el control de las condiciones de cultivo

Luz: la energia luminica que se proporciono a la microalga Nannochloris sp. fue de forma

continua durante toda la tarde y noche.

Oxigeno: se adicionara oxigeno al reactor, mediante una manguera y al final de esta, el

difusor de aire.

3.7 Cosecha de la Biomasa

La biomasa algas se separd del medio de cultivo para su aprovechamiento. El tiempo dptimo
para la cosecha fue cuando el crecimiento de las microalgas llegé al final de la fase
exponencial, debido a que en este tiempo la calidad de los lipidos para biocombustibles
obtenidos en la extraccion es superior. Dicho crecimiento fue monitoreado diariamente tres

veces al dia a través del conteo en una cadmara de Neubauer.
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Se utilizo las técnicas de sedimentacion, centrifugacion, a continuacion, se detallan los

materiales y procedimientos que utilicé para cada técnica.

3.7.1 Sedimentacion

Se recolectd para el cultivo en matraces de diferentes volimenes seguin el requerimiento
(Figura 10), aproximadamente el 80% retirando del sistema de agitacion y aireacion de los
fotobioreactores. Posteriormente estos matraces fueron refrigerados, pero esta técnica no
tuvo mucho éxito al ser la microalga muy pequefia por lo que se aplico solo la centrifugacion

hasta obtener toda la biomasa seca.

Figura 10: Sedimentacion. (a) Biomasa sedimentada (EI Autor)
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3.7.2 Centrifugacion

La biomasa sedimentada en los matraces se colocé en tubos de plastico que se acomodaron
en la centrifuga (Figura 1la), separando las fases soélidas y liquida por la diferencia de
densidades, gracias a la fuerza centrifuga. La velocidad de rotacion fue de 3500 rpm (Figura
11b).

(b) &
Figura 11: Centrifugacion. (a) Tubos de pléastico o vidrio de diferentes dimensiones.
(b). Separacion de la microalga por centrifugacion (EI Autor)

3.8 Pretratamiento de la biomasa algal

Existen diferentes métodos de disrupcion celular para efectivizar la extraccion de lipidos. En
esta tesis se utiliz6 el secado de la biomasa algal en el horno por ser un proceso de secado
muy utilizado en referencias bibliograficas como Amaya & Sarmiento (2010) incluyeron a

este proceso de secado como un pretratamiento.
3.9 Secado al horno y trituracion de la biomasa algal

Se colocd las placas Petri con biomasa centrifugada en el horno a una temperatura entre 37°C
a 40°C (Figura 12a) hasta que esta haya perdido todo el contenido de agua y se apreciara
completamente s6lido como una piedra para luego ser triturado con unas espatulas hasta que
guede como un polvo con finas particulas (Figura 12b).
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Figura 12: Pretratamiento de biomasa algal. (a) Biomasa algal colocada en el horno. (b)

Biomasa sin contenido de agua (EI Autor)

3.10 Metodologia de extraccién de lipidos y protocolos de experimentacion con microalgas

Siendo el objetivo principal de esta tesis la obtencién y ver el potencial de lipidos a partir de
biomasa algal, se utilizé hexano como solvente para la extraccién. Se realizd experimentos
con biomasa sometida a condiciones de estrés provocado por la disminucion de nutrientes a
la mitad en el cultivo y cultivos con adicion de nutrientes en concentraciones normales. Todas

las extracciones se realizaron utilizando el método de extraccién de Soxhlet.

3.11 Materiales y procedimientos de extraccion con el método Soxhlet

Se utiliza para la extraccion de compuestos, generalmente de naturaleza lipidica contenidos
en un solido a través de un solvente compatible. El equipo Soxhlet consta de un condensador,

camara de extraccion, brazo para ascenso de vapor, sifon y balén de ebullicion.
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3.12 Proceso de extraccion

Previo al proceso de extraccion, se colocd el baldn de ebullicion vacio en la estufa a una
temperatura de 105°C (Figura 13a). Luego se colocd el baldn vacio en el desecador durante
11 minutos (Figura 13b), para finalmente obtener el peso constante del balon de ebullicion

vacio en la balanza de precision.

Figura 13: Preparacion del baldn de ebullicion. (a) Balon de ebullicion vacio en la estufa.

(b) Balon de ebullicion vacio en el desecador (EI Autor)

Seguido de esto se pesd y taro el cartucho de extraccion, en donde se colocé la muestra seca
de biomasa algal (Figura 14a). Luego de pesar el cartucho este fue colocado en la camara de

extraccion de Soxhlet (Figura 14b).

(b)
Figura 14: Preparacion del cartucho para la extraccion. (a) Peso del cartucho con biomasa
algal seca. (b) Colocacion del cartucho en equipo Soxhlet (EI Autor)
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Después de ser colocado en la cdmara de extraccion del Soxhlet, se prepar6 el volumen del
solvente para la extraccion, se uso hexano. El solvente se colocé en la camara de extraccion
teniendo en cuenta que su volumen sea capaz de alcanzar un sifonamiento en el extractor. Se

utilizé minimo 150 ml de solvente.

Para la preparacion del solvente se procedio siguiendo un protocolo de seguridad apropiado
ya que este compuesto quimico es toxico y se puede absorber por via inhalatoria, oral y
dérmica. Por lo que se usara un equipo de proteccion constituido por guantes para

examinacion, mascarilla y gafas.

Figura 15: Preparacion del solvente. Colocacidn del solvente en el equipo Soxhlet (El
Autor)

Después se conecto al cafio la entrada y salida del condensador del equipo Soxhlet. Esto
permitié la recirculacion de agua para el correcto funcionamiento de la condensacion. Por la
manguera ingresé el agua al equipo de condensacion y por la otra manguera regreso al
lavadero. La temperatura del agua dentro del bafio termostatico se control6 para mantener

frio el condensador (Figura 16).
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Figura 16: Conexiones con la manguera al equipo Soxhlet para mantener frio el

condensador (EI Autor)

Finalmente se acopld la camara de extraccion, al baldn de ebullicion y el condensador de tal

manera que el equipo quede ensamblado (Figura 17).

Figura 17: Equipo Soxhlet ensamblado ya con el balén de ebullicion (EI Autor)

3.13 Obtenciodn de lipido algal

El lipido algal fue obtenido mediante la extraccion sucesiva por la recirculacion del solvente,
debido a que el solvente se calienta y se evapora mientras los lipidos extraidos permanecen
en el fondo del balén de ebullicion (Figura 19a). Este ciclo se repitié hasta que no hubo mas
lipido que extraer en la camara de extraccion. Este punto se pudo apreciar en forma visual
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cuando el solvente recuperd su color inicial (transparente) dentro de la cAmara de extraccion
(Figura 19b). Una vez reutilizado el altimo sifonamiento se retiro el balon de ebullicion junto
con la cAmara de extraccion para retirar el cartucho y verter el solvente nuevamente dentro

del balén de ebullicion.

(b)
Figura 18: Obtencion del lipido algal. (a) Lipidos extraidos mediante el solvente. (b) Balén

de ebullicién sin mas lipido que extraer (El Autor)

3.14 Recuperacidn del solvente

Mediante la destilacién se recuper6 la mayor cantidad de solvente desde la camara de
extraccion antes que se produzca un sifonamiento, procurando que el lipido obtenido dentro

del baldn de ebullicidn no se queme.

El solvente recuperado de las extracciones se almacend en envases herméticos. Estos se
guardaron en un lugar lejos de la luz para evitar reacciones quimicas dentro de los envases

evitando que su composicion cambie (Figura 19).
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Figura 19: Recuperacion del solvente (EI Autor)

3.15 Separacion del solvente del lipido algal

Terminado el proceso de extraccion de lipidos y recuperacion de solvente, se secé el baldn
de ebullicidn en una estufa durante unos 5 minutos a una temperatura de 105°C para evaporar
el solvente remanente (Figura 20a). Para obtener el peso seco del baldn de ebullicién con
lipido algal, se colocé durante 11 minutos en el desecador y se procedio a pesar en la balanza
analitica (Figura 20b).

(b)

Figura 20: Separacion del solvente del lipido algal. (a) Secado en el horno del bal6n de

ebullicién con lipido algal. (b) Desecacion del balon de ebullicion con lipido algal (El
Autor)
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3.16 Cuantificacion del lipido algal

El solvente utilizado para la extraccion de lipidos no tiende a discriminar los componentes
presentes en las microalgas cuando se realizo la extraccion. Esto implicd que la clorofila y
productos asociados a una degradacion formaron parte del extracto del lipido. Por tanto la
cantidad de extracto a obtener de las extracciones que se realizaron en la tesis fue de lipido

mas clorofila, el cual se determind mediante la ecuacion 1.

% de lipidos extraido + clorofila= (PI-Pv/pesa de muestra algal)/100

Donde PI: peso del baldn de ebullicién més lipido algal y clorofila.

Donde Pv: peso del balén de ebullicion vacio.
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Capitulo IV: Resultados

En la presente seccidon se muestra los resultados obtenidos en las dos etapas en la cual se
Ilevo a cabo esta investigacion, la primera etapa en el laboratorio de Cultivos Menores donde
se controld diariamente el crecimiento del cultivo y el control de las condiciones ambientales
(temperatura y pH) y la segunda etapa realizada en el laboratorio de Contaminacion
Ambiental y Recursos Marinos donde se analizo el rendimiento de biomasa seca de las dos
concentraciones diferentes del cultivo (condiciones Normales y condiciones bajo Estrés) y el
rendimiento de lipidos obtenidos de las dos concentraciones diferentes del cultivo, para poder
determinar cudl es el mas 6ptimo para la produccién de biodiesel.

Se codificaron los fotobioreactores, para el cultivo a concentraciones normales se coloco la

letra N-1 hasta N-4 y para las concentraciones bajo estrés se colocé E-1 hasta E-5.

Condiciones ambientales para el crecimiento del cultivo

Agitacion: las condiciones de agitacion o aireacion que recibieron los fotobioreactores en
toda la experimentacion fueron constante durante las 24 horas los 28 dias en el que se llevo
a cabo el crecimiento del cultivo mas dos semanas adicionales en las que se llevo a cabo la
centrifugacion. La aireacion mostro gran eficiencia al evitar que las microalgas se peguen a
las paredes de los fotobioreactores ademas de lograr una correcta homogenizacion de los

nutrientes en cada uno de los fotobioreactores.
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pH: se puede observar que en la Figura 22 el rango de pH estuvo entre 6 y 7, evidenciandose

que el cultivo mayormente estuvo en un rango de pH 6 ligeramente &cido.
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Figura 21: Curva del pH durante todo el cultivo de Nannochloris sp.
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Temperatura: la temperatura fue mas variable que el pH ya que influyé mucho la temperatura
ambiental en los fotobioreactores, se llevo a cabo el cultivo durante los meses de diciembre
a enero; durante el mes de diciembre la temperatura en las mafianas estuvo mayormente a
22°C, durante el medio dia estuvo mayormente a 23°C y a las 4 de la tarde se colocd
mayormente a 24°C como se observa en la Figura 23 ; en el mes de enero se observa algo
distinto que las temperaturas tanto en la mafiana y la tarde se elevaron ya que la temperatura
ambiental aumento por ser verano, durante la mafiana se observé mayormente un temperatura
de 24°C, al medio dia se observo una temperatura promedio de 24°C a 25°C y durante las 4

de la tarde se observo una temperatura promedio de 26°C.
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Figura 22: Curva de temperatura en la mafiana, al mediodia y en la tarde durante todo el

cultivo de Nannochloris sp.
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Control del crecimiento del cultivo

Se monitoreo tres veces al dia el crecimiento del cultivo en las dos diferentes
concentraciones, el control del crecimiento se dio a las nueve de la mafiana, al medio diay a
las 4 de la tarde de lunes a domingo; la biomasa del cultivo se separé cuando el crecimiento
de las microalgas se situd en la fase estacionaria. Cuando el valor del conteo en la cAmara de
Neubauer empez0 a decrecer, este es un claro indicador de que las células de las microalgas
estaban iniciando la fase de declinacion o muerte por lo que se debia realizar la cosecha
inmediatamente. El grafico 23 nos indica el crecimiento del cultivo en las dos

concentraciones diferentes durante todo su crecimiento que duro 28 dias.
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Figura 23: Curva de crecimiento durante todo el cultivo de Nannochloris sp.
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Andlisis estadistico para comparar el porcentaje de lipidos extraidos del alga
Bajo 2 condiciones de cultivo: Condicién de cultivo Normal y Condicién de cultivo en Estrés
1. Disefio experimental a utilizar: Disefio completamente al Azar (DCA)
2. Factor a estudiar: Condicién de cultivo
3. Niveles del Factor: 2
Condicion Normal (T1)
Condicién de Estrés (T2)
4. Unidad Experimental: Alga
5. Variable aleatoria cuantificada: % de lipidos

Cuadro de presentacién de datos:

Peso (g)

T2 T1

14.73 121

13.5 4.63

10.2 9.16

15.4 6.86

7.48 12.09

17.55 11.34

13.26 8.11
SUMA 92.12 64.29 156.41

N 7 7 14

MEDIA 13.16 9.184285714
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6. Cuadro de andlisis de la Varianza (ANVA)

FV SC GL c™M
TRATAMIEN | 55.32206429 1 55.32206429
ERROR 116.7943714 12 9.732864286
TOTAL 172.1164357 13

7. Prueba “F” al 5% de significacion:

a)

Planteamiento de la Hipdtesis

Ho: Las condiciones de cultivo tienen igual efecto en la produccién de lipidos en el alga
Ha: Una de las condiciones de cultivo tiene un efecto diferente a la otra en la
produccién de lipidos en el alga

Nivel de significacion: 5%

Determinacién de Fc: 5.684047641

Determinacion de Ft para (1,12 GL y 95% de confianza): 4.75

Tabla de decisidon: Fc=5.6840 es mayor que Ft=4.75 la prueba es “Significativa”
Conclusion: se rechaza Ho es decir que unas de las condiciones de cultivo tienen un

efecto diferente en la produccién de lipidos en el alga

8. Prueba de “t” de Student al 5% de significacién

Ho: El promedio de lipidos alcanzado en condiciones normales es igual al promedio

alcanzado bajo condiciones de estrés

Ha: El promedio de lipidos alcanzado en condiciones normales es diferente al promedio

alcanzado bajo condiciones de estrés

b) Nivel de significacién: 5%

Sd=1.667578594

c) Determinacion de tc: 2.384124083

d) Determinacién de tT para (12 GL y 95% de confianza)

e) Tabla de decisidn: tc=2.3841 es mayor que tT=2.179 la prueba es “Significativa”

f) Conclusion: se rechaza Ho es decir que el promedio de los lipidos son diferentes
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g) Se considera al mayor promedio como aquel que supera a los demas, por lo tanto, el
mayor promedio es 13.16%, es decir, se concluye que el tratamiento con estrés produce

mas lipidos que el cultivo a condiciones normales

Andlisis estadistico para comparar el rendimiento de alga en base a biomasa seca
Bajo 2 condiciones de cultivo: Condicidn de cultivo Normal y Condicidn de cultivo en Estrés
1. Disefio experimental a utilizar: Disefio completamente al Azar (DCA)
2. Factor a estudiar: Condicién de cultivo
3. Niveles del Factor: 2
Condicién Normal (T1)
Condicién de Estrés (T2)
4. Unidad Experimental: Alga
5. Variable aleatoria cuantificada: peso en gramos

Cuadro de presentacién de datos:

Peso (g)
T1 T2

0.3734 0.3775

0.3747 0.3714

0.3381 0.3747

0.4052 0.3555

0.3742 0.3745

0.1356 0.3598

0.1712 0.1652
SUMA 2.1724 2.3786 4.551

N 7 7 14

MEDIA 0.310342857 0.3398
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6. Cuadro de andlisis de la Varianza (ANVA)

FV SC GL c™M
TRATAMIEN | 0.003037031 1 0.003037031
ERROR 0.107833517 12 0.008986126
TOTAL 0.110870549 13

7. Prueba “F” al 5% de significacidn:
a) Planteamiento de la Hipotesis
Ho: Las condiciones de cultivo tienen igual efecto en la produccién de biomasa del alga
Ha: Una de las condiciones de cultivo tiene un efecto diferente a laotraen la
produccién de biomasa del alga
b) Nivel de significacion: 5%
c) Determinacion de Fc: 0.337968918
d) Determinacidn de Ft para (1,12 GL y 95% de confianza): 4.75
e) Tabla de decisién: Fc=0.3379 es menor que Ft=4.75 la prueba es “No Significativa”
f) Conclusidn: se acepta Ho es decir ambas condiciones de cultivo tienen igual efecto en
la produccion de biomasa del alga
8. Prueba de “t” de Student al 5% de significacidn no se justifica realizar la prueba por haber

salido “No Significativa”
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Capitulo V: Discusion

Los parametros fisico quimicos nos muestra que durante toda la investigacion se mantuvieron
estables, el pH que se mantuvo en 6 al inicio del cultivo con algunas oscilaciones en pH 7,
pero luego volvid a 6 hasta la etapa estacionaria donde se hizo la cosecha, la temperatura se
mantuvo por periodos estables aumentando casi en las Gltimas semanas del cultivo debido al
aumento de temperatura del ambiente por ser verano, esto es similar a lo que reporta Maria
Fernanda Pulla Tenemaza (2014) en pH y temperatura, ademas, influencio la temperatura a
que el cultivo tenga un répido crecimiento y se lograra la fase estacionaria en menos de un
mes, supongo que el aumento de pH en mi investigacion se debe a que las microalgas
producen metabolitos ya que también se alimentan de los nutrientes en el medio acuatico y
eliminan estos residuos haciendo de que el pH haya aumentado y luego de un tiempo se

estabilizo y recupero su pH normal de seis.

Segun Maria Fernanda Pulla Tenemaza, et al., (2014), logr6 una cosecha en un tiempo de 8
dias con un cultivo de Chlorella sp. , a comparacion con mi investigacion en el cual se logro
una cosecha en un tiempo de 28 dias, supongo que fue por el tamafio de microalgas ya que
Nannochloris sp. es muy pequefia a comparacion de Chlorella sp. , ademas, en la otra
investigacion se utilizé una fuente de carbono durante el crecimiento, es por esto que en esta
investigacion supongo que al no utilizar una fuente de carbono constante demoro un poco

mas el crecimiento de Nannochloris sp. .

La produccién obtenida en biomasa seca en esta investigacion en promedio fue de 0.062 g/L
para el cultivo en condiciones normales y para el cultivo en condiciones de estrés fue de
0.066 g/L, se obtuvo un menor rendimiento que Julian Libardo Sanchez Villarraga, et al.,
(2010), el cual obtuvo un promedio de 0.16 g/L utilizando diferentes especies de la microalga
Chlorella pero utilizo diferentes medios de cultivo como el Guillard, Sueoka, Lixiviado 30%
y Lixiviado 80%, nosotros por tema de reactivos solo empleamos el medio de cultivo Guillard
F/2, esta diferencia de biomasa seca obtenido creo que se debe a que el cultivo de diferentes
especies de Chlorella se logré en 11-13 dias haciendo una cosecha muy rapida a comparacion

de mi cosecha que duro mas de dos semanas por tema de logistica con el cual no contabamos
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con bomba de succién y tubos de gran volumen para la centrifugacion haciendo que la
microalga siguiera su etapa estacionaria muriendo muchas microalgas por entrar a la etapa

de declive suponemos.

En temas de % de lipidos para la produccion de biodiesel se puede observar que hay una
similitud entre mis resultados que fueron de 13.16% para la biomasa seca sometida a estrés
y de 9.19% para la biomasa seca sometida a condiciones normales., a los de Luis Eduardo
Salazar Pérez (2012), el cual obtuvo rendimientos de 10.31% para Chaetoceros calcitrans,
12.67% para Dunnaliella tertiolecta y 6.35% para Nannochloropsis sp. , aplicando la misma
metodologia que la mia, que fue la extraccion de lipidos mediante el equipo Soxhlet,
demostrando que mi metodologia, procedimientos y cuidado constante que tuve durante casi

un mes fueron satisfactorios.
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Capitulo VI: Conclusion

La microalga Nannochloris sp. ha demostrado ser una microalga apta como fuente para la
produccion de biodiesel debido a que tienen un porcentaje mayor de lipidos que los cultivos
convencionales agricolas, que existen hoy en dia en muchas partes del mundo, siendo una

alternativa viable para una industria futura y sostenible con el medio ambiente.

En esta investigacion las microalgas fueron utilizadas como materia prima para determinar
el % de lipidos para la produccion de biodiesel ya que se perfilan como la fuente mas
adecuada debido al rapido crecimiento, alto contenido de aceite y una alta productividad,

nutrientes y no compite por suelo ni con otros cultivos agricolas.

Para poder tener éxito en el % de lipidos para la produccion de biodiesel confluyen varias
condiciones ambientales tales como la luz, agitacion, aireacion, nutrientes, temperatura, pH,
etc; el control riguroso de estos parametros es indispensable para lograr un crecimiento

saludable de los cultivos.

Se realiz6 la curva de crecimiento de la cepa Nannochloris sp. bajo las dos condiciones de
nutrientes, encontrandose que la mayor densidad de microalgas la tuvo las microalgas
cultivadas a concentraciones normales, pero las que mejor rendimiento de lipidos para la

produccion de biodiesel tuvieron fueron las microalgas cultivadas bajo estrés.

El método Soxhlet demostrd ser un método muy simple, fiable, eficaz y eficiente en la
extraccion de lipidos de la biomasa algal, es por eso que recomiendo utilizar este método
para reducir costos y tiempo en una futura investigacion en este tema, recomiendo contar con
un protocolo de seguridad y el equipo de proteccion adecuado para evitar quemaduras,
contaminacion de las muestras o inhalacion del solvente utilizado en la extraccion, cabe
mencionar también que este método tiene poca intervencion manual a diferencia de otros
métodos mas sofisticados en donde el analista debe tener una mayor destreza concluyendo la
probabilidad de ocurrencia de un fallo es muy probable para pruebas que no sean a través de
la metodologia Soxhlet.
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El rendimiento més alto de lipidos para las dos concentraciones de nutrientes que se utilizé
en esta investigacion fue, las microalgas sometidas a estrés con un promedio de 13.16% a
diferencia de las microalgas sometidas a concentraciones normales que fue de 9.19%, el cual
se vio reflejado al aplicar las pruebas estadisticas pertinentes, estos resultados tienen validez
ya que muchos autores como Mendoza et al., 2008, Solovchenko et al., 2008, Rodolfi et al.,
2009, Takagi et al., 2000 entre otros coinciden que las microalgas sometidas a estrés tienen

un mayor porcentaje de lipidos que las microalgas sometidas a concentraciones normales.
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Capitulo VII: Recomendaciones

Durante la centrifugacion se cont6 con un equipo centrifugo limitado en capacidad de
separacion no superaba los 100 ml por Bach, lo cual dificulto el tiempo éptimo de un dia
para culminar toda esta etapa en mi caso esta limitacion me causo un atraso de 7 dias, si
hubiera separado en el tiempo estimado de un solo dia podria haber aumentado ain mas el
porcentaje de lipidos en la microalga ya que la centrifugacion se hizo en la etapa
estacionaria antes de que envejezca el cultivo y pierda lipidos y otros nutrientes.

Es necesario contar con una gran variedad de especies de microalgas tanta dulceacuicolas
como marinas e identificarlas por porcentaje de grasa para facilitar la eleccién de la
microalga ptima para produccion de biodiesel y para evitar hacer tramites engorrosos en
IMARPE para obtener una cepa con caracteristicas idoneas para producir biodiesel.

Es necesario incentivar, motivar y financiar tesis para la obtencién del titulo profesional en
el tema de microalgas ya que contamos con un buen laboratorio de cultivos menores y un
especialista en el tema.
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