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Resumen

El agotamiento gradual de las reservas mundiales fosiles y el impacto
ambiental de las emisiones de dioxido de carbono, ha impulsado la busqueda
de fuentes de combustibles renovables y amigables con el ambiente. Las
microalgas han sido consideradas como una prometedora potencial fuente de
combustible renovable que podria sustituir a los combustibles fosiles. En esta
investigacion se control6 el crecimiento de 5 diferentes cultivos de familias de
microalgas: Chorella, Scenedesmus, y tres familias aisladas pero no
indentificadas llamadas F.F Especie 1, F.F Especie 3, y H1l. Se realiz6 la
extraccion de lipidos de la biomasa con el método de extraccidon soxhlet
usando 6 solventes que abarcan una amplia gama de polaridades y
solubilidades. La metodologia de extraccion implico el uso de solventes
individuales y mezclas de solventes seleccionadas binarias. El analisis mostré
gue las mezclas mas eficientes para la extraccion de lipidos mas clorofila fue
metanol:hexano (1:3) y cloroformo:metanol (1:2), con una produccién de
contenidos de lipidos mayores al 13%. La familia Chlorella mostré la mayor
concentracion de lipidos con un promedio de 20.37% seguida por la familia
Scenedesmus con un promedio de 20.10%. Se aplic6 un pretratamiento de
disrupcién celular térmico (autoclave) y fisico (liofilizacién) a la biomasa de la
microalga Chlorella y se comparé la productividad de lipido con respecto a la
biomasa sin pretratamiento. Los resultados no mostraron un aumento
considerable. Se compar6 finalmente la productividad de lipido al disminuir el
suministro de nutrientes al cultivo de microalgas resultando en un aumento de
la concentracién de lipido pero una disminucion de la produccion total,

recomendandose mas investigaciones en este sentido.

Palabras Clave: microalgas, lipidos, biocombustible, biodiesel, energia
renovable, lagunas de algas de alta tasa, lagunas de estabilizacion, disrupcion

celular, extracciéon soxhlet, solvente.
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Abstract

The decreasing of fossil fuel reserves and the environmental impact of carbon
dioxide emissions, has encouraged the search for environmentally friendly and
renewable fuel sources. Microalgae has been regarded, in this sense, as a
promising renewable fuel source for the future. In this research, five different
families of microalgae were cultured: Chorella, Scenedesmus, and three
isolated but unidentified families. Lipid extraction of the algae biomass was
performed using soxhlet extraction method, using six solvents which cover a
wide range of polarities and solubilities. The extraction methodology implied the
use of single solvents and some selected binary solvent mixtures. The analysis
showed that the binary solvent mixtures: methanol:hexane (1:3) and
chloroform:methanol (1:2) were the most efficient in the extraction of lipids,
producing lipid contents above 13%. Chlorella family showed the highest
concentration of lipids with an average of 20.37%, followed by the
Scenedesmus family with an average of 20.10%. A thermal pretreatment of cell
disruption (autoclave) and physical disruption (lyophilization) were performed to
the Chlorella microalgae and compared to undisrupted cells, showing no
significant increase. Finally, the global productivity of the lipids were assesed by
means of decreasing the nutrient availabitiy in the culture, showing an increase
of the lipid concentration in the algae cells but a substantial decrease in the

total lipid productivity. More research efforts are suggested in this regard.

Keywords: microalgae, lipids, biofuels, biodiesel, renewable energy, high rate
algal ponds, waste stabilisation ponds, celular disruption, soxhlet extraction,

solvent.

Maria José Pérez 2
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca é\_}‘
=
Tabla de Contenido

RESUMEBN ..ottt sa e s sr e s s 1
ADSTIFACT ...ttt bbbt b e b ettt a bt b e a b e 2
AGrAECITHENTO ...ttt ettt b e bbb ettt eseesenneneenes 15
DEAICALONIA. ....cuveaeeeete ettt b ettt b et bt b et bt nn e ne e 16
CAPITULD ..ttt ettt st s he et et bt et e bt e at et e sbe et e sbeeatenbesbeenee 17
1. INTRODUGCCION.. ..ottt sttt et be e st e sttt e b e sbeesbeesaeeeateenseas 17
1.1, ODBJELIVOS ..ottt sttt sttt ettt et et b bt be st 19
111, GENEIAIES ...t 19
1.1.2.  ESPECIICOS cuecueeticteceee ettt ettt st st 19
1.2 DESCPCION GENETAL.......couiuiriiiriiieieeieee ettt 20
CAPITULOD 2.ttt sttt ettt st st sttt e b e s bt st st e s teebeesbeesaeesatesatesasesnbeenseenses 21
2. FUNDAMENTOS TEORICOS ......coocieeeeeeieeeteeeeeeeeseesesessee st sesse s ses s sesassnans 21
2.1  Métodos Alternativos sustentables o sostenibles energéticos...........ccccceueueee 21
211 Fuentes de Energia Renovable Sostenible...........ccccovveveveiieieciecinenen, 21
2.2 BIOCOMBUSLIDIES........ciiiiiiiiiic e 22
2.2.1  GENEralidAdEs.......c.coueiiiiieiiicieee e 22
2.2.2  Clasificacion de los BiocOmbustibles............cccoiriiniinienecceee 23
2.2.3  Potencial de los BiocOmbBUSLIDIES.............ccoeviiiriiiniiniicccce 26
2.3  Microalgas como fuente de Biocombustible...........c.ccoovveeerieeiiniecieniieeeseeens 28
2.3.1  INTOTUCCION ..ottt 28
2.3.2  Generalidades de las MIiCroalgas...........ccoeveerereeieneneeeseeeeree e 28
2.3.3 Potencial de los combustibles a partir de Microalgas..........cccceeveevervenenne. 29
2.3.4  Produccién de Biocombustibles de Microalgas ..........ccccocevvevveveeeeeesnennne. 30

Maria José Pérez 3

Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca é\.,;,_},
=
2.3.5 MéEtodos de EXIracCion € ACEITE .......veeviveeeee ettt e 36

2.3.6 Factores de productividad y de produccion de biocombustibles de

IMCTOGUGAS. ...ttt sttt a bt bbb e e e et ese e st e nesbeneenen 39

2.4 SiIStEMAS LAGQUNAIES ....cc.evviiiieiieiieiieieee ettt sttt sttt sae s 41
241 GEeNeralidades ... 41
2.4.2 Lagunas de Estabilizacion (WSP) .......ccocevieeeiieeeeeeeeseee e 42
2.4.3 Lagunas de Algas de Alta Tasa (HRAP) ... 47
(07X =] 1 110 1< TSROSO 52
3. MATERIALES Y METODOS.......c.ooieieeeeeeieeeteeeessieseesesesse st s sesas s ses s sssassnans 52
3.1 Familias de Algas estudiadas...........ccccceeeevieieeieiiiieiecieseee et 54

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

g1 ol oY= 1[0 F- 1< RSOSSN 56
321 Materiales utilizados para el control de las condiciones.............ccccceeuennenne. 56
3.2.2  Procedimiento para el cultivo de microalgas..........c.ccocevevverieeeenenenenennens 58
3.2.3 Procedimiento para el control de las condiciones de cultivo ..................... 59

3.3 Cosecha de Biomasa para la produccion de biodiesel.........cccoveveviiveceneennnns 60
3.3.1  Medicion de turbiedad...........ccceeriririiinieieeee e 60
3.3.2  SedIMENLACION.....c.coiireierte ettt 61
3.3.3  CeNntrifUQACION .....ccueeeeeieeieeeeeeeee ettt sttt sae et s beennas 62
TR S 111 = o] [ ] o USRS 62

3.4  Pretratamiento de la biomasa algal ..........ccccceevevieieneniececeee e 63
3.4.1 Secado al horno y trituracién de la biomasa algal............ccccccvevveieeninnnen. 63

3.5 Metodologia de extraccion de lipidos y protocolos de experimentacion con

[T ox o= 1[0 = T USSR 64
351 Materiales y procedimiento de extraccion con el método Soxhlet............ 64
Maria José Pérez 4

Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca é\.,;,_},
=
3.5.2  Seleccion de solventes OrganiCoS.........cccecueeeeveeieeiesieneece e see e 71

3.5.3 Productividad de lipidos con las microalgas Chlorella y Scenedesmus

cultivadas bajo diferentes condiciones de nutrientes..........c.cccocvveeereeieeceneeceereneenen. 73
3.5.4  Pretratamiento de disrupcion celular tErmico. .......c..cccoeveveireieneninennenn 73
CAPITULOD 4.ttt ettt h et bt et e bt bt et e s bt eat et e sbe e besbeeatenbesbeenee 76
4. RESULTADOS Y DISCUSION......cocitiiitiiieseetete ettt ettt sttt s ee e saeens 76
4.1 Condiciones ambientales para el crecimiento de microalgas...........cccecceervennee. 76
4.2 Produccion de Biomasa algal ..........ccccveireirenininieeieereeie s 77
4.2.1  COSECNA ..ceiiiiiiieee ettt 77
4.2.2  SEAIMENTACION ....oveiiriiiieiieieerteeet ettt ettt 78
4.2.3  CentrifUgACION........ccceceeiiiiiieieieeeece ettt st be et sre e e e s beennas 79
4.2.4  FiltraCiOn Y SECAAD .....c.coeuirieirieieieirieeee ettt 79

4.3  Cuantificacibn de la composicibn oleaginosa de distintas familias de

MICTOAIGAS. . ...ttt b e sttt b s bt b s et e e et et e st ebesbenbeneens 80
4.3.1 Temperatura de EQUIPO SOXNIEL.........ccooeieiieieiceeeceee e 80

4.3.2 Extraccibn de lipidos con multisoleventes de varias familias de

MUCTOAUGAS. ... coveeteeieee ettt ettt ettt e st e e te et e s te e b et e eseesbesbeeaaestesseenbestnensensesseenes 81

4.3.3 Productividad de lipidos bajo diferentes condiciones de nutrientes........... 91

4.3.4  Pretratamiento de diSrupCion CelUIAr..........ccveveieieiiniseseeeeeeeee e 92
CAPITULOD 5.ttt sttt et e b e s be e sbe e sat e satesabeebeebeenes 94
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ......cccoiiiiiiieeeeeeeneee e 94
ANEXOS .ttt sttt s h et b e s he et bt sttt he et b eae e b sheenee 101
Maria José Pérez 5

Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca é\

-
-ELW

Lista de Tablas

Tabla 1. Tipos Comunes de Energia Renovable. ..o, 22
Tabla 2. Contenido de Aceites de algunas Microalgas (Chisti, 2007) .......cccccecvverenennens 40
Tabla 3. Ventajas y desventajas de WSP ..o 43
Tabla 4. Especies de algas presentes en lagunas facultativas y de maduraciéon (A.
F V7= 1= o (o T 0 1 1 ) SR 46
Tabla 5. Caracterizacion de las Familias de Microalgas estudiadas. ...........c.cccceeenunee. 55

Tabla 6. Propiedades relevantes de los solventes usados (Ramluckan et al., 2014)...72
Tabla 7. Monitoreo de turbiedad de un cultivo de las familias de microalgas. ............... 78
Tabla 8. Temperatura en EQUIPO SOXNIEL. ......c..ocoviriiiiieeeeeee e 80
Tabla 9. Monitoreo de turbiedad de un cultivo de las familias Chlorella y Scenedesmus
€N CONAICIONES AE BSIIES......ocuiivieiiieeeeete ettt st e e e e eseeseesessesseseens 91
Tabla 10. Porcentaje de lipido mas clorofila en la primera y segunda etapa de cultivo
con diferentes condiciones de cultivo para las familias Chlorella y Scenedesmus. ...... 92
Tabla 11. Porcentajes de lipido mas clorofila obtenido con pretratamientos de

disrupcion celular tErmiCo Y MECANICO. ......ccvevirieuirieiirieirieeriese e 93

Maria José Pérez 6
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca E/_},

tufmn

-l
(18

Lista de Figuras

Figura 1. Clasificacibn de Biocombustibles. Adaptada de (Dragone et al., 2010;
Mosquera Martinez & Merino Ruesga, 20006) ........c.ccceceeviireeveerieeeneseese e eeesreseeae e 24
Figura 2. Reaccion de Transerificacion de aceite para obtener biodiesel (Martinez-
F Y o7 - ) 1SRRI 26
Figura 3. Proceso integrado de produccién de biodiesel y bioetanol a partir de
microalgas (Garibay et al., 2009). .......ccceiiieeciceeeeeee e 31
Figura 4. Sistemas para produccién de microalgas. (a) Sistema tipo ‘circuito’: tipo de
sistema con paletas giratorias para la circulacién del agua. (b) Fotobioreactor tubular
(BOSNJAKOVIE, 2013)...cueiiiciiceiiieeete sttt ettt st be e et e s be et e st e ebeenbesteesaesbeeanensesreennas 32
Figura 5. EQUIPO SOXNIEL .........oooviiieieeeeeeeee ettt et s 38
Figura 6. Configuracién Tipica de una Laguna de Estabilizacion (WSP) (Janssens,
2000). oveeeeeeeer ettt sttt et e s et st ee e s et e s nes e ses et eeseneres 44

Figura 7. Configuraciéon de un sistema avanzado de lagunas (APS) (Craggs et al.,

Figura 8. Etapas experimentales llevadas a cabo para la produccion a escala de
laboratorio de biodiesel de microalgas utilizando el método de extraccién Soxhlet......53
Figura 9. Especies de Microalgas. (a)Chlorella. (b)Scenedesmus. (c)F.F. Especie 1.
(AYHL. (E)F.F. ESPECIE 3. ...ttt ettt ettt st st b be s te e e besanenbesbeennas 54
Figura 10. Materiales usados para el control de condiciones ambientales. (a) Reactor
Cilindrico de 3.5 y 1.5 litros. (b) Sistema de Agitacién. (c) Sistema de iluminacién
fluorescente. (d) Compresor de aire. (e) Manguera y difusor de oxigeno. (f) pH metro
YSI MUIILAD IDS 40L10-2....c.eeieieieeeieeiesie ettt st e e esessesbeneens 57
Figura 11. Componentes del medio de cultivo. (a) Bicarbonato de sodio. (b) Carbonato
de Sodio. (c) Nutrientes. (d) Balanza de precision de 0.0001 g. (e) Capsula de vidrio.58
Figura 12. Medida d@ PH. ...ttt st st 60
Figura 13. Procedimiento de medicion de la turbiedad. (a)Toma de muestras.
(b)Muestra en cubeta. (c)Medicion de turbiedad............cccooeveieininiinineee 61
Figura 14. Sedimentacién. (a) Separacion del cultivo de los bioreactores. (b)
Refrigeracion de matraces para la sedimentacion. .........ccccoeveeeinirieneneneseeceeeeese e 61

Figura 15. Centrifugacion. (a) Tubo de plastico de 50 ml. (b) Separacion de microalgas

Maria José Pérez 7
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca E/_},

tufmn

-l
(18

[oTo] g et=T a1 10T =Tt o] o ARSI 62
Figura 16. Filtracién. (a) Bomba de succién vy filtro de porcelana. (b) Filtro Whatman de
papel. (c) Muestra filtrada. (d) Biomasa en caja Petri.......ccccovieevereeeeveceeeereeeeesveeenn 63
Figura 17. Pretratamiento de biomasa algal. (a) Biomasa algal colocada en el horno.
(b) Biomasa sin contenido A AQUAL .........cceecierieeeeiiceeeertee ettt 64
Figura 18. Preparacion de Balén de Ebullicion. (a)Equipo Soxhlet. (b)Balon de
ebullicion vacio en la estufa. (c)Baldn de ebullicion vacio en el desecador. .................. 65
Figura 19. Preparacion de cartucho para la extraccion. (a) Peso de cartucho con
biomasa algal. (b) Colocacion de cartucho en equipo Soxhlet. ........cccccvveeevieviecierieseeenen. 65

Figura 20. Preparacién de solvente. (a)Volumen. (b)Solventes. (c)Colocacion de

solvente en equipo Soxhlet. (d)EqUIpo de ProtecCiOn. .........cccceeeeeeeeeceeceeceeseseece e 66
Figura 21. Bafio terMOSIALICO. .......coeiruiiriiieieieieree e 67
Figura 22. Equipo Soxhlet ensamblado para eXtraCCion. ...........cccceeveereeenieereerererieens 67

Figura 23. Medida de la Temperatura. (a)Termémetro Infrarrojo. (b)Boton de
TEITNOSTALO. ...veuvcveeeeieeic ettt sttt ettt et a et e e et e s ebesaesesseseeaeseebese et eneerenens 68
Figura 24. Obtencion de lipido algal. (a)Solvente transparente dentro de la camara de
extraccion. (b)Retiro del cartucho con residuo algal..........ccccevveieeninenereieieeeeseseiens 69
Figura 25. Recuperacion de solvente. (a)Recuperacion de solvente. (b)Envases
Herméticos. (c)AImacenamiento de SOIVENLES. ........cccevevieieieieiceeeee e 70
Figura 26. Separacion del solvente del lipido algal. (a)Secado en el horno del balén de

ebullicion con lipido algal. (b)Desecacién del balén de ebulliciobn con lipido algal.

(c)Peso del balén de ebullicion con lipido algal SECO. .........cceeveeeiririreeeeeeee e 70
Figura 27. EqQUIpo de LiOfiliIZACION ......c.ccveuiiriiieiieieee et 74
Figura 28. Autoclavado. (a)Equipo. (b)Muestra de biomasa. .........ccccceeveveeceevvnceerenenen. 75
Figura 29. Reactor homogenizado por el sistema de agitacion. ..........c.ccceceeeveerecnnenene 77

Figura 30. Sedimentacion de microalgas en 1 dia. (a)Familia H1. (b)Familia F.F.
R 0= o = TSR 79
Figura 31. Temperatura del EQUIPO SOXNEL. ......cccoviiiieiiiceeeee e 81
Figura 32. Porcentaje de lipido y clorofila extraido por el método Soxhlet utilizando,
solventes individuales y mezclas binarias para la familia Chlorella. ..........cccccocvvveninnen. 83

Figura 33. Porcentaje de lipido y clorofila extraido por el método Soxhlet utilizando,

Maria José Pérez 8
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca A\s

solventes individuales y mezclas binarias para la familia Scenedesmus........................ 85
Figura 34. Porcentaje de lipido y clorofila extraido por el método Soxhlet utilizando,
solventes individuales y mezclas binarias para las familias (a) F.F. Especie 3, (b) F.F.
[y oo L= YA (o3 T o 1 SRS 87
Figura 35. Porcentaje de lipidos mas clorofila con las cuatro mezclas de solvente mas
eficiente de extraccion. (a)cloroformo:metanol (1:2). (b)metanol:hexano (1:3). (c)etanol.
(o) [od o] o) (o] g aaToR=1 =T q Lol N (I TR TSR 90

Maria José Pérez 9
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca

|

P

-
-
=

Lista de Siglas

APS Advanced Pond System

AFPs Advanced Facultative Ponds

ASPs Algae Settling Ponds

DBO Demanda Bioquimica de Oxigeno

DQO Demanda Quimica de Oxigeno

DIUC Direccion de Investigacion de la Universidad de Cuenca

FAME Fatty Acid Methyl Ester (biodiesel)

FFA Free Fatty Acid

GEl Emisiones de Gases de efecto Invernadero

GHG Greenhouse Gas

GL Glicolipidos

HRAP High Rate Algal Pond

HRAPr High Rate Algal Pond with algal recycling

HRAPCc High Rate Algal Pond without algal recycling

HRT Tiempo de Retencién Hidraulico

LabVIEW Laboratory Virtual Instrumentation Engineering Workbench

NTU Nephelometric Turbidity Unit

MP Maturation Pond

PTARs Plantas de Tratamiento de Agua Residual

oD Oxigeno Disuelto

PL Fosfolipidos

RSU Residuos Soélidos Urbanos

SFE Supercritical Fluid Extraction

SWE Subcritical Water Extraction

TG Triglicéridos

VLIR Vlaamse Interuniversitaire Raad (Consejo de Universidades
Flamencas)

WSP Waste Stabilisation Ponds

Maria José Pérez 10

Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca

Universidad de Cuenca
Clausula de propiedad intelectual

Maria José Pérez Torres, autora de la tesis “Evaluacién cuantitativa de la produccién de
biodiesel de microalgas de lagunas de tratamiento de agua residual”, certifico que todas las ideas,
opiniones y contenidos expuestos en la presente investigacion son de exclusiva responsabilidad de
su autora.

Cuenca, 1 de Diciembre del 2014

ha ~lia Jos\é)Pé rez Torres

C.1: 0302297502

Maria José Pérez 11
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca

Universidad de Cuenca
Clausula de derechos de autor

Maria José Pérez Torres, autora de la tesis “Evaluacién cuantitativa de la produccién de
biodiesel de microalgas de lagunas de tratamiento de agua residual”, reconozco y acepto el
derecho de la Universidad de Cuenca, en base al Art. 5 literal c) de su Reglamento de Propiedad
Intelectual, de publicar este trabajo por cualquier medio conocido o por conocer, al ser este
requisito para la obtencién de mi titulo de Ingeniero Civil. El uso que la Universidad de Cuenca
hiciere de este trabajo, no implicard afeccion alguna de mis derechos morales o patrimoniales
como autora.

Cuenca, 1 de Diciembre del 2014

) , ol
\ /] YN

e \}
orres

Maﬁia José Pérez T

C.1: 0302297502

Maria José Pérez 12
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca

Universidad de Cuenca
Clausula de propiedad intelectual

Jenny Alexandra Quishpi Machuca, autora de la tesis “Evaluacién cuantitativa de la
produccién de biodiesel de microalgas de lagunas de tratamiento de agua residual”, certifico que
todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la presente investigacién son de exclusiva
responsabilidad de su autora.

Cuenca, 1 de Diciembre del 2014

1 \
Caany

[

(

m

Jenny Alexandra Quishpi Machuca

C.1:0106651243

Maria José Pérez 13
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca

Universidad de Cuenca
Clausula de derechos de autor

Jenny Alexandra Quishpi Machuca, autora de la tesis “Evaluacién cuantitativa de la
produccién de biodiesel de microalgas de lagunas de tratamiento de agua residual”, reconozco y
acepto el derecho de la Universidad de Cuenca, en base al Art. 5 literal c) de su Reglamento de
Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por cualquier medio conocido o por conocer, al ser
este requisito para la obtencion de mi titulo de Ingeniero Civil. El uso que la Universidad de Cuenca
hiciere de este trabajo, no implicara afeccién alguna de mis derechos morales o patrimoniales
como autora

Cuenca, 1 de Diciembre del 2014

Jenny Alexandra Quishpi Machuca

C.1: 0106651243

Maria José Pérez 14
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca 4\5}‘

Agradecimiento

Dejamos constancia de nuestro sincero agradecimiento al Ing. Andrés Alvarado
Martinez, director de tesis, por su valiosa orientacion paciencia y apoyo

brindado, durante el periodo de desarrollo de la presente investigacion.

A todo el personal del laboratorio de la Facultad de Ingenieria. De manera
especial a Fernanda, Alexandra, Mariela, Daniela y Gabriela por el apoyo y

animo para la realizacion de este proyecto.

Agradecemos también a la Dra. Guillermina Pauta por compartir sus

conocimientos y sugerencias para la elaboracion de nuestro trabajo.

A los profesores de la Facultad por ser guia intelectual durante los 6 afios de
estudio. Una mencion especial al Ing. Esteban Pacheco, quien con su

motivacion ayudé a la culminacion exitosa del presente proyecto.

Las autoras

Maria José Pérez 15
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca A/_},

Dedicatoria

Dedico esta tesis a Dios por haberme permitido alcanzar este logro, a mi madre Lucia
por su apoyo, sus consejos, valores, por la motivacion constante que me ha permitido
ser una persona de bien, pero mas que nada por su amor incondicional dia tras dia. A
mi padre Jaime, por los ejemplos de perseverancia y constancia que lo caracterizan y
por el valor mostrado para salir adelante ante cualquier circunstancia. A mis hermanos
Tofio y Jaime, asi como a mi cufiada Priscila por sus consejos, apoyo y confianza
brindados. A mis sobrinos Camilo, Cisne y Tofio por brindarme dias llenos de sonrisas
con su ternura y ocurrencias, a todos mis demas familiares que de una u otra forma

han estado pendientes a lo largo de toda mi carrera universitaria.

A mis queridos amigos por el apoyo brindado, en especial a Jenny por su paciencia y
dedicacibn empleada para la culminacién exitosa de nuestro proyecto y a mi
enamorado por su infinita confianza, paciencia y animo brindado hasta el final de la

culminaciéon de mi carrera, dia a dia.

Majo

Dedico esta tesis a mis queridos padres Olga y Rubén por ser el pilar fundamental de
mi vida, por su apoyo incondicional y paciencia a lo largo de mi carrera universitaria; a
mis hermanas Cris, Pao y Valery por su comprensién, paciencia y el animo que me
dieron para culminar con mis estudios; y a todos mis demas familiares que siempre
han estado apoyandome, en especial a mis abuelitos por estar siempre pendientes de
mi y a mi primo Santy por su apoyo incondicional.

A mis amigos; en especial a Maria José, mi compafiera de tesis, y su enamorado por
la paciencia brindada a lo largo de la elaboracion de nuestro trabajo. Dedico también

esta tesis a mi buen amigo Daniel por su apoyo y el &nimo brindado.

Jenny

Maria José Pérez 16
Jenny Quishpi



€
Universidad de Cuenca g},

CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El rapido incremento de la concentracion de dioxido de carbono (COy) en la
atmosfera combinado con el desgaste de las reservas de combustibles fosiles
ha conducido a un mayor interés comercial en las fuentes de energia
renovables (Halim, Danquah, & Webley, 2012). Dentro de las varias
alternativas tecnoldgicas, la produccion de biocombustibles ha recibido mucho
interés cientifico en las Ultimas décadas. La produccion a gran escala de
biocombustible usando lagunas de algas de alta tasa (HRAP’s) para
tratamiento de agua residual fue propuesta por primera vez por Oswald and
Golueke (1960). La biomasa algal producida y cosechada de estos sistemas de
tratamiento de agua residual puede ser convertida en biocombustible mediante
varias maneras, por ejemplo digestion anaerobia a biogés, transesterificacion
de lipidos a biodiesel, fermentacion de carbohidratos a bioetanol y conversion a

altas temperaturas en aceite bioldgico crudo (Park, Craggs, & Shilton, 2011).

Las microalgas tienen una capacidad de crecer rapidamente, sintetizar y
acumular grandes cantidades de lipidos. Una industria a base de aceite de
algas exitosa y econdmicamente viable dependera de la seleccién de cepas
apropiadas de microalgas y la seleccion del mejor método de extraccion de
lipidos (Araujo et al., 2013). 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 del medio que las sustenta (Abou-Shanab, Hwang,
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Cho, Min, & Jeon, 2011; Amaro, Guedes, & Malcata, 2011).

Los métodos actuales de cultivo de microalgas para produccion de
biocombustibles resultan costosos (Jonker & Faaij, 2013), por lo que una
alternativa econdémica y ambientalmente viable seria aprovechar los efluentes
WSP y HRAP, que contienen altas concentraciones de estos microorganismos
(Durazno, 2009), con una notable reduccion de la huella de carbono global

generada por el sistema de tratamiento.

La tesis plantea como objetivo principal analizar el potencial aprovechamiento
de los lipidos de las microalgas como biocombustibles con procedimientos
gravimétricos; controlando los parametros ambientales mas importantes de las

microalgas de sistemas de tratamiento de agua residual.

Para la realizacion de la tesis se plantea usar muestras de diferentes especies
de microalgas como, Chorella y Scenedesmus, procedentes de la PTAR
ubicada en el sector Ucubamba, y de diferentes embalses del Parque Nacional
“El Cajas”. En una tesis previa se ha logrado cultivar con éxito estas y otras
especies que seran utilizadas en el proceso de experimentacién. La extraccion
de lipidos se realizara con el ensayo Soxhlet, en el laboratorio de sanitaria de

la Facultad de Ingenieria.

Este proyecto representa una fase inicial de investigacion que permitird
establecer futuras lineas de investigacion para aprovechar las nuevas fuentes
de energia renovable como el biocombustible, producido mediante la
extraccion de lipidos de microalgas en las condiciones expuestas de la serrania

ecuatoriana.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Generales

1.1.1.1 Contribuir al conocimiento cientifico y préctico respecto de las
microalgas presentes en varios sistemas naturales.
1.1.1.2 Conocer y analizar la composicion de lipidos y la cinética de diferentes

microalgas.

1.1.2 Especificos

1.1.2.1 Analizar y controlar parametros ambientales para el 6ptimo crecimiento
de las microalgas.

1.1.2.2 Realizar un analisis cuantitativo de la composicion de lipidos de varias
familias de microalgas para su potencial uso como biocombustibles con
procedimientos gravimétricos.

1.1.2.3 Determinar la eficiencia de extraccion usando diferentes solventes para
la extraccion de lipidos a partir de biomasa algal con el método Soxhlet.

1.1.2.4 Estudiar la productividad de lipidos con las microalgas Chlorella y
Scenedesmus cultivadas bajo diferentes condiciones de nutrientes.

1.1.2.5 Aplicar un pretratamiento de disrupcién celular térmico y fisico a la
biomasa de la microalga Chlorella y comparar la productividad de lipido con

respecto a la biomasa sin pretratamiento.
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1.2 Descripciéon General

El presente documento inicia con una revision de literatura enfocada en la
produccion de biodiesel a partir de microalgas, donde se detalla el potencial,
las diferentes tecnologias para la produccion de biomasa algal y los sistemas
lagunares en donde estas pueden crecer. Posteriormente en el capitulo 3 se
detalla los materiales y métodos utilizados en los procedimientos
experimentales tanto para la produccion de biomasa algal como para la
extraccion de lipidos. Los resultados obtenidos a lo largo de la experimentacion
se muestran en el capitulo 4 donde se incluye una discusion de los mismos y
se hace una comparacion de éstos con diferentes bibliografias. Finalmente se
encuentra conciso en el capitulo 5 las conclusiones y recomendaciones
derivadas de este proyecto de investigacion que podra establecer futuras
lineas de investigacion para aprovechar las nuevas fuentes de energia
renovable como el biocombustible. Por dltimo se enlistan las referencias

citadas a lo largo del documento.
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CAPITULO 2

2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 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 econdémico, tecnolégico, y
los patrones de consumo de las grandes potencias en los ultimos siglos (Perez,
2008). Puesto que las fuentes fésiles de energia son limitadas, convirtiéndose
en insostenibles por la disminucion en todo el mundo, y agravado por el
impacto ambiental de las emisiones de CO, 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).

Cambiar el sistema energético hacia las energias renovables es en principio
posible; el sol y el viento representan una cantidad de energia que supera mil
veces la demanda anual de energia de toda la economia mundial. El desafio
consiste en desarrollar tecnologias adecuadas para su aprovechamiento
sostenible (Hackenberg, 2008). De igual forma, los biocombustibles renovables
y neutros de carbono han crecido en forma importante ambiental y
econdmicamente como combustibles sostenibles (Ramluckan et al., 2014). Las
estrategias energéticas no deberian limitarse sélo al uso de energia renovable,
sino también debe incluir medidas agresivas de conservacion y eficiencia

energética (Perez, 2008).

2.1.1 Fuentes de Energia Renovable Sostenible
Los Suministros de energia renovable y sostenible son ambientalmente

deseables a diferencia de los combustibles fosiles y de fisién. Ejemplos tipicos
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incluyen: Energia Eolica, Energia Solar, Energia marina y de mareas, Células
de combustion y Biocombustibles; como se muestra en la Tabla 1 (Kennedy,
2009).

Tabla 1. Tipos Comunes de Energia Renovable.

Tipos Comunes de Energia Renovable

Energia Edlica

Construccién de molinos de viento y parques edlicos para
aprovechar el viento tanto en tierra como en mar.

Energia Solar

Existen varias tecnologias tales como: equipo fotovoltaico, equipo
solar térmico, eléctrico fotovoltaico y espejos para aprovechar la
radiacion solar, estanques solares.

Conversion de
Residuos

Gas de relleno sanitario, Producciéon de Metano, Conversion de
residuos domésticos tipicos, residuos agricolas y residuos
industriales.

Energia de olas

Generacién de electricidad a partir de la energia natural de los
océanos, energia de las mareas, olas y generadores actuales, y
presas de marea.

Energia Mareomotriz

Aprovechar el movimiento regular de las mareas por presas o
ruedas de agua de marea.

Tecnologias de
Células de
Combustible

Dispositivo de conversién de energia que genera electricidad y calor
combinando electroquimicamente un combustible gaseoso vy un
gas oxidante, CHP (combinacion de calor y energia); varios tipos.

Bombas de Calor :

Transferencias de calor desde el suelo a un edificio, etc.

Plantas de conversion (de cafia de azlcar y de remolacha, maiz,
habas de soya, lino, colza, camilina, etc.) para aprovisionar de
combustible para el transporte, aviones y centrales eléctricas.

Biocombustibles

Produccion y aplicaciones de hidrégeno como combustible de vehiculos a motor.

(Boudghene Stambouli & Traversa, 2002; Kennedy, 2009; Perez, 2008)
2.2 Biocombustibles

2.2.1 Generalidades

El rdpido incremento de la concentracion de didxido de carbono (CO2) en la
atmosfera combinado con el desgaste de las reservas de combustibles fosiles
ha conducido a un mayor interés comercial en las fuentes de energia

renovables. Dentro de las varias alternativas tecnoldgicas, la produccion de

Maria José Pérez 22
Jenny Quishpi



€
Universidad de Cuenca g},

biocombustibles ha recibido mucho interés cientifico en las Ultimas décadas
(Halim et al., 2012).

Los biocombustibles pueden ser definidos como cualquier combustible
producido a partir de biomasa y de algunas fuentes de energia renovables ya
sea para el transporte o propositos de quema. Estos pueden producirse a partir
de productos agricolas y forestales como azlcar, trigo, maiz o semillas
oleaginosas, también incluye la madera y cantidades biodegradables de las
industrias y residuos municipales, asi como el estiércol (Dufey, 2006; Koizumi,
2014). Las microalgas han surgido como una opcion promisoria para la
produccion de biodiesel (Fernandez, Montiel, Milan, & Badillo, 2012), debido a
gue pueden producir una variedad de compuestos valiosos tales como los
acidos grasos, su capacidad de producir biomasa y su logro en la captura de
CO; (Glembin, Kerner, & Smirnova, 2013).

2.2.2 Clasificacion de los 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 transformacion
gue 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
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biocombustible usado a nivel global (Dufey, 2006).

Los biocombustibles secundarios se pueden clasificar en tres generaciones:
biocombustibles de primera, segunda y tercera generacion (Figura 1) 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).

|Biocombustib|es|

\i
! !

| Primarios | Secundarios

v

J

Vi

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

Gas de relleno
sanitario o Biogas.

1ra Generacion

Bioetanol o Butanol por
Fermentacion de almidon
(de trigo, cebada, maiz,
papas) o azUcares,
remolacha, etc)

Biodiesel por transerifi-
cacion de cultivos oleagi-
nosos (colsa, soya, giras-
oles, palma, coco, grasas
de animales, aceite usado
de cocina, etc.)

2da. Generacion

Bioetanol y biodiesel
producido con tecnologias
convencionales pero basa-
das en un nuewo almidoén,
aceites y cultivos de azu-
cares como Jatropha,
Cassava o Miscanthus.

Bioetanol, Biobutanol,
Syndiesel producido de
materiales
lignocelulosicos (e.j paja
madera y hierbas.

3ra. Generaciéon

Biodiesel de Microalga

Bioetanol de microalga
y algas marinas.
Hidrégeno de microal-
gas verdes y microbios

Figura 1. Clasificacion de Biocombustibles. Adaptada de (Dragone et al., 2010; Mosquera
Martinez & Merino Ruesga, 2006)

La digestion de la biomasa en condiciones anaerobias da origen al llamado
biogas o biometano, producto de alto valor calérico. Este tipo de transformacion
se produce de manera espontanea en pantanos o fondos de lagunas y lagos
en los que hay depdsitos de materia organica. También se produce en los
vertederos de residuos solidos 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 CO,

(25-45%). Este puede ser usado como gas combustible y también ser
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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 azlcares o
almidon o de biomasa lignocelulosa (Diez Bellido, 2013). En general, dos
meétodos son adoptados normalmente para la produccion de bioetanol a partir
de biomasa. El primero es un proceso bioquimico, es decir, la fermentacion y la
otra es por termo-quimica o gasificacibn. Un nimero de ventajas se han
reportado en la produccion de bioetanol a partir de algas. El proceso de
fermentacion implica menos consumo de energia y es mucho mas simple en
comparacioén con el sistema de produccién de biodiesel. Adicionalmente, el
CO, producido como un subproducto del proceso de fermentacién puede ser
reciclado como fuentes de carbono para el cultivo de microalgas, reduciendo
asi las emisiones de gases de efecto invernadero. Sin embargo, la tecnologia
para la produccion comercial de bioetanol a partir de microalgas esta todavia

en desarrollo y se sigue investigando (Gendy & El-Temtamy, 2013).

2.2.2.1 Biodiesel

Biocombustible liquido compuesto de alquil-ésteres de alcoholes de cadena
corta como etanol y metanol, con acidos grasos de cadena larga obtenidos a
partir de biomasa renovable: aceites vegetales (de girasol, colza, soya o
palma), aceites usados (de fritura) (Zhang, 2003), grasas animales y aceites de
microalgas (Fernandez et al., 2012). La principal ventaja del biodiesel es que
es uno de la mayoria de los combustibles renovables, no téxico y
biodegradable (Gendy & EI-Temtamy, 2013).

Existen diversas metodologias para la produccion de biodiesel: uso directo de
aceites o mezclas de éstos con diésel fésil, microemulsiones, pirdlisis y
transerificacion, siendo esta Ultima la solucion més factible. La transerificacion
es la reaccion entre triglicéridos y un alcohol alifatico de cadena corta

especialmente el metanol para producir alquil-ésteres de &acidos grasos
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(biodiesel) y glicerol como subproducto, previo tratamiento con hidréxido 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, & Ramirezl, 2013; Fernandez et al., 2012;

Martinez-Alcald).

0]
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CH,—0 R CH;—OH o
1. KOH \ -
CH—O. _R _— (_,‘H—C]H + CHi0 “R
. YHH* |
CH—0. 0O R 2 CH30RM CHy—OH
J
Aceite Glicerol Ester metilico

de acido graso

Figura 2. Reaccion de Transerificacién de aceite para obtener biodiesel (Martinez-Alcala).

2.2.3 Potencial de los Biocombustibles

Los biocombustibles tienen cuatro caracteristicas principales. La primera al ser
renovables, la energia derivada de estos puede ser repuesta a una velocidad
mas rapida que la energia que se consume. Las fuentes de combustible fésil se
ven limitadas por las inexistencias de reservas, mientras que los
biocombustibles son producidos a partir de una fuente de energia renovable; la
biomasa. La segunda caracteristica es que el uso de biocombustibles puede
contribuir a la seguridad energética. Esto puede reducir la dependencia del
petréleo de fuentes extranjeras de energia y también puede cambiar el gasto
de las importaciones de energia extranjera a la energia producida en el pais.
La tercera caracteristica es que se espera que los biocombustibles generen
menor cantidad de emisiones de gases de efecto invernadero (GHG) que
actualmente son producidos por combustibles fésiles. La dltima caracteristica
es que los biocombustibles pueden contribuir para impulsar el desarrollo rural y
agricola; creando nuevas oportunidades de trabajo y nuevas fuentes de ingreso

para granjeros y areas rurales. Estas caracteristicas son los principales
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incentivos para promocionar las politicas de biocombustibles en muchos paises
granjeros (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 produccion de primera generacion tienen considerables
limitaciones econOmicas y ambientales. La preocupacibn mas comun
relacionada es que a medida que las capacidades de producciébn aumentan,
también lo hace su competencia con la agricultura por las tierras de cultivo
dedicadas a la produccion de alimentos. El aumento de la presion sobre la
tierra cultivable utilizada 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 generacidbn estd disefiada para producir
combustibles a partir de biomasa lignocelulosa, la parte lefiosa de plantas que
no compiten con la produccion 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 azlcar. Sin embargo, la conversion de la biomasa de madera
en azlcares fermentables requiere costosas tecnologias que implican un
tratamiento previo con enzimas especiales, lo que significa que los
biocombustibles de segunda generacibn aun no se pueden producir
econémicamente a gran escala. Por lo tanto, los biocombustibles de tercera
generacion derivados de microalgas se consideran como una energia
alternativa viable que estd desprovista de los principales inconvenientes
asociados con la primera y segunda generaciéon de biocombustibles. Las
microalgas son capaces de producir 15 a 300 veces mas aceite para la
produccion de biodiesel de los cultivos tradicionales en funcion de la superficie.

Ademas en comparacion con las plantas de cultivo convencionales que
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normalmente se cosechan una vez o dos veces al afo, las microalgas tienen
un muy corto ciclo de cosecha (1-10 dias dependiendo del proceso), lo que
permite multiples o continuas cosechas con un aumento significativo de los

rendimientos (Dragone et al., 2010).
2.3 Microalgas como fuente de Biocombustible

2.3.1 Introduccion

El uso de microalgas para la produccién de biodiesel ha surgido como una
opcion prometedora, debido a que presentan mayor eficiencia fotosintética, son
mas eficaces en la asimilacion de CO; y otros nutrientes con respecto a las

plantas, y acumulan entre 20 y 80% de triglicéridos, entre otros (Chisti, 2008).

La produccion de biodiesel a partir de los lipidos extraidos de microalgas, han
sido considerados como una prometedora y potencial fuente de combustible
renovable que podria 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 tiempo y/o secado intensivo
de energia, y los procesos de extraccion de lipidos (Taher, Al-Zuhair, Al-
Marzougqi, Haik, & Farid, 2014).

Cualquier proceso de produccidon 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
gue los combustibles fosiles convencionales, y por ultimo, debe coincidir con
las especificaciones estandar de calidad de los combustibles (Gendy & El-
Temtamy, 2013).

2.3.2 Generalidades de las Microalgas
Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos

unicelulares procariotas (cianobacterias) y eucariotas, capaces de convertir la
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energia solar en energia quimica a través de la fotosintesis, se localizan en
diversos ambientes, bajo un amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad
de nutrientes (Amaya & Sarmiento, 2010). Las microalgas, son thallophytes
(plantas que carecen de raices, tallos y hojas) que tienen clorofila tipo “a” como
su pigmento fotosintético primario (Fernandez et al.,, 2012; Hosikian, Lim,

Halim, & Danquah, 2010).

2.3.3 Potencial de los combustibles a partir de Microalgas

En contraste con otras fuentes de materia prima para la produccion de

biocombustibles, los biocombustibles a base de algas tienen las siguientes

ventajas:

e No tienen un impacto en el suministro de alimentos, al contrario de la
primera generacion de fuentes biocombustibles de aceite comestible como
la soya, la palma y canola (Ramluckan et al., 2014).

e Pueden ser cultivadas en cualquier tierra disponible, agua o solucion salina,
incluso en agua residual de manera que no afecta el uso del suelo para
otros propésitos mientras que fuentes no comestibles de segunda
generacion, como la jatropha, requieren grandes cantidades de tierra
cultivable (BosSnjakovi¢, 2013; Ramluckan et al., 2014),y su cultivo no
requiere el uso de herbicidas o pesticidas (Pefiarranda, Martinez Roldan, &
Villanueva, 2013)

e Nutrientes para su cultivo (nitrégeno y fésforo, principalmente) se puede
obtener a partir de aguas residuales; por lo tanto, hay una posibilidad para
ayudar al tratamiento de aguas residuales municipales (BoSnjakovi¢, 2013).

e Las microalgas, como las plantas, usan la luz solar y el proceso fotosintético
para producir lipidos, pero lo hacen de manera mas eficiente debido a su
estructura simple ademas, que las células crecen en suspension acuosa, y
tienen un acceso mas eficiente al agua, CO,, y otros nutrientes (Brennan &
Owende, 2010; Dragone et al., 2010; Ramluckan et al., 2014).

e El biocombustible resultante es completamente biodegradable y no contiene
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sustancias nocivas como el azufre, no es toéxico.(Dragone et al., 2010).

e Tienen un rapido potencial de crecimiento, existen especies capaces de
cuadruplicar su biomasa en un solo dia (Hackenberg, 2008) y varias
especies tienen porcentajes entre 20 a 50% de contenido de aceite del peso
seco de biomasa (Bosnjakovi¢, 2013).

e La produccién de biomasa de microalgas puede fijar el CO, (1 kg de
biomasa de algas fija aproximadamente 1,83 kg de CO,).

e La biomasa de algas también se puede utilizar para la produccién de
alimento animal, etanol o0 metano. Los acidos grasos libres que se forman a
partir de la hidrdlisis de los triacilgliceroles pueden ser utilizados en la
cosmeética e industria farmacéutica. El glicerol se puede utilizar para la
sintesis de productos quimicos o como una fuente de carbono para
microorganismos.

e Calculos tedricos estiman que las microalgas tienen el potencial para
producir mayor cantidad de biomasa y de aceite por hectarea que cualquier
planta oleaginosa (Pefiarranda et al., 2013). En teoria hectareas de algas
pueden producir hasta 100.000 galones de biocombustible por afo
(Bosnjakovi¢, 2013).

e El contenido oleaginoso y el perfil de composicion lipidica de las microalgas,
puede ser controlado en funcion de las condiciones de cultivo,
principalmente mediante la limitacibn de nutrientes (Garibay, Vazquez-
Duhalt, Sanchez, Serrano, & Martinez, 2009).

2.3.4 Produccion de Biocombustibles de Microalgas

La biomasa de microalgas contiene tres componentes principales: proteinas,
carbohidratos vy lipidos (aceite) (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 (2) lipidos
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polares que pueden sub-clasificarse en fosfolipidos (PL) y glicolipidos (GL)
(Halim et al., 2012).

El proceso de produccion de biodiesel a partir de microalgas esta conformado
en términos generales por las siguientes etapas indicadas en la Figura 3
(Garibay et al., 2009). Cultivo de Biomasa, el agua, los nutrientes, el CO, y la
luz, son proporcionados a los sistemas de cultivos (abiertos, cerrados o
hibridos). EI CO, suministrado puede provenir del aire del ambiente, o bien, los
sistemas de cultivo pueden ser acoplados a flujos ricos con este gas
procedente de emisiones industriales, tales como las de las plantas
generadoras de energia eléctrica. La Cosecha, la biomasa producida es
separada del agua y los nutrientes residuales son recirculados hacia la etapa
inicial de produccion de biomasa. El Secado, y la Extraccion de lipidos, seguido
por la Conversion de lipidos extraidos a biodiesel y glicerol mediante la
Transerificacion, y, finalmente, la purificacién del biodiesel producido (Garibay
et al., 2009; Taher et al., 2014).

Luz Nutrientes Lipidos y
acidos grasos
o d - — " libres
C.u tivo de Cosecha Secado Disrupcion Celular Transerificacién
Microalgas y Extraccién de aceite
/]\ /I\ T Almidén . \l/
Agua CO2 Reciclaje de y Biodiesel

proteinas
la Cosecha

Hidrolisis
del almidoén

Fermentacion —>| Destilacion

v

Bioetanol

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

El esquema conceptual mostrado en la Figura 3 puede incluir etapas
adicionales que posibiliten acoplar la produccibn de biodiesel al
aprovechamiento de los co-productos, es decir, el glicerol y la biomasa residual
microalgal libre de lipidos, ya sea directamente como insumos industriales, en

la alimentacion humana, animal y/o acuicola; o indirectamente a través de su
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transformacion en productos alternos tales como biogas o bioetanol (Garibay et
al., 2009).

A fin de que el biodiesel de microalgas sea sostenible con el medio ambiente,
el total de CO, emitido en las etapas de procesamiento aguas abajo debe ser
inferior o al menos igual al total de CO, capturado originalmente por las células
de microalgas durante su cultivo. Por lo tanto, los procesos seleccionados en
cada paso deben apuntar a reducir al minimo el consumo de energia (Halim et
al., 2012).

2.3.4.1 Tecnologias para el cultivo de microalgas
Las algas pueden cultivarse de dos maneras: de forma abierta o sistemas
cerrados. Los cultivos abiertos comprenden sistemas naturales (lagos, lagunas,

estanques), artificiales, de superficie inclinada y estanques tipo circuito

(‘Raceway ponds’) (Figura 4-a). Fotobioreactores son usados como sistemas
de cultivo cerrado (Figura 4-b) (Garibay et al., 2009; Halim et al., 2012).

Figura 4. Sistemas para produccién de microalgas. (a) Sistema tipo ‘circuito’: tipo de
sistema con paletas giratorias para la circulacion del agua. (b) Fotobioreactor tubular
(Bosnjakovié, 2013)

En un sistema abierto, las microalgas crecen en el entorno en donde los
pardmetros de cultivo (temperatura y la intensidad de la luz) dependen de las
condiciones meteorolégicas. Las microalgas cultivadas en un sistema de este
tipo a menudo sufren de tasas de crecimiento inconsistentes y son mas
susceptibles a la invasion de especies locales. Por otro lado, las microalgas

cultivadas en sistemas cerrados pueden tener condiciones de cultivo
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controladas. A pesar de proporcionar una mejor proteccion contra la invasion
de especies locales, los sistemas cerrados no son preferidos debido a su alto

costo de operacion (Halim et al., 2012).

2.3.4.2 Tecnologias para la cosecha de microalgas

Existen diferentes métodos de cosecha utilizados para eliminar el agua del
cultivo de microalgas: centrifugacion; filtracién; sedimentacién; floculacion y
flotacion (BoSnjakovi¢, 2013; Halim et al., 2012; Taher et al., 2014). Estos
meétodos han demostrado ser eficaces, pero costosos, representando 20-35%

del costo total de la produccion de biomasa (Taher et al., 2014).

La floculacién se puede utilizar como una etapa de deshidratacién inicial en el
proceso de recoleccion que mejorara significativamente la facilidad del
procesamiento adicional (Dragone et al., 2010). Durante la floculacion, las
células de microalgas se adhieren entre si para formar agregados pesados que
luego se sedimentan y son concentrados (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 flotacion estan basados en la captura de las
células de algas usando micro burbujas de aire dispersas, por lo tanto, al
contrario de la floculacion, no requiere adicion de quimicos. Algunas cepas
flotan naturalmente hacia la superficie del agua mientras el contenido de lipido
algal incrementa. Aunque la flotacién ha sido mencionada como un método
potencial de cosecha, existe una evidencia muy limitada de la vialidad técnica o
econdmica (Brennan & Owende, 2010). Aparatos de Centrifugacion,
funcionan con el principio de sedimentacién, donde la aceleracion centripeta se
utiliza para la distribucion uniforme de sustancias con densidad mas alta y mas
baja. Aunque depende de las especies de algas y el tipo de maquina que se
utiliza, el método es bastante rapido, eficaz y confiable, pero al rotar puede

dafar las células sensibles de las algas. La tecnologia de cosecha de
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microalgas por centrifugacion es muy cara. Por lo tanto, es rentable so6lo para
la produccion a gran escala de algas en sistemas abiertos (BoSnjakovi¢, 2013).
Filtracidn, un medio que consiste de microalgas y agua, es filtrado a través de
una membrana permeable con fuerza al vacio colectando la biomasa. La
filtracion es muy eficiente a bajas densidades de microalgas, pero es costoso y

consume mucho tiempo (Bosnjakovi¢, 2013).

2.3.4.3 Proceso de Secado

Por otra parte, se requiere usualmente una etapa de secado antes de la
extraccion de lipidos de las células de las microalgas cosechadas. Secado al
sol es el método comunmente mas usado, ya que utiliza directamente la
energia solar. Sin embargo, es un proceso que consume tiempo y la velocidad
de secado, sigue siendo el desafio principal de dicho proceso. Otros procesos
mas rapidos son intensivos en energia y/o pueden alterar la estructura de los
lipidos y la proteina rica de la biomasa sobrante, afectando su calidad. El paso
del secado, se considera como el principal obstaculo de la produccién de
biodiesel a base de algas. Por lo tanto, la energia neta positiva del biodiesel de
microalgas se podria obtener si se realiza la extraccibn en humedo. Seria
econdmicamente favorable para evitar la etapa de secado (Taher et al., 2014),
pero disminuyendo también la eficiencia de la extraccion (Gonzalez., Kafarov.,
& Monsalve., 2009).

2.3.4.4 Proceso de Pretratamiento

Los microorganismos algares 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 estan intimamente relacionados con la disrupcion
celular ya que es utilizada para mejorar la liberacién de los lipidos de las algas

y mejorar el acceso del solvente en la extraccion de los acidos grasos (Galindo
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& Gonzéles, 2010).

Entre los métodos que han sido usados para tal fin se encuentran métodos
fisicos y quimicos, como ultrasonido, microondas, molino de bolas, autoclave,
homogenizadores de alta presion, enzimas, lisis acida, lisis alcalina, y choque
osmotico (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).

2.3.4.5 Extraccion de lipidos

Con el fin de producir biodiesel a partir de la biomasa celular algal, los lipidos
deben ser extraidos de la célula y recolectarse. Esto requiere la interrupcién o
ruptura de la célula algal y se puede lograr usando una variedad de métodos
incluyendo rotura mecénica y quimica, extraccion con solvente, extraccion con
fluidos supercriticos, y combinaciones y/o variaciones de estas técnicas
(Sathish, 2012). Varios métodos de extraccion pueden ser utilizados para
extraer el lipido a partir de biomasa seca de microalgas. Las técnicas
comunmente mas usadas son Folch, Bligh y Dyer, y Soxhlet. (Taher et al.,
2014). Existen varios estudios de la etapa de extraccion del aceite de las
microalgas para su posterior transformacién a biodiesel debido a la importancia
de esta etapa en la eficiencia y los costos globales del proceso (Gonzéalez. et
al., 2009).

2.3.4.6 Transerificacion de Lipidos

Como se menciond con anterioridad en la seccion 2.2.2.1, la transerificacién es
la reaccion entre triglicéridos y un alcohol especialmente el metanol para
producir alquil-ésteres de acidos grasos (biodiesel) y glicerol como
subproducto, previo tratamiento con hidréxido de sodio. Cuando el metanol se
utiliza, la reaccion produce el éster metilico de acido graso (FAME) o biodiesel
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(Halim et al., 2012).

En experimentos a escala de laboratorio, donde solo pequefas 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 reaccién, 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 andlisis de la composiciéon
FAME del biodiesel purificado de los lipidos se lleva a cabo utilizando un

cromatégrafo de gases (Halim et al., 2012).

2.3.5 Métodos de Extraccion de aceite

Extraccion de lipidos con solventes. Técnicas de extraccidon con solvente
son ampliamente usadas y eficaces para la extraccion de lipidos a partir de
microalgas (Russin et al., 2010). Esto es debido a la alta solubilidad de los
lipidos en solventes no polares tales como cloroformo, hexano y éter de
petréleo. Existen diferentes protocolos de extraccion estandar tal como la
extraccion 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 & Dyer. Consiste en la homogenizacion a alta velocidad
de la biomasa con una mezcla metanol-cloroformo en una proporcion de 2 a 1.
Luego de esto se realiza una filtracion y una centrifugacion, después de la cual
guedan separadas las fases de metanol y cloroformo. Luego, se realiza una

evaporacion del cloroformo y se obtiene el aceite extraido. Este método ha
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obtenido muy buenos resultados en la extraccién de aceite de microalgas y se
utiliza con frecuencia como complemento de métodos de destruccion mecanica
o de autoclavado, aunque posee la desventaja de ser poco amigable con el

ambiente debido a la toxicidad de los solventes utilizados.

Extraccion asistida por microondas. La extraccion asistida por microondas
aprovecha la polaridad de las moléculas que componen la estructura de la
microalga como los lipidos y las proteinas para crear friccion y por consiguiente
calor, lo cual hace que el agua contenida en la célula escape debilitando la

pared celular.

Extraccion mediante ultrasonido. Consiste en la exposicion de las
microalgas a ondas acusticas de una frecuencia determinada, la utilizacion de
ondas acusticas para la destruccion de la pared celular de las microalgas fue
estudiada entre otros por Faerman et al, quienes demostraron
experimentalmente que la aplicacion de ultrasonido a baja frecuencia, causa
una fuerte destruccién celular, incluso mayor que cuando se aplican ondas de

alta frecuencia (Gonzalez. et al., 2009).

Extraccién mediante fluidos supercriticos. Estos métodos surgieron como
una alternativa al empleo tradicional de grandes cantidades de solventes
toxicos para realizar extracciones. De este tipo de procesos, los mas
prometedores son la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), y la extraccion
con agua subcritica (SWE). Estas técnicas se caracterizan por poseer cortos
tiempos de extraccion y altas selectividades. EI CO, es el solvente mas
utilizado como fluido supercritico debido a la facilidad para su eliminacién
después de la extraccion, baja toxicidad y costo, aunque posee la desventaja
de tener una baja polaridad, por lo que su eficiencia baja a la hora de extraer

componentes polares (Gonzalez. et al., 2009).

Autoclavado. El autoclave originalmente es un aparato que se utiliza para
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esterilizar instrumentos médicos u otros objetos por medio de presion y agua a
altas temperaturas. Una ventaja de esta técnica para ser utilizada en la
extraccion de aceite de microalgas, es que se puede trabajar con la biomasa
himeda, lo cual evade la etapa de secado de la biomasa de microalgas,
durante la cual se pueden degradar los lipidos presentes en las algas y
aumenta los costos globales de proceso (Gonzalez. et al., 2009).

Método de Extraccion Soxhlet. EI método Soxhlet es un método
convencional utilizado para extraer productos naturales de materias organicas
(Araujo et al., 2013). El sistema de extraccion Soxhlet ha sido ampliamente
utilizado en la extraccion de aceite de microalgas. Este sistema, se compone
de un balon donde se encuentra un solvente organico que es calentado hasta
su ebullicion; un tubo de extraccién Soxhlet, donde es colocada la muestra, la
cual va contenida en un cartucho de celulosa. También contiene un
condensador, después de evaporarse, el solvente organico es condensado y
cae al tubo Soxhlet, en el cual el solvente extrae el aceite contenido en la

biomasa hasta que el tubo se llena.

/ condensador

Camara de
Extraccion

vapoi‘ /Sifon
7

Brazo para Solvente de
ascenso del Extraccion
vapor

Balon de
Ebullicion

Figura 5. Equipo Soxhlet

Cuando el tubo esta lleno de solvente, este es sifonado hasta el balén que

contiene el resto de solvente y se repite el proceso (Figura 5).
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Una gran cantidad de solventes se han utilizado como solventes de extraccion
en el método Soxhlet, el uso de un solvente no polar sera selectivo al extraer
lipidos no polares de las microalgas como los triglicéridos, los cuales son

lipidos ideales para la produccion de biodiesel (Gonzalez. et al., 2009).

El solvente hexano ha sido evaluado como solvente de extraccion para
microalgas en el sistema Soxhlet con resultados interesantes, el hexano es
relativamente econdmico, facil de recuperar después de la extraccion y posee
selectividad hacia los lipidos neutros (Gonzalez. et al., 2009). El método de
extraccion Soxhlet fue elegido por Ramluckan et al., debido a su simplicidad de
operacion, seguridad relativa y la posibilidad de escalado a nivel de planta

industrial.

2.3.6 Factores de productividad y de producciéon de biocombustibles de
microalgas

El contenido de lipidos de microalgas varia considerablemente de una especie
a otra y podrian variar, en términos de biomasa del peso en seco, entre 5y
77% (Tabla 2) (Brennan & Owende, 2010). Es posible aumentar la
concentracion mediante determinados factores de crecimiento (Brennan &
Owende, 2010), tales como: el nivel de nitrégeno, intensidad de la luz, (Weldy
& Huesemann, 2007), temperatura, la salinidad (Quin, 2005), la concentracién
de CO, (Morais & Costa, 2007), el procedimiento de cosecha (Chisti, 2008), la
relacion de ciclo luz / oscuridad, y la tasa de aireacion (Halim et al., 2012).
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Tabla 2. Contenido de Aceites de algunas Microalgas (Chisti, 2007)

Contenido o
Cultivo  Especie de microalga lipidico i Ff;gducnwdao!
(% peso seco) pidica (mg/l dia)
Botryococcussp. 25,0-75,0 -
Chlorellaemersonni 25,0-63,0 10,3 - 50,0
Chlorellawlgaris 5,0 - 58,0 11,2 - 40,0
Agua Chlorellasp. 10,0 - 48,0 42,1
Dulce  Chlorococcumsp 19,3 53,7
Scenedesmusobliquus 11,0 - 55,0 -
Scenedesmusquadricauda 1,9-18,4 35,1
Scenedesmussp. 19,6 -21,1 40,8 - 53,9
Dunaliella salina 6,0 - 25,0 116
Dunaliellasp. 17,5-67,0 33,5
Nannochlorissp. 20,0 - 56,0 60,9 - 76,5
Agua  Nannochloropsisoculata 22,7 - 29,7 84,0 - 142,0
Marina  Nannochloropsissp. 12,0 - 53,0 60,9 - 76,5
Neochlorisoleoabundans 29,0 - 65,0 90,0 - 134,0
Paviova salina 30,9 49,4
Spirulinaplatensis 4,0-16,6 -

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 mas 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 el 20%. Células de
microalgas generalmente responden a condiciones de escases de nutrientes
mediante la intensificacion de la via metabdlica que sintetiza lipidos neutros.
Lipidos Neutros (Acilgliceroles) son deseables para la produccién de biodiesel

a escala comercial por dos razones principales, debido a que, a escala
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industrial la transerificacion estéd disefiada para procesar acilgliceroles y estos
generalmente tienen un menor grado de insaturacion que otras fracciones de
lipidos (lipidos polares) (Halim et al., 2012). Para una produccion econémica 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 las condiciones para favorecer una alta
productividad de biomasa suele dar lugar a una baja acumulacion de lipidos, y

viceversa (Taher et al., 2014).
2.4 Sistemas Lagunares

2.4.1 Generalidades

Los métodos actuales de cultivo de microalgas para produccion de
biocombustibles resultan costosos (Jonker & Faaij, 2013), por lo que una
alternativa econdémica y ambientalmente viable seria aprovechar los efluentes
de sistemas lagunares tales como lagunas de estabilizacion (WSP) y lagunas
de algas de alta tasa (HRAP), que contienen altas concentraciones de estos
microorganismos (Durazno, 2009), con una notable reduccion de la huella de
carbono global generada por el sistema de tratamiento. Una gran ventaja de las
HRAP’s comparadas con las WSP’s es la recuperacion del recurso de la
biomasa algal, para usarse como fertilizante, alimento rico en proteinas o
biocombustible, y agua como efluente tratado a un estandar alto. Aunque el
uso solo de HRAP’s para la produccién de biocombustibles no es econdmico,
el acoplamiento del tratamiento de las aguas residuales con la produccion de
biocombustibles se considera financieramente viable (Sutherland, Turnbull, &
Craggs, 2014).

No hay un sistema estandar y unico de lagunas para el tratamiento de aguas
residuales. Hay varios tipos de lagunas que se clasifican de acuerdo a los flujos
hidraulicos, los procesos dominantes bioquimicos, la eliminacion de nutrientes

y patégenos, etc. El uso combinado de diferentes lagunas da como resultado
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un "sistema" con diferentes requerimientos de tierra, mano de obra operativa y
energética. El término Lagunas de Estabilizacion de Residuos (WSP) cubre
varias variantes de la tecnologia de lagunas de tratamiento de aguas
residuales. El mas conocido y ampliamente utilizado es el sistema secuencial
compuesto por lagunas anaerobias, facultativas y de maduracion. Sin embargo,
hay otras variantes importantes en la tecnologia de tratamiento de lagunas
como las lagunas de algas de alta tasa y las lagunas aireadas (A. Alvarado,
2013).

En los sistemas lagunares para el tratamiento de aguas residuales, la remocion
de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), solidos suspendidos, nutrientes,
coliformes, bacterias, y la toxicidad son el objetivo principal de conseguir aguas
residuales purificadas (Abdel-Raouf, Al-Homaidan, & Ibraheem, 2012).

2.4.2 Lagunas de Estabilizacién (WSP)

El "pasado" de las lagunas de estabilizaciébn pertenece principalmente a la
experiencia temprana y a los cédigos de disefio (como los "Ten States
Standards") en Estados Unidos y a dos profesores de ingenieria en particular:
Oswald en EE.UU. y de Marais, en el sur de Africa. El trabajo de estos dos
pioneros de investigacion de WSP es el fundamento basico de las actuales
WSP (Mara, 2009).

Las lagunas de estabilizacién (WSP) son una serie de lagunas grandes y poco
profundas que tratan aguas residuales crudas a través de procesos naturales
relacionados con las bacterias y algas. El tratamiento lagunar es una de las
técnicas de tratamiento mas comunes para las aguas residuales en el mundo.
Las WSP son usadas para tratar una variedad de aguas residuales, que
proceden desde el hogar a la industria. Estas funcionan en una amplia gama
de condiciones climaticas y se pueden utilizar para pequefias comunidades
rurales, asi como para grandes poblaciones. También son conocidas por su

tratamiento econdémico de las aguas residuales en los lugares donde grandes
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extensiones de tierra estén disponibles (Andrés Alvarado, Vedantam, Goethals,
& Nopens, 2012). La ventaja mas importante de este tipo de tratamiento es la
simplicidad en la construccion y operacion. Se requiere un minimo de
supervision para la operacién diaria, para la limpieza de las obras de entrada y
salida. Adem4s, el sistema tiene una alta fiabilidad, ya que depende de
procesos naturales y no hay necesidad de un equipo que puede fallar
(Sperling, 2007a).

La Tabla 3 describe brevemente las ventajas y desventajas de las lagunas de

estabilizacion de residuos (WSP).

Tabla 3. Ventajas y desventajas de WSP
VENTAJAS DESVENTAJAS

Simplicidad, son de facil construccion:
el movimiento de tierras es la actividad
principal; otras obras civiles son
esencialmente minimas, como la
construccion del terraplén de la laguna
y la proteccion y, de ser necesario, un
revestimiento de la laguna.

Liberacién de olor, todas las plantas
de tratamiento de aguas residuales
sobrecargadas tienen problemas de
olor, WSP no son una excepcion; pero
si son adecuadamente disefiados,
operados y mantenidos no tienen este
problema.

Bajo costo, si se compara este tipo de
sistema con otras opciones de
tratamiento de aguas residuales, el
WSP casi siempre cuesta menos, tanto
para el costo de inversion inicial y los
costos de operacién y mantenimiento.

Suelo, este sistema requiere mucha
mas tierra que los procesos de
tratamiento convencionales, tales como
zanjas de oxidacibon o de lodos
activados.

Alta Eficiencia, son extremadamente
eficientes. Pueden ser faciimente
disefiados para lograr una remocion de
DBO vy solidos suspendidos > 90%, asi
mismo de la absorcién de amonio.

Calidad del efluente, Debido a la
presencia de algas en la laguna los
efluentes de WSP pueden ser altos en
DBO y sdlidos suspendidos (SS).

2.4.2.1. Configuracion tipica de las lagunas de estabilizacion

Un sistema WSP por lo general consiste en una combinacion de lagunas
facultativas y de maduracion. Lagunas anaerobias o aireadas también se
pueden afiadir al sistema para efectos de pre tratamiento de aguas residuales

de alta resistencia (Janssens, 2010). La Figura 6 muestra una configuracién
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tipica de las lagunas de estabilizacion (WSP).

REJA ., LAGUNA ANAEROBIA | AGyNA FACULTATIVA LAGUNA DE MADURACION EN SERIE
x MEDICION (o AIREADA
DESARENADOR
DE FLUJO - — < <
~P-E-\ [ e

l 1 CUERPO
Fase Fase RECEPTOR
Solida Solida

Figura 6. Configuracion Tipica de una Laguna de Estabilizacion (WSP) (Janssens, 2010).

Las lagunas anaerobias son por lo general el primer tipo de laguna que se
utiliza en una serie de lagunas de estabilizacion. Tienen una profundidad de 2 a
5 m y reciben una carga organica alta (normalmente > 100 g DBO / m® dia) que
no contienen oxigeno disuelto ni algas, aunque de vez en cuando una pelicula
delgada de Chlamydomonas puede estar presente en la superficie. Funcionan
como tanques sépticos abiertos, y su funcion principal es la remocion de DBO
(Mara, 2004).

Las lagunas facultativas son las mas comunes en el tratamiento de lagunas.
El término facultativo se refiere al hecho de que estas lagunas consisten en 3
zonas: una zona anaerobia, aerobia, y facultativa. La zona anaerobia de estas
lagunas tiene caracteristicas similares a las lagunas anaerobias. La capa
superior o zona aerobia se oxigena debido a la presencia de una alta
concentracion de algas, que producen oxigeno a través de la fotosintesis. Este
ultimo depende de la disponibilidad de energia solar. Sin embargo, al aumentar
la profundidad, disminuye la penetracién de la luz, haciendo que el consumo de
oxigeno sea mayor que su produccién, con una ausencia ocasional de oxigeno
a partir de una cierta profundidad. Por otra parte, la fotosintesis no se produce
durante la noche y la ausencia de oxigeno puede prevalecer. La zona
facultativa es donde la presencia o ausencia de oxigeno puede ocurrir, donde

prevalecen las bacterias que pueden sobrevivir en estas dos condiciones.
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Cuando hay ausencia de oxigeno las bacterias utilizan nitrato como receptor de
electrones (Sperling, 2007a).

A continuacion de las lagunas facultativas, estan las lagunas de maduracion
gue sirven como un tratamiento terciario, debido a que reciben una baja carga
organica y de nutrientes. Estas estan por lo general bien oxigenadas y su
funcion principal es eliminar los agentes patdgenos, también puede lograr una

cantidad significativa de eliminacion de nutrientes (Janssens, 2010).

2.4.2.2 Microalgas presentes en lagunas de estabilizacion

En la zona aerobia, la fotosintesis se lleva a cabo por una amplia variedad de
microalgas. Su concentracion es por lo general inferior a 200 mg/l (peso seco)
y su niimero puede alcanzar entre 10* a 10° organismos por ml. La produccién
diaria de algas se encuentra en un rango entre 10 a 66 g/m?. Concentraciones
de clorofila “a” en lagunas facultativas suelen oscilar entre 500 a 2000 pg/l (A.
Alvarado, 2013). En la Tabla 4 se muestra una revision de las algas que con

frecuencia se encuentran en las lagunas facultativas y de maduracion.

Los principales tipos de algas presentes en WSP son las algas verdes
(Chlorophyta) y las algas pigmentadas (Euglenophyta). Estas algas son
responsables del color verde de la laguna. Los géneros mas importantes de
estos grupos son Chlorella, Chlamydomonas y Euglena, de los cuales estos
dos ultimos poseen flagelos. Una tercera division de algas presentes en el
sistema son las Cianobacterias, que poseen caracteristicas de bacterias y
algas y son en realidad clasificadas como bacterias. Estos organismos no
tienen organulos locomotores, pero son capaces de moverse a través del
sistema por deslizamiento. Las Cianobacterias tipicamente proliferan en
condiciones de pH bajo y baja disponibilidad de nutrientes, lo que es un
ambiente desfavorable para el crecimiento de las Chlorophytas. Las
Cianobacterias mas importantes presentes en las WSP’s son Oscillatoria,

Phormidium, Anacystis y Anabaena. Otros tipos de algas que se pueden
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encontrar en las WSP’s son Bacillariophyta y Chrysophyta (Sperling, 2007a).

Tabla 4. Especies de algas presentes en lagunas facultativas y de maduracion (A.
Alvarado, 2013)

Género algal Lagunas Facultativas Lagunas de Maduracién
Euglenophyta

Euglena
Phacus

Chlorophyta
Chlamydomonas
Chlorogonium
Eudorina
Pandorina

+ o+ o+ o+ +

Pyrobotrys
Ankistrodesmus -
Chlorella +
Micractinium -
Scenedesmus -
Selastrum -
Carteria +
Coelastrum -
Dictosphaerium -
Oocystis -
Rhodomonas -

+ + 4+ + + + + + o+ + o+ + + o+

+
]

Volvox
Chrysophyta
Navicula +
Cyclotella -
Cyanobacteria

Oscillatioria
Arthrospira
Spirulina -

Las especies y géneros de algas dominantes en una laguna parecen depender
de la carga organica en la superficie de la laguna. Ya que en la mayoria de los
casos, cuando la carga organica en el sistema aumenta, la diversidad de la
comunidad de algas disminuye. Los estudios sobre WSP’s en el noreste de

Brasil muestran que las lagunas con una carga organica de mas de 30 kg
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DBO/ha dia, tienden a promover las especies de los géneros flagelados (e.qg.,
Euglena, Pyrobotrys y Chlamydomonas) en la flora de algas. Con cargas mas
bajas, Chlorella y Scenedesmus son mas abundantes y la comunidad de algas
llega a ser mas diversa. Esto se debe a que con el aumento de las condiciones
turbias los organismos no flagelados con sus mecanismos de flotacidn
relativamente ineficientes no pueden competir con la movilidad de las especies
flageladas. Por lo tanto, las especies flageladas son capaces de ajustar su
posicion en la columna de agua en respuesta a las condiciones cambiantes de
luz incidentes a diferencia de las especies no flageladas. Pearson et al. (1987)
encontraron que si las especies no moéviles fueron capaces de mantener su
posicion en un nivel favorable podrian competir con las especies moviles.
Athayde et al. (2001) llegaron a la conclusién, en base a conteos celulares de
algas en las WSP’s que Chlamydomonas es de los géneros de algas mas
tolerante a la contaminacion, mientras que Scenedesmus favorece a la baja
carga de DBO. Estas caracteristicas hacen de Chlamydomonas vy
Scenedesmus los mejores indicadores del impacto de los cambios en la carga
organica (Janssens, 2010).

2.4.3 Lagunas de Algas de Alta Tasa (HRAP)

Las lagunas de algas de alta tasa forman parte de un sistema avanzado de
lagunas (“Advanced Pond System” APS). El sistema APS consiste en una serie
de cuatro tipos de lagunas: lagunas facultativas avanzadas (AFP), lagunas de
algas de alta tasa (HRAP), lagunas de sedimentacion de algas (ASP), y
lagunas de maduracion. La Figura 7 ilustra la configuracion tipica del sistema

de lagunas avanzadas (APS).

El sistema de lagunas avanzadas APS, esta especialmente disefiado para
optimizar los procesos de tratamiento de aguas residuales y naturales, y
también proporciona oportunidades para la recuperacion de recursos a través

de la captura de biogas para la produccion de energia, la cosecha de la
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biomasa de algas como fertilizante, y la reutilizacion de aguas residuales
tratadas (Craggs, Sukias, Tanner, & Davies-Colley, 2004).

LAGUNAS DE

LAGUNAS SEDIMENTACION LAGUNA DE
ANAEROBIAS LAGUNAS DE ALTA TASA DE ALGAS MADURACION

()

RUEDA DE PALETAS (3-6 rpm) —— 1

AGUA RESIDUAL
CRUDA AGUA

TRATADA

M—

Figura 7. Configuracion de un sistema avanzado de lagunas (APS) (Craggs et al., 2004)

Las primeras lagunas en el sistema son las lagunas anaerobias (AP) que
promueven la sedimentacion y el tratamiento anaerobio de los sélidos de aguas

residuales.

El tratamiento de aguas residuales mediante lagunas de algas de alta tasa
(HRAP) fue por primera vez propuesto en la década de 1960 por el profesor
William Oswald en la Universidad de California en Berkeley. Fueron
originalmente disefiadas para maximizar la produccion de algas en un
ambiente totalmente aerobio, en lugar de optimizar el tratamiento de aguas
residuales, simplemente porque las algas son 50-60 % de proteina y el
rendimiento de proteina de HRAP es mucho mayor que en la agricultura
convencional (aproximadamente 30000 kg de proteina / Ha afio, comparado

con menos de 1000 kg / ha afio de soya) (Mara, 2004).

Las HRAP estan conformadas por canalizaciones (raceway) que pueden estar
configuradas por uno o varios bucles alrededor de las paredes divisorias
centrales que se mezclan continuamente por una rueda de paletas. La
velocidad media del agua (15 cm/s) evita la estratificacion térmica y mantiene

las algas suspendidas uniformemente en la laguna, mientras los fléculos
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bacterianos aerobios mas grandes caen a lo largo del fondo de la laguna. El
afluente de las HRAP se canaliza al fondo del estanque y es separado del
efluente, que va hacia la superficie de la laguna, por una rueda de paletas. Por
lo tanto, el afluente fluye alrededor y se mezcla en la laguna antes de llegar a la

salida a fin de reducir una discontinuidad en el flujo.

Las HRAP’s utilizan la energia solar para proporcionar oxigenacion fotosintética
para que se lleve a cabo la descomposicion aerobia de la materia organica
disuelta en el agua residual por las bacterias heterotréficas. Los nutrientes se
eliminan mediante la asimilacion en la biomasa algal y por volatilizacién del
amoniaco y la precipitacion de fosforo con pH alto, que se produce como
resultado de la intensa fotosintesis de las algas. Las tasas elevadas de
desinfeccion son el resultado de la exposicion a la radiacion solar en presencia
de alto contenido de oxigeno disuelto (OD) y a los niveles de pH en la laguna.
Se ha demostrado que es eficiente en la eliminacion de huevos de nematodos,

Cryptosporidium y virus (Craggs et al., 2004).

La tercera laguna es la laguna de sedimentacion de algas (ASP), que permite
la recuperacion de la biomasa algal. Esta laguna esta disefiada para la
sedimentacion y eliminacion de la biomasa algal, puede ser de hasta 3 m de
profundidad en el extremo de entrada y se inclina hacia arriba a lo largo de su
longitud a una profundidad de 0,5 a 1,0 m en el extremo de salida. Esta laguna
restringe el crecimiento de las algas.

La cuarta laguna es la laguna de maduraciéon (MP), esta disefiada para el
"pulido” del efluente mediante la presencia de zooplancton que consume las
algas y desinfecta de forma natural mediante una combinacién de radiacion
solar-UV y sedimentacion. Estas lagunas también permiten la descarga
controlada o el almacenamiento de riego del efluente. Las lagunas de
maduracion pueden tener una profundidad de 1-3 m y pueden ser disefiadas

con suficiente tiempo de residencia para proporcionar un alto nivel de
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desinfeccion. Estas también pueden ser disefiadas en serie (Craggs et al.,
2004).

2.4.3.1 Microalgas presentes en lagunas de algas de alta tasa (HRAP)

En sistemas convencionales de lagunas de estabilizacion, el agua de la laguna
facultativa fluye hacia la laguna de alta tasa, donde las bacterias aerobias
descomponen la materia orgénica disuelta. ElI oxigeno se suministra
fotosintéticamente por las microalgas. El crecimiento rpido de las microalgas
también aumenta la alcalinidad del agua, eliminando a los agentes patdgenos.
Debido a que las microalgas sobresaturan la laguna de alta tasa con oxigeno,
el agua de esta laguna recircula a la capa superior de la laguna facultativa para
reforzar el contenido de oxigeno, reduciendo o eliminando la necesidad de
aireacion mecanica. Hay una serie de opciones practicas que pueden mejorar
la produccién de biomasa en el tratamiento de aguas residuales (HRAP) tales
como la adicién de CO, y el reciclaje de una parte de las algas cosechadas.
Debido a que la relaciéon C:N de aguas residuales domésticas (3C:N) es inferior
a la de las células de algas (6C:N), puede haber limitacién de carbono en las
HRAP's. Por lo tanto, la adicion de CO, (por ejemplo, los gases de combustion)
puede mejorar la produccion de biomasa de algas mediante el aumento de la
disponibilidad de carbono. Park y Craggs (2010 y 2011a) reportaron que la
adicion de CO;, a una HRAP a escala piloto para el tratamiento de aguas
residuales mejora la productividad de la biomasa doméstica en un 30% en
verano. En algunos casos la produccién de biomasa en HRAP’s es subdptimo
debido a ser operado con tiempos de retencién hidraulica bajos (HRTs). En
estos casos, el reciclaje de una parte de algas recolectadas de la laguna
(‘reciclado de algas'), aumentan la concentracion de algas hasta el nivel 6ptimo

gue podria aumentar la produccion de biomasa.

Las especies de algas que se encuentran comunmente en HRAP's de

tratamiento de aguas residuales (tales como Scenedesmus sp.,
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Micractiniumsp., Actinastrumsp., y Pediastrumsp.) pueden crecer como
colonias grandes sedimentables (diametro de colonia de 50 a 200 um), y
también forman grandes bio-floculos (diametro > 500 pm) asociado con
bacterias. Por lo tanto, promover el predominio de esta colonia de algas podria
mejorar la eficiencia de la cosecha de la biomasa del efluente de HRAP.
Weissman y Benemann (1979) y Park et al. (2011b) propusieron que el
reciclaje de algas podria ser una forma sencilla y practica para promover el
predominio de colonias de algas facilmente-sedimentables. Park et al.,
realizaron un estudio en el que compararon dos lagunas de algas de alta tasa a
escala piloto, una con algas recicladas (HRAP,) y sin algas recicladas (HRAP,)
en Nueva Zelanda por un afio. En ese afio el estudio mostro la prevalencia
(basada en biovolumen algal) de algas facilmente sedimentables, Pediastrum
boryanum, incrementando a mas del 90 % en HRAP, comparado con solo el
53% de prevalencia en HRAP.. Sin embargo, se debe estudiar no solo la
manera de mejorar tanto la productividad de biomasa y eficiencia de cosecha
para mejorar la productividad de la biomasa cosechable porque depende
también de la produccion de biodiesel. Es necesario considerar el contenido
energético de la biomasa algal para determinar el “rendimiento energético de la
biomasa” actual (Park, Craggs, & Shilton, 2013).
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOS

La Universidad de Cuenca a través del proyecto VLIR inicid experimentaciones
con microalgas con fines farmacéuticos en la Facultad de Ciencias Quimicas
mediante el Proyecto “Plantas Medicinales”. Sin embargo, el aprovechamiento
de la biomasa algal con fines energéticos fue propuesto a través del proyecto
“Caracterizacion biocinética y potencial energético de microalgas de sistemas
de tratamiento de agua residual” financiado por la Direccion de Investigacion de
la Universidad de Cuenca (DIUC) y el apoyo del proyecto VLIR. Parte
fundamental de este proyecto fue la implementacion de reactores que fueron
desarrollados mediante técnicas de cultivo, con la finalidad de desarrollar
métodos eficientes que mejoren las condiciones de crecimiento y adaptacion

de los cultivos de microalgas a escala laboratorio (Cabrera & Pulla, 2014).

Como una breve introduccion, la Figura 8 indica en forma secuencial la
metodologia usada para el cultivo de microalgas, cosecha de biomasa algal y
extraccion de lipidos. Se detallardn todos los métodos y experimentaciones
realizadas en la investigacion, incluyendo los materiales utilizados para cada

uno.
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Figura 8. Etapas experimentales llevadas a cabo parala produccion a escala de
laboratorio de biodiesel de microalgas utilizando el método de extraccidon Soxhlet.

Maria José Pérez 53
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca

3.1 Familias de Algas estudiadas

Para la realizacion del proyecto fueron empleadas diferentes familias de
microalgas provenientes del proyecto VLIR Plantas Medicinales de la
Universidad de Cuenca, en donde se realiz6 un proceso de aislamiento de
diferentes cepas de microalgas. Dos familias fueron identificadas Chlorella y
Scenedesmus, procedentes de las lagunas de maduracion de la PTAR ubicada
en el sector Ucubamba de la ciudad de Cuenca. Tres familias de microalgas
provenientes de diferentes embalses no pudieron ser identificadas pero de
acuerdo al proyecto fueron clasificadas como cianobacterias; para que estas
puedieran ser aisladas, en una tesis previa se asigné los siguientes nombres
genéricos: H1, proveniente del Parque Nacional “El Cajas” y FF.Especie 1y
FF.Especie 3 provenientes del sector La Josefina, en el rio Paute en la
provincia del Azuay. En la Figura 9 se muestran las especies vistas en el
microscopio.
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(e)F.F. Especie 3.

En la tesis previa de Linea base para el aprovechamiento de microalgas de
Sistemas de Tratamiento de Agua Residual se caracterizo a estas familias de

microalgas como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracterizacion de las Familias de Microalgas estudiadas.

Especie de Microalga Caracteristicas

Se las puede apreciar de forma esférica, en donde se puede
diferenciar un nicleo de color rojizo y una membrana claramente
definida. Se adaptan rapidamente al medio de cultivo implementado,
al mismo tiempo se multiplican rapidamente por lo que exhiben tasas
de crecimiento muy altas en comparacidon con otras especies y
familias.

Chorella

Estas microalgas en su fase inicial son unicelulares, en forma de
pequefias esferas que al ir creciendo se transforman en colonias con
forma de media luna y poseen en su interior pequefias esferas que

Scenedesmus nuevamente se desarrollaran en forma unicelular para luego formar
colonias. Estas microalgas ademas presentan facil sedimentabilidad,
son de facil adaptabilidad al medio de cultivo y son predominantes
ante las familias como la H1, FF. Especie 1y FF. Especie 3.

Crece en colonias en las que generalmente se diferencian cinco
células encerradas por aparentemente una membrana, son de forma
esférica con un mayor tamafio que la familia Chlorella,y no se
diferencia claramente su nicleo. Esta familia se tarda mas en
adaptarse al medio de cultivo en comparacion con las otras familias
estudiadas, pero una vez adaptada crece rapidamente. Tienen
ademas un alto contenido de humedad por lo que presenta baja
sedimentabilidad.

H1

Est& conformada por filamentos en los cuales se observan pequefias

FF.Especie 1 . L. e .
P divisiones transversales, estan identificadas como cyanobacterias.

Tienen forma esférica, nlcleo de color verdoso y la membrana bien
definida, esta familia es de facil adaptacion al medio de cultivo y se
reproducen rapidamente. También es identificada como
cyanobacterias.

FF.Especie3

En la tesis mencionada se logro cultivar con éxito estas especies que fueron
utilizadas en el proceso de experimentacion. Una parte esencial del proceso de
experimentacion consiste en la extraccion de lipidos de la biomasa cosechada.

La extraccion de lipidos se realiz6 principalmente con el ensayo Soxhlet; sin
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embargo, se experimentaron algunas técnicas de densificacion de biomasa y

extraccion en el laboratorio de sanitaria de la Facultad de Ingenieria.

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

Al considerar el empleo de microalgas para la produccién de biodiesel, es
importante definir cuantitativamente la influencia de factores que intervienen en
su crecimiento y que favorecen la produccion de lipidos, asi como su
interrelacion para poder manipularlos en la obtencion de biomasa con
determinadas caracteristicas como la concentracion de nutrientes, la calidad y
cantidad de luz, la temperatura, las concentraciones de O,, CO,, el pH, la
salinidad y factores operacionales como mezclado y la edad del cultivo
(Fernandez et al., 2012).

3.2.1 Materiales utilizados para el control de las condiciones

3.2.1.1 Fotobioreactores

e Reactores cilindricos de vidrio transparentes y lisos con diferentes
volumenes Uutiles de 3.5 y 1.5 litros (Figura 10-a).

e Sistema de agitacion para la homogenizacion del cultivo, utilizando un
agitador magnético modelo MS-17B, cuyo rango de velocidad es de 150-
2500 rpm con un magneto de 25 mm de longitud y 5 mm de diametro
(Figura 10-b).

e Lamparas fluorescentes VOLTECH de 250 V-60Hz 250W 1 A, con la
finalidad de proporcionar al cultivo la fuente de energia luminica necesaria

para el crecimiento (Figura 10-c).

e Compresor de aire modelo ACQ-003, 35 W de poder y dimensiones
183x97x116 mm (Figura 10-d), manguera de diametro 1/4” y un difusor de
aire que produce pequefias burbujas que servirdn de oxigenacion para las

microalgas (Figura 10-e).
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Figura 10. Materiales usados para el control de condiciones ambientales. (a) Reactor
Cilindrico de 3.5y 1.5 litros. (b) Sistema de Agitacion. (c) Sistema de iluminacién
fluorescente. (d) Compresor de aire. (e) Manguera y difusor de oxigeno. (f) pH metro YSI
MultiLab IDS 4010-2.

3.2.1.2 Medio de Cultivo

El medio de cultivo utilizado esta comprendido por:

e Bicarbonato de Sodio NaHCO3; (Figura 11-a) o Carbonato de Sodio Na,CO3
(Figura 11-b).

e Abono completo que sirve como fuente de nutrientes, este contiene: 12 %
de Nitrégeno, 12 % Fdésforo, 17 % de Potasio, 2 % de Magnesio y otros
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micronutrientes (Figura 11-c).

e Agua destilada.

e Balanza de precision de 0.0001g “Excellence Analytical Balances” modelo
XS-204 de METTLER TOLEDO (Figura 11-d) para pesar las cantidades

exactas de cada compuesto.

e Capsulas de vidrio transparente, utilizadas para la colocacion de las

cantidades de compuestos del medio de cultivo (Figura 11-e).

Figura 11. Componentes del medio de cultivo. (a) Bicarbonato de sodio. (b) Carbonato de
Sodio. (c) Nutrientes. (d) Balanza de precision de 0.0001 g. (e) Capsula de vidrio.

3.2.2 Procedimiento para el cultivo de microalgas

e Inicialmente como indculo se coloco la especie de microalga a ser cultivada
en el reactor, aproximadamente un 20% de su volumen. En caso de ser el
cultivo inicial, se completd el volumen del reactor con agua destilada; pero
cuando se disponia de agua reciclada de cultivos anteriores se completo el
volumen del reactor con esta solucion, ya que esta es rica en nutrientes que
pueden ser aprovechados (Cabrera & Pulla, 2014).

e Como siguiente paso se utilizé la balanza de precision en donde se pesaron
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las cantidades requeridas del medio de cultivo (carbonato o bicarbonato de
sodio y nutrientes) en cdpsulas de vidrio transparente.

3.2.3 Procedimiento para el control de las condiciones de cultivo

Luz: La energia luminica que se proporciono a todas las familias de microalgas
fue de forma artificial, con ciclos alternados de una hora luz y una hora
obscuridad, controlada mediante un relé. Este ultimo fue controlado por el
programa LabVIEW.

Agitacién: Se controlé que las algas no se sedimenten y no se adhieran a las
paredes de los reactores mediante los agitadores magnéticos en el primer
rango de velocidad que corresponde a una velocidad de 150 rpm. Una correcta
agitacion es capaz de someter a las algas a ciclos rapidos de mezclado, en los
gue en cuestion de milisegundos pasan de una zona oscura a una zona
iluminada, es importante sefialar sin embargo, que no todas las especies
toleran una agitacién fuerte, ya que son sensibles al estrés hidrodinamico
(Ruiz, 2011).

Oxigeno: Se adicion6 oxigeno al reactor, con un compresor tipo pecera en el
cual se conect6 la manguera de diametro 1/4” y al final de esta el difusor de

aire mencionado con anterioridad.

pH: El pH en la mayoria de cultivos de microalgas se encuentra entre 7 y 9,
con un rango 6ptimo entre 8,2—-8,7 (Ruiz, 2011). La medida de pH se monitored
utilizando el pH-metro mencionado con anterioridad, para la familia de
microalga Chlorella, en donde se realiz6 mediciones diarias manuales simples.
Cuando los valores de pH sobrepasaban el rango 6ptimo, éste se controld
mediante la adicion de pulsos de CO,. Si el pH del cultivo estaba por debajo del

rango optimo éste era regulado con la adicion de bicarbonato (Figura 12).
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Figura 12. Medida de pH.

3.3 Cosecha de Biomasa para la produccién de biodiesel

La biomasa algal debe ser separada del medio de -cultivo para su
aprovechamiento. El tiempo Optimo para la cosecha es cuando el crecimiento
de las microalgas ha llegado al final de la fase exponencial, debido a que en
este tiempo la calidad de los lipidos para biocombustible que seran obtenidos
en la extraccién es superior, como se menciond en la revision bibliografica,
seccion 2.3.6. Dicho crecimiento fue monitoreado en forma cualitativa a través
de un parametro indirecto que es la turbiedad, donde valores mayores de

turbiedad en una muestra indican una mayor abundancia de biomasa.

Se utilizaron las técnicas de sedimentacion, centrifugacion y filtracion. A
continuacion se detallan los materiales y procedimientos utilizados para cada

técnica.

3.3.1 Medicion de turbiedad

Se tomaron muestras del medio de cultivo de todas las familias de microalgas
del bioreactor utilizando pipetas volumétricas de 25ml con la ayuda de una pera
de succién (Figura 13-a) que facilita la extraccion. Las muestras fueron
colocadas en las cubetas que vienen incorporadas en el turbidimetro WTW
modelo Turb 555 (Figura 13-b). Previo a la medicion se verificd que las cubetas
estén limpias y la muestra esté homogenizada. En la Figura 13-c se muestra la

medicion en el turbidimetro.
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Figura 13. Procedimiento de medicion de la turbiedad. (a)Toma de muestras. (b)Muestra
en cubeta. (c)Medicion de turbiedad.

3.3.2 Sedimentacion

Se recolectd parte del cultivo en matraces de diferentes volimenes segun el
requerimiento (Figura 14-a), aproximadamente el 80%, retirando del sistema de
agitacion y aireacion de los bioreactores. Posteriormente estos matraces fueron

refrigerados (Figura 14-b).

Figura 14. Sedimentacién. (a) Separacién del cultivo de los bioreactores. (b)
Refrigeracion de matraces para la sedimentacion.
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3.3.3 Centrifugacion

La biomasa sedimentada en los matraces se colocé en tubos plasticos de 50
ml (Figura 15-a). Estas se colocaron en la Centrifuga Thermo Scientific
Heraeus Megafuge 8, separando las fases sélida y liquida por la diferencia de

densidades. La velocidad de rotacion fue de 4000 rpm (Figura 15-b).

Figura 15. Centrifugacion. (a) Tubo de plastico de 50 ml. (b) Separacién de microalgas
por centrifugacion.

3.3.4 Filtracion

Se llevé a cabo este proceso utilizando una bomba de succion, un filtro de
porcelana (Figura 16-a) y un filtro de papel de Whatman de 110 mm de
diametro (Figura 16-b). La biomasa centrifugada en el proceso anterior se
sometio al proceso de filtracion, para ello se coloco el filtro de papel Whatman
dentro del filtro de porcelana y se accioné la bomba para retirar el exceso de
agua. La biomasa filtrada fue retirada cuidadosamente del filtro con la ayuda de
una espatula (Figura 16-c), finalmente la biomasa se colocd en cajas petri
(Figura 16-d).
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Figura 16. Filtracion. (a) Bomba de succion y filtro de porcelana. (b) Filtro Whatman de
papel. (¢) Muestra filtrada. (d) Biomasa en caja petri.

3.4 Pretratamiento de la biomasa algal

Existen diferentes métodos de disrupcién celular para efectivizar la extraccion
de los lipidos. En este proyecto se utilizé el secado de la biomasa algal en el
horno ya que en diferentes fuentes bibliograficas como Amaya & Sarmiento
(2010) incluyeron a éste proceso de secado como un pretratamiento. Métodos
como la liofilizacién y disrupcion mecanica mediante autoclave se mencionan

como protocolos de experimentacion con microalgas en la seccién 2.3.5.

3.4.1 Secado al horno y trituracion de la biomasa algal

Se colocaron las cajas Petri con biomasa filtrada en el horno a una temperatura
de 37 °C (Figura 17-a) hasta que esta haya perdido todo el contenido de agua
y se aprecie completamente sélido como una piedra para luego ser triturada en
los morteros de porcelana (Figura 17-b).
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Figura 17. Pretratamiento de biomasa algal. (a) Biomasa algal colocada en el horno. (b)
Biomasa sin contenido de agua.

3.5 Metodologia de extraccion de lipidos y protocolos de experimentacion
con microalgas

Siendo el objetivo principal de este proyecto la cuantificacion de lipidos a partir
de la biomasa algal, se realizaron varios experimentos con la biomasa algal.
Inicialmente se probaron varios solventes y combinaciones de solventes con el
fin de seleccionar los solventes mas aptos para la extraccién. Luego se
realizaron experimentos con biomasa sometida a condiciones de estrés
provocado por la disminucion de nutrientes en el cultivo. Finalmente se aplic
un pretratamiento de disrupcion celular térmico a la biomasa. Todas las
extracciones se realizaron utilizando el método de extraccion Soxhlet. Se
realizaron en total 73 extracciones. Se muestran algunos de los datos
necesarios registrados para las extracciones de lipido algal en el laboratorio de
Sanitaria de la Facultad de Ingenieria (Anexo 4).

3.5.1 Materiales y procedimiento de extraccion con el método Soxhlet

El método Soxhlet se utiliza para la extraccibn de compuestos, generalmente
de naturaleza lipidica contenidos en un soélido, a través de un
solvente compatible. El equipo Soxhlet consta de un condensador, camara de
extraccion, brazo para ascenso de vapor, sifon y balon de ebullicion. El

funcionamiento del equipo se explico con detalle en la seccidn 2.3.5.
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Proceso de extraccion

El equipo de extraccion empleado en esta investigacion fue: Soxhlet P-Selecta

Uniplac de placas circulares 6002316 (Figura 18-a).

e Previo al proceso de extraccion, se coloco el balon de ebullicion vacio en la
estufa a una temperatura de 110 °C durante una hora (Figura 18-b). A
continuacion se colocé el balon vacio en el desecador durante 30 minutos
(Figura 18-c) para finalmente obtener el peso seco del balon de ebullicion

vacio en la balanza de precision.

Figura 18. Preparacion del Balon de Ebullicion. (a)Equipo Soxhlet. (b)Balon de ebullicion
vacio en la estufa. (c)Balon de ebullicién vacio en el desecador.

e Seguido de esto se peso y tard el cartucho de extraccién (Thimble Filters
Advantec de 25mm de diametro por 60mm de altura), en donde se colocd la
muestra seca de biomasa algal (Figura 19-a). Luego de pesar el cartucho

éste fue colocado en la camara de extraccion Soxhlet (Figura 19-b).

Figura 19. Preparacién de cartucho para la extraccion. (a) Peso de cartucho con biomasa
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algal. (b) Colocacion de cartucho en equipo Soxhlet.

¢ A continuacion se preparo el volumen de solvente para la extraccion (Figura
20-a), se usaron diferentes solventes como: metanol, cloroformo, n-hexano,
etanol, éter dietilico y acetona (Figura 20-b). La justificacion cientifica para
el uso y combinacion de los solventes se incluye en el apartado 3.5.2 del
presente documento. El solvente fue colocado en la cdmara de extraccion
teniendo en cuenta que su volumen sea capaz de alcanzar un sifonamiento
en el extractor (Figura 20-c). Se utilizé como minimo 150 ml de solvente.
Para la preparacion del solvente se procedié siguiendo un protocolo de
seguridad apropiado ya que estos compuestos quimicos son toxicos y
pueden ser absorbidos por via inhalatoria, oral y dérmica. Por lo que se usé
un equipo de proteccion constituido por guantes para examinacion,

mascarilla y gafas (Figura 20-d).

Figura 20. Preparacion de solvente. (a)Volumen. (b)Solventes. (c)Colocacion de solvente
en equipo Soxhlet. (d)Equipo de proteccion.

e Después se conectd el bafio termostatico a la entrada y salida del
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condensador del equipo Soxhlet. El bafio termostédtico permitié la
recirculacion del agua para el correcto funcionamiento de la condensacion.
Por la manguera de color amarillo ingres6 el agua al equipo de
condensacion y por la manguera de color blanco regres6 al bafo
termostatico. La temperatura del agua dentro del bafio termostatico se
controlé para mantener frio el condensador, el rango oscil6 entre 12y 20 °C
(Figura 21). El bafio termostético evito el desperdicio de agua corriente que

usualmente se utiliza en pruebas de destilacion en la laboratorio.

Figura 21. Bafio termostatico.
e Finalmente se acopl6 la camara de extraccion, el balon de ebullicion y el

condensador de tal manera que el equipo quede ensamblado como se

muestra en la Figura 22.

Figura 22. Equipo Soxhlet ensamblado para extraccion.
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Una vez ensamblado el equipo, este se conect6 a la fuente de energia. Cada
solvente tiene un determinado punto de ebullicion. Segun Ramluckan et al.,
(2014) se recomienda que la extraccion se realice a la temperatura de
ebullicién de los solventes. El equipo Soxhlet usado en este proyecto contiene
un dial como indicador relativo de temperatura, con un rango desde 1 a 12
(Figura 23-b). En el manual de dicho equipo se menciona que las placas
circulares calefactoras “SELECTEMP” estan disefiadas para trabajar hasta una
temperatura maxima de 400°C. Sin embargo no se conocia a que temperatura
correspondia cada nivel del indicador, por lo cual se vio la necesidad de
determinar la temperatura del equipo utilizando un termometro Infrarrojo. El

meétodo se detalla a continuacion.
Medida de la Temperatura en el equipo Soxhlet.

Para determinar la temperatura en cada nivel del boton del termostato se
realizd una prueba utilizando un termometro infrarrojo para alta temperatura
con puntero laser marca Extech modelo 42545 (Figura 23-a). Para empezar, el
equipo soxhlet se ensambldé de tal manera que simulara un ensayo de
extraccion, en los balones de ebullicion se coloc6 agua en lugar de solventes y
la camara de extraccion se mantuvo vacia. Cada placa circular se fijé en un
nivel de temperatura desde el 3 hasta el 8 (Figura 23-b). La temperatura fue

registrada cada 15 minutos.

Figura 23. Medida de la Temperatura. (a)Termdmetro Infrarrojo. (b)Boton de termostato.
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Obtencion 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. Este ciclo se
repitié hasta que no hubo mas lipidos que extraer en la cdmara de extraccion.
Este punto se pudo apreciar en forma visual cuando el solvente recuper6 su
color inicial (transparente) dentro de la camara de extraccion (Figura 24-a).
Una vez realizado el dltimo sifonamiento se retird el balén de ebullicion junto
con la camara de extraccion para retirar el cartucho y verter el solvente

nuevamente dentro del balon de ebullicién (Figura 24-b).

= ) |
0

b)
Figura 24. Obtencién de lipido algal. (a)Solvente transparente dentro de la camara de
extraccion. (b)Retiro del cartucho con residuo algal.

Recuperacién de solvente

Mediante la destilaciébn se recuperd la mayor cantidad de solvente desde la
camara de extraccion antes que se produzca un sifonamiento (Figura 25-a),
procurando que el lipido obtenido dentro del balén de ebullicion no se queme.
Los solventes recuperados de las diferentes extracciones se almacenaron en
envases herméticos (Figura 25-b). Estos se guardaron en un lugar lejos de la
luz para evitar reacciones quimicas dentro de los envases evitando que su

composicién cambie (Figura 25-c).
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Figura 25. Recuperacion de solvente. (a)Recuperacion de solvente. (b)Envases
Herméticos. (c)Almacenamiento de solventes.

Separacién del solvente del lipido algal

Terminado el proceso de extraccion de lipidos y recuperacion de solvente, se
secoO el balon de ebullicion en una estufa durante una hora a una temperatura
de 110 °C para evaporar el solvente (Figura 26-a). Para obtener el peso seco
del balén de ebullicién con lipido algal, se colocé durante 30 minutos en el
desecador (Figura 26-b) y se procedio a pesar en la balanza analitica (Figura
26-c).

Figura 26. Separacion del solvente del lipido algal. (a)Secado en el horno del balén de
ebullicién con lipido algal. (b)Desecacion del baldn de ebullicién con lipido algal. (c)Peso
del balén de ebullicién con lipido algal seco.

Cuantificacion del lipido algal

Los solventes utilizados para la extraccion de lipidos no tienden a discriminar
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los componentes presentes en las microalgas cuando se realiza la extraccion.
Esto implica que la clorofila y productos asociados a una degradacion
formarian parte del extracto del lipido (Ramluckan et al., 2014). Por lo tanto, la
cantidad de extracto obtenido de las extracciones realizadas en el proyecto fue

de lipido mas clorofila, el cual se determiné mediante la Ecuacion 1.

P-P,
peso de muestra algal seca

% de lipido extraido + clorofila = 100 Ecuacion 1

Donde:

P,: Peso del baldn de ebullicion mas lipido algal y clorofila.

P, Peso del balén de ebullicion vacio.

3.5.2 Selecciodn de solventes orgénicos.

Ramluckan et. al., (2014) evaluaron la eficiencia de extraccion usando
diferentes solventes para la extraccion de lipidos y su analisis mostré que el
Etanol, Cloroformo y Hexano fueron mas eficientes en la extraccion de lipidos
dando porcentajes lipidicos mayores al 10%. Gonzéles. Et. al., (2009)
mencionan que el éter dietilico se recomienda por ser un solvente no polar que
es selectivo al extraer lipidos no polares de las microalgas como los
triglicéridos los cuales son ideales para la produccion de biodiesel. Gonzéles.
Et. al., (2009) también mencionan que un solvente apolar, el cual disuelve los
lipidos neutros, en combinacion con un solvente relativamente polar, el cual
disuelve los lipidos polares presentes en la muestra sometida a extraccion,
extrae lipidos polares como no polares, en este caso las mezclas binarias de
metanol:cloroformo y etanol:cloroformo son un claro ejemplo. Por esta razon
seis solventes fueron seleccionados en este proyecto que abarcan una gama

de polaridades y densidades como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Propiedades relevantes de los solventes usados (Ramluckan et al., 2014).

Indice de  Punto de Densidad

Solvente Polaridad Ebullicién  a 25°C
Unidades °c g/mL
1 Hexano 0,1 69,0 0,659
2 EterDietilico 2,8 34,6 0,706
3 Cloroformo 4,1 60,5-61,5 1,492
4 Acetona 51 56,0 0,791
5 Metanol 51 64,7 0,792
6 Etanol 5,2 78,0 0,789
Agua (solo para 10,2 100,0 1,000

comparacion)

La metodologia de extraccién que se utilizé fue con solventes individuales y
mezclas binarias de solventes. Las diferentes extracciones para las familias
Chlorella y Scenedesmus en cuanto al uso de solventes individuales se realizé
usando solo cloroformo, etanol, n-hexano y éter dietilico. En cuanto a las
combinaciones binarias realizadas fueron, cloroformo:metanol (1:2), metanol:n-
hexano (1:3), cloroformo:etanol (1:3), etanol:hexano (1:3), cloroformo:etanol
(1:1), éter dietilico:etanol (1:1), cloroformo:hexano (1:2) y por ultimo

hexano:acetona (1:1).

Para efectos de optimizar los procesos experimentales y los recursos, se
realiz6 la extraccion utilizando los solventes mencionados en una primera
etapa Unicamente con las especies Chlorella y Scenedesmus. El andlisis de los
resultados obtenidos en esta primera etapa sirvieron para seleccionar 4
diferentes combinaciones de solventes que dieron los mejores resultados

(mayores concentraciones lipidicas) en las especies estudiadas.

Para las especies, F.F. Especie 1, F.F. Especie 3 y H1 se realizaron las
extracciones con las combinaciones de solventes seleccionadas en la etapa

previa.
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3.5.3 Productividad de lipidos con las microalgas Chlorella vy
Scenedesmus cultivadas bajo diferentes condiciones de nutrientes

Uno de los mayores retos en el cultivo de microalgas para utilizacibn como
biocombustibles ha sido determinar la cantidad ideal de nutrientes
suministrados. Como se menciond en el acapite 0 del presente documento, una
disminucién de los nutrientes en el medio de cultivo ocasiona mayores
concentraciones de lipidos en la biomasa algal. Sin embargo, una menor
cantidad de nutrientes en el medio del cultivo ralentiza el crecimiento
disminuyendo la productividad del cultivo. Por este motivo, se aplicé un
proceso de cultivo en dos etapas utlizando las especies Chlorella y

Scenedesmus para dicho experimento.

En la primera etapa se proporciond al cultivo una fuente de carbono y
nutrientes segun las tasas de crecimiento estudiadas por Cabrera & Pulla
(2014), en donde se menciona que la cantidad de alimento que genera la
mayor tasa de crecimiento en la fase exponencial es, bicarbonato = 0.07 g/l y
nutrientes=0.1 g/I.

En la segunda etapa se sometio al cultivo a condiciones de estrés, reduciendo
la cantidad de nutrientes a la mitad. En cuanto al proceso de extraccion en esta
segunda etapa, los solventes utilizados fueron los seleccionados como los mas

eficientes en la extraccién segun lo determinado anteriormente.
3.5.4 Pretratamiento de disrupcioén celular térmico.
Liofilizacién

La técnica de liofilizacion se usa para deshidratar la biomasa con la finalidad de
obtener biomasa algal seca y ademas conservar la composicion bioquimica de
ésta. Esta técnica produce la rotura de las células para facilitar los

procedimientos posteriores (Richmond, 2004) y; consiste en tres fases:
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1. Congelacion para solidificar la muestra, aproximadamente a -80°C por lo
menos durante dos horas.
2. Secado primario por sublimacion para reducir la humedad.

3. Secado secundario para reducir la humedad restante.

Este proceso duré alrededor de 24 horas y fue realizado en el laboratorio del
Proyecto “Plantas Medicinales”, en la facultad de Quimica de la Universidad de
Cuenca. Para este procedimiento se uso un Liofilizador LABCONCO FreeZone
de 2.5 litros con una plataforma de 12 puertos (Figura 27) (Cabrera & Pulla,
2014). En el proyecto las extracciones realizadas con muestras liofilizadas

fueron para la familia Chlorella.

Figura 27. Equipo de Liofilizacién

Autoclavado

El autoclavado se realizé con el fin de aumentar la productividad de los lipidos
ya que produce una disrupcion mecanica de las células por lo que el solvente
puede penetrar con mayor facilidad en su estructura. La biomasa algal seca sin
triturar de la familia Chlorella se sometio a este procedimiento durante 30 min a

una presion de 100 MPa y 100 °C en un autoclave marca Trident modelo EA-
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632 (Figura 28-a), previamente la muestra se colocd en una caja petri, se
envolvi6 en papel aluminio y papel vegetal (Figura 28-b). En cuanto a la
extraccion con la biomasa autoclavada los solventes utilizados fueron los

seleccionados como mas eficientes en la extraccion como se detalld

anteriormente.

Figura 28. Autoclavado. (a)Equipo. (b)Muestra de biomasa.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente seccion se muestra los resultados obtenidos en todos los
procesos experimentales realizados. En primer lugar, se detalla el analisis y
control de los parametros ambientales para el Optimo crecimiento de las
microalgas de las 5 familias: Chorella, Scenedesmus, FF. Especie 1, FF.
Especie 3 y H1l. A continuacion se muestra el analisis cuantitativo de la
composicion de lipidos con procedimientos gravimétricos para familias de
microalgas citadas. Posteriormente se muestra los resultados del analisis de la
temperatura de los distintos niveles de regulacion del termostato del equipo
Soxhlet. Se presenta también los resultados del andlisis de la eficiencia para la
extraccion de lipidos con el método Soxhlet realizado con los diferentes
solventes y combinaciones de solventes utilizados. Con base en los analisis
precedentes, se presenta los resultados del estudio de la produccién de lipidos
de las microalgas Chlorella y Scenedesmus cultivadas bajo diferentes
concentraciones de nutrientes en el medio de cultivo. Finalmente se detalla los
resultados de la aplicacion del pretratamiento de disrupcién celular térmico por
autoclave a la biomasa de la microalga Chlorella en comparacion con la

productividad de lipido encontrada en la biomasa sin pre-tratamiento.

4.1 Condiciones ambientales para el crecimiento de microalgas

Agitacion. Las condiciones de agitacion y airacion que recibieron los
fotobioreactores en toda la experimentacién correspondieron a un valor de 150
revoluciones por minuto (rpm). La agitacibn mostr6 gran eficiencia en la
homogenizacion del cultivo debido a que las células de algas la mayor parte del
tiempo no se adherian a las paredes de los fotobioreactores, en la Figura 29 se

puede evidenciar claramente lo mencionado.
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Figura 29. Reactor homogenizado por el sistema de agitacion.

pH. El rango de pH estuvo entre 7.4 y 10.5 para la especie Chlorella. En el

Anexo 1 se muestra el monitoreo de este parametro.

Fuentes de carbono y nutrientes. En el Anexo 2 se muestra la forma en la
que se llevo el control de la fuente de carbono inorganico y nutrientes. Los
valores tipicos utilizados fueron: bicarbonato = 0.07 g/l y nutrientes

(combinacién de nitroégeno, fésforo y potasio, NPK) = 0.1 g/l.
4.2 Produccién de Biomasa algal

4.2.1 Cosecha

Se realizé la medicion de turbiedad con el fin de separar la biomasa del cultivo
cuando el crecimiento esté en la fase estacionaria. Para ello se monitored
diariamente la turbiedad de cada familia de microalgas. Cuando el valor de la
turbiedad comenz6 a decrecer, éste era un claro indicador de que las células
de las microalgas iniciaban la fase de declinacion o muerte por lo que se debia
realizar la cosecha inmediatamente. La Tabla 7 indica los valores de turbiedad

de las familias de microalgas durante un cultivo.
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Tabla 7. Monitoreo de turbiedad de un cultivo de las familias de microalgas.

Turbiedad (NTU)

Especie

Dia F. F. Especie 3 Scenedesmus F.F. Especie 1 Chlorella  H1
1 13,06 18,7 16,62 20,51 14,57
2 14,01 22,37 18,48 30,17 15,23
3 - 26,72 - 38,48 15,79
4 - 38,52 - 51,07 21,92
5 14,83 - 35,97 68,85 18,55
6 15,28 - 45,06 -
7 16,95 39,07 55,36 75,43
8 18,14 54,74 60,84 84,13
9 24,88 59,31 69,48 83,70
10 - 66,21 68,37
11 - 65,48
12 27,31
13 26,49

(Nutrientes suministrados: 0,1 g/l; Bicarbonato suministrado: 0,07 g/l)

La tabla indica que la familia F.F. Especie 3 es la que se cosecha en un mayor
tiempo similar a las familias FF. Especie 1 y Secenedesmus que se cosechan
entre 9 y 13 dias, estos valores son mucho mayores al tiempo de cultivo de la
familia H1 con 6 dias. Sin embargo el tiempo no garantiz6 mayor produccion de
biomasa ya que en las familias Chlorella y H1 se puede notar gran diferencia
de valores de turbiedad de 84.13 y 21.92 NTU, respectivamente. Lo que indico
que la familia Chlorella, Scenedesmus y F.F. Especie 1 tenian mayor

capacidad de reproducirse a comparacion de las familias F.F. Especie 3y H1.

4.2.2 Sedimentacion

Cuando se separo la biomasa de los cultivos de las familias de microalgas, se
almacenaron en refrigeracién para su sedimentacion. Se observdé que las
familias Scenedesmus y H1 se sedimentaron en un menor numero de dias a
comparacion de las familias F.F. Especie 1, F.F. Especie 3 y Chlorella (Figura

30) lo que denota que existen diferencias en las esctructuras coloniales de las
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familias de microalgas que alteran su sedimentacion.

Figura 30. Sedimentacion de microalgas en 1 dia. (a)Familia H1. (b)Familia F.F. Especie 3.

4.2.3 Centrifugacion

Una vez sedimentada la biomasa en los matraces ésta se recolectdé para
someterla a centrifugacion. Se pudo evidenciar que las familias H1 y F.F.
Especie 1 requerian de un mayor tiempo y numero de revoluciones por minuto
gue la asignada para las familias Chlorella y F.F. Especie 3. Cabe destacar que
la familia Scenedesmus centrifugada no contenia particulas suspendidas al

contrario de las otras familias.

4.2.4 Filtracion y secado

Para retirar el contenido de agua de la biomasa algal se procedié a filtrar las
muestras. Las familias Scenedesmus y Chlorella mostraron una separacion de
sélidos inmediata al poner en funcionamiento la bomba de succion resultando
con un contenido de humedad menor; al contrario de la familia H1, F.F.
Especie 1 y F.F. Especie 3 que resultaban con contenidos de humedad mayor
después del mismo proceso de filtracion. Esta diferencia en el filtrado ocasioné
naturalmente diferencias en el tiempo de secado al horno a una temperatura de
37 °C variando dependiendo de cada familia, por lo que para la microalga
Chlorella se requirié entre 4 a 5 horas, para Scenedesmus entre 6 a 7 horas; y
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para H1, F.F. Especie 1 y F.F. Especie 3 entre 20 a 24 horas.

4.3 Cuantificacion de la composicién oleaginosa de distintas familias de
microalgas

En esta seccion se muestra los resultados de la concentracion de lipidos en
microalgas bajo todas las condiciones experimentales realizadas. En primer
lugar, sin embargo se detalla los procesos previos realizados con el equipo
instrumental para verificar las condiciones exactas de temperatura en cada

proceso de extraccion de lipidos con la técnica Soxhlet.

4.3.1 Temperatura de Equipo Soxhlet

En la Tabla 8 se muestran los resultados del experimento realizado para
determinar la temperatura en cada nivel del termostato. Durante 2 h 45 min,
cada 15 minutos se tomod la temperatura en cada nivel del indicador desde el
numeral tres hasta el ocho. Se destaca la importancia de esta verificacion por
las distintas propiedades de los solventes utilizados que tienen distintas
temperaturas de ebullicion y la necesidad de realizar una gran cantidad de
ensayos en condiciones Optimas, que implica minimizar el tiempo de extraccion
y al mismo tiempo no afectar la eficiencia de la extraccién (cumplir los ciclos de

sifonamiento del solvente requeridos).

Tabla 8. Temperatura en Equipo Soxhlet.

NIVEL SOXHLET - TEMPERATURA °C

HORA
7 6 5 4 3
0:00 22,6 22,9 22,6 22,9 22,4 23,0
0:15 42,3 37,8 354 32,7 30,9 27,2
0:30 73,2 61,9 53,7 48,1 43,2 34,6
0:45 83,2 79,3 70,3 62,0 55,5 42,5
1:00 83,6 83,8 83,0 73,6 64,2 50,1
1:15 83,6 84,2 83,7 82,0 72,3 56,8
1:30 84,1 84,1 83,5 83,2 76,3 61,7
1:45 83,8 84,2 83,4 83,6 83,0 64,8
2:00 83,4 84,1 83,2 84,6 84,6 68,1
2:15 83,5 83,7 82,5 84,5 84,5 69,8
2:30 83,5 84,1 82,8 86,2 84,3 71,4
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La Figura 31 se construyé con base en la Tabla 8 para visualizar el
comportamiento de la temperatura. En esta se puede observar que la
temperatura sufre un incremento continuo durante aproximadamente 1 h 30
min, al colocar el dial del termostato en casi todos los niveles. A partir de este
tiempo la temperatura permanece constante para todos los niveles a partir del
nivel 5, con alrededor de 84 °C. Sin embargo, en los niveles 3 y 4, la
temperatura tardé mas en llegar a un valor relativamente constante, llegando a

valores aproximados de 67 y 83 °C, respectivamente.

500 Indicador de
_ - — E ﬁ Temperatura
20,0 X - '8' Soxhlet
O -
70,0 o w XX a 0
g . X
5 60,0 ” ——Nivel 3
E 50,0 == N ivel 7
E 40,0 —— M ivel &
E = MNivel 5
= 300
O— Nivel 4
20,0 .
¥ Nivel 3
10,0
= (] = L = L = L = L = L
= — M = = — M = = — (] =
=1 =] =] =] — — — — r r I I3
TIEMPO (H:mm)

Figura 31. Temperatura del Equipo Soxhet.

4.3.2 Extraccion de lipidos con multisoleventes de varias familias de

microalgas

A continuaciéon se presenta los resultados de las extracciones de lipidos
utilizando el método Soxhlet de las familias de microalgas estudiadas en este
proyecto: Chlorella, Scenedesmus, F.F. Especie 1, F.F. Especie 3 y H1. Estas
familias de microalgas fueron sometidas a las mismas condiciones de cultivo
en cuanto a luz, agitacion, temperatura del ambiente, aireacién y fuentes de

carbono y nutrientes (Nutrientes = 0.1 g/l, Bicarbonato = 0.07 g/l). Los
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porcentajes de lipido més clorofila para todas las extracciones realizadas en
este proyecto asi como el tiempo de extraccion se muestran en detalle en el

Anexo 3.
Familia Chlorella

Para la familia Chlorella se realizaron extracciones con solventes individuales y
mezclas binarias de solventes. Estas fueron cloroformo, etanol, n-hexano, éter
dietilico, cloroformo:metanol (1:2), metanol:n-hexano (1:3), cloroformo:etanol
(2:3), etanol:hexano (1:3), cloroformo:etanol (1:1), eter dietilico:etanol (1:1),
cloroformo:hexano (1:2) y por ultimo hexano:acetona (1:1).

A continuacion se muestra los resultados mediante un gréfico de barras en la
Figura 32. Los resultados muestran el promedio de los analisis duplicados
realizados con cada solvente y combinacion binaria de éstos, también se
incluye el error relativo. Los valores mas altos (> 16 %) de lipido extraido
fueron alcanzados con la mezcla binaria cloroformo:metanol (1:2),
metanol:hexano (1:3), etanol y cloroformo:etanol (1:3), con un tiempo de
extraccion promedio de 4 h 30 min. Los solventes restantes arrojaron

porcentajes de lipidos extraidos entre 5 % y 15 %.
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Figura 32. Porcentaje de lipido y clorofila extraido por el método Soxhlet utilizando,
solventes individuales y mezclas binarias para la familia Chlorella.

Basado en el principio de extraccion donde lo “semejante disuelve lo
semejante” el alto porcentaje de lipido obtenido con la mezcla
cloroformo:etanol (1:3) indicé que la especie Chlorella contiene cantidades de
lipidos polares y neutros. Cuando las extracciones se realizaron utilizando un
solvente con etanol el porcentaje fue superior al 18 % y con cloroformo fue
mayor al 11 %. Cuando se compararon estos con el valor obtenido usando la
mezcla binaria cloroformo:etanol (1:3) el porcentaje de lipidos fue mayor al 14
% lo que indica que la combinacion de solventes mejora la eficiencia del
solvente que individualmente extraen un porcentaje menor de lipidos. La mejor
eficiencia de extraccion fue producida por la mezcla metanol:hexano (1:3) con
un porcentaje de lipidos de 20.37 % con una minima diferencia con la mezcla

cloroformo:metanol (1:2) con un porcentaje del 20.22 %.
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El porcentaje de lipido extraido con éter dietilico fue de 5.38 %, al ser este un
solvente no polar los lipidos obtenidos en su mayoria no fueron apolares. Cabe
mencionar que al utilizar este solvente, se tuvieron ciertos inconvenientes
debido a su alta volatilidad, ya que se evaporo gran cantidad de éste durante la
extraccion del lipido, esto impidio el sifonamiento del mismo en la camara de
extraccion por lo que se tuvo que agregar continuamente una cantidad
adicional de solvente en la camara de extraccion. Su olor caracteristico y

toxicidad impidioé que éste se pueda usar en la familia Scenedesmus.

Familia Scenedesmus

Para la familia Scenedesmus se realizaron extracciones con solventes
individuales y mezclas binarias de solventes. Estas fueron cloroformo, etanol,
n-hexano, cloroformo:metanol (1:2), metanol:n-hexano (1:3), cloroformo:etanol
(1:3), etanol:hexano (1:3), cloroformo:etanol (1:1), cloroformo:hexano (1:2) y
por ultimo hexano:acetona (1:1).

Los resultados de porcentajes de lipidos mas clorofila y su valor relativo se
ilustran en la Figura 33. Los valores mas altos (> 17 %) de lipido extraido
fueron alcanzados con las mezclas binarias cloroformo:metanol (1:2),
metanol:hexano (1:3), etanol y cloroformo:etanol (1:3), con un tiempo de
extraccion promedio de 4 h 50 min. Los porcentajes de lipidos obtenidos con
las mezclas metanol:hexano (1:3), etanol y cloroformo:etanol (1:3) no
evidencian una gran variabilidad en sus valores, los cuales son de 17.95 %,
16.86 % y 17.59 %, respectivamente. El porcentaje mas bajo de extraccion fue

con el solvente n-hexano con un valor de 7.04 %.
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Figura 33. Porcentaje de lipido y clorofila extraido por el método Soxhlet utilizando,
solventes individuales y mezclas binarias para la familia Scenedesmus.

F.F. Especie 3, F.F. Especie 1y H1

Debido a que con las mezclas de solventes cloroformo:metanol (1:2),
metanol:hexano (1:3), etanol y cloroformo:etanol (1:3), fue obtenida una
eficiencia de extraccion mayor que las otras mezclas de solventes utilizados
con las familias Chlorella y Scenedesmus; éstas combinaciones de solventes
fueron seleccionadas para la extraccion de lipidos con las familias F.F. Especie
3, F.F. Especie 1y H1. Los resultados de porcentajes de lipidos mas clorofila 'y

su valor relativo se ilustran en la Figura 34.
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Para la familia F.F. Especie 3 se evidencio que el valor mas alto de porcentaje
de lipido extraido mas clorofila fue con la mezcla metanol:hexano (1:3) de
19.17 %, seguido esta con 18.31 % la mezcla cloroformo:metanol (1:2). Con el
solvente etanol se obtuvo 13.53 % de lipido mas clorofila y con la mezcla
cloroformo:etanol (1:3) un valor de 12.69 % (Figura 34-a). Las dos primeras
mezclas no presentaron una mayor variacion en el porcentaje de lipidos mas
clorofila extraido por lo que cualquiera de estas pudiera ser elegida como la

mas eficiente en la extraccion de lipidos para esta especie.

Para la familia F.F. Especie 1 el valor mas alto de porcentaje de lipido mas
clorofila extraido es con la mezcla cloroformo:metanol (1:2) de 17.69 %
mientras que con la mezcla metanol:hexano (1:3) el valor es de 13.96 %. La
extraccion realizada con etanol resulté en un 9.23 % de lipido mas clorofila. La
mezcla cloroformo:etanol (1:3) dio el valor mas bajo, resultando de 5.77 %
(Figura 34-b).

Para la familia H1 el valor mas alto de porcentaje de lipido extraido mas
clorofila es con la mezcla cloroformo:metanol (1:2) de 5.46 %, con la mezcla
metanol:hexano (1:3) el valor es de 4.49 %. La extraccion realizada con etanol
fue de 3.91 % de lipido mas clorofila. La mezcla cloroformo:etanol (1:3) dio el
valor mas bajo 2.92 % (Figura 34-c). Se puede observar que todos los valores
de porcentaje de lipido mas clorofila para esta especie fueron relativamente

bajos.
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Figura 34. Porcentaje de lipido y clorofila extraido por el método Soxhlet utilizando,
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solventes individuales y mezclas binarias para las familias (a) F.F. Especie 3, (b) F.F.
Especie 1y (c) H1.

A continuacion se compara el porcentaje de lipidos mas clorofila obtenido para
todas las especies de microalgas, utilizando las cuatro mezclas con los valores
més altos de lipidos més clorofila obtenidos en los experimentos iniciales con

las familias Chlorella y Scenedesmus (Figura 35).

La Figura 35-a corresponde a la extraccion de lipidos mas clorofila con la
mezcla cloroformo:metanol (1:2) en donde se evidencia que los porcentajes
estan entre el 17.69 % y 20.22 % para las familias de Chlorella, Scenedesmus,
F.F. Especie 1y F.F. Especie 3. El mayor porcentaje de lipidos mas clorofila
extraido fue con la familia Chlorella con un valor de 20.22 % y para
Scenedesmus 20.10 %. Con 17.69 % y 18.31 % para las familias F.F. Especie
1y F.F. Especie 3, respectivamente. El porcentaje de lipido mas clorofila con
esta mezcla para la familia H1 resulta mucho menor que para las otras

especies.

La Figura 35-b corresponde a la extracciéon de lipidos mas clorofila con la
mezcla metanol:hexano (1:3). En esta se puede observar que los porcentajes
de lipidos mas clorofila mas altos son de 20.37 %, 19.17% y 17.95 %
correspondientes a las familias Chlorella, F.F. Especie 3 y Scenedesmus,
respectivamente. La familia F.F. Especie 1 tiene un contenido de lipidos mas
clorofila de 13.96 % para esta combinacion. La familia H1 segun los ensayos
experimentales realizados con esta combinacion no presenta valores

relevantes de contenido lipidico, resultando en 4.49 %.

La Figura 35-c corresponde a la extraccion de lipidos mas clorofila con el
solvente etanol. En esta se puede observar que los porcentajes de lipidos mas
clorofila mas eficientes son de 18.29 % y 16.86 % correspondientes a las
familias Chlorella y Scenedesmus. Con valores menores pero que no se

consideran deficientes en la extraccion de lipidos mas clorofila estan las
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familias de F.F. Especie 1 y F.F. Especie 3 con valores de 9.23 % y 13.53 %,
respectivamente. La familia H1 con esta combinacion no presenta valores

relevantes de contenido lipidico siendo éste de 3.91 %.

La Figura 35-c corresponde a la extraccion de lipidos mas clorofila con la
mezcla cloroformo:etanol (1:3) en donde se evidencia que los porcentajes
mas eficientes de lipidos mas clorofila son 16.89 % y 17.59 % para las familias
de Chlorella y Scenedesmus, respectivamente. Con 12.69 % se encuentra la
familia F.F. Especie 3. El porcentaje de lipido més clorofila con esta mezcla de
las familia F.F. Especie 1 y H1 result6 mucho menor que para las otras

especies con 5.77 % y 2.92 %, respectivamente.

Las familias Chlorella, Scenedesmus y F.F. Especie 3 producen un mayor
porcentaje de lipidos mas clorofila a comparacion de la familia H1 que tiene
porcentajes relativamente bajos. La familia F.F. Especie 1 presenta una

produccion de lipidos baja a comparacion de las familias antes mencionadas.
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Figura 35. Porcentaje de lipidos mas clorofila con las cuatro mezclas de solvente mas
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eficiente de extraccioén. (a)cloroformo:metanol (1:2). (b)metanol:hexano (1:3). (c)etanol.
(d)cloroformo:etanol (1:3).

4.3.3 Productividad de lipidos bajo diferentes condiciones de nutrientes

Se experimentd una segunda etapa de cultivo durante tres semanas en la que
se sometio a las familias Chlorella y Scenedesmus a condiciones de estrés con
un suministro de nutrientes igual a la mitad de la concentracion utilizada en
condiciones ideales de crecimiento. Estas concentraciones de nutrientes fueron
de 0.05 g/l de NPK y 0.07g/l de bicarbonato.

En esta etapa se midio la turbiedad para la cosecha de la biomasa asi como en
la etapa 1, los valores de turbiedad para un cultivo se encuentran en la Tabla 9.
Al comparar estos valores con la Tabla 7, se puede concluir que para estas
condiciones el tiempo de cultivo fue evidentemente mayor para las dos familias

de microalgas.

Tabla 9. Monitoreo de turbiedad de un cultivo de las familias Chlorellay Scenedesmus
en condiciones de estrés.

Turbiedad (NTU)
Especie
Dia Scenedesmus Chlorella

1 12 13,19
2 22,49 21,98
3 30,44 23,58
4 39,15 25,66
5 44,13 26,48
6 46,59 31,46
7 - -
8 - -
9 50,65 36,27
10 50,83 48,32
11 54,32 47,05
12 57,06
13 60,12
14 58,31

(Nutrientes suministrados: 0,05 g/l; Bicarbonato
suministrado: 0,07 g/l)
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A continuacion se muestran en la Tabla 10 los resultados de la extraccion de
lipido mas clorofila en las dos etapas de cultivo para las familias de Chlorella y

Scenedesmus.

Tabla 10. Porcentaje de lipido mas clorofila en la primeray segunda etapa de cultivo con
diferentes condiciones de cultivo para las familias Chlorellay Scenedesmus.

Familias de Microalgas

) Chlorella Scenedesmus
Etapas de cultivo . . .
lipido + clorofila (%) lipido+ clorofila (%)
lra etapa 20,22 20,10
2da etapa 22,46 23,17

1ra etapa: 0,079/l de bicarbonato; 0,1g/l de Nutrientes
2da etapa: 0,07g/l de bicarbonato; 0,059/l de Nutrientes
Combinacion de solventes usada para la extraccion de lipido: cloroformo:metanol (1:2)

Se puede observar que los porcentajes en la segunda etapa de cultivo
(condiciones de estrés) son mayores. Sin embargo, la diferencia respecto a las
condiciones con un suministro normal de nutrientes no es significativa. Seria
necesario realizar nuevas experimentaciones sometiendo a los cultivos a
concentraciones de nutrientes mucho menores para lograr que la productividad

de lipidos aumente significativamente.

4.3.4 Pretratamiento de disrupcion celular

Se realizaron pretratamientos de biomasa algal con el fin de obtener una mayor
productividad de lipido més clorofila. En la Tabla 11 se observan los resultados

de pretratar la biomasa algal en el autoclave y en el liofilizador.
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Tabla 11. Porcentajes de lipido mas clorofila obtenido con pretratamientos de disrupcion
celular térmico y mecanico.

Familia de Microalga
Chorella
Lipido + Chorofila (%)

Biomasa sin pretratar 20,22

*Biomasa con pretratamiento

: - L 20,46
de disrupcion celular térmico

Biomasa con pretratamiento

de Liofilizacion 23,65

* Realizado con Autoclave por 30min (100°Cy 100Mpa)
Condiciones del cultivo (1ra etapa): 0,07g/l de bicarbonato; 0,1g/l de Nutrientes
Combinacion de solventes usada para la extraccion de lipido: cloroformo:metanol (1:2)

Se puede observar que el porcentaje de aumento de productividad cuando se
sometid al autoclave fue practicamente nulo debido a que s6lo aument6 0.24%.
En fuentes bibliograficas revisadas se menciona que la biomasa algal debe
permanecer en el autoclave en un tiempo 6ptimo de 1 a 3 horas. Por la gran
energia que requiere el encendido del autoclave disponible en el laboratorio de
Sanitaria de la Facultad de Ingenieria, la biomasa algal se autoclavo durante
unicamente 30 minutos, resultando con el minimo aumento en el porcentaje

mostrado.

En cuanto a la Liofilizacion los resultados muestran un aumento del 3.43 % que
no es eficiente debido a las grandes cantidades de energia que también son

requeridas para este proceso representando un gasto energético innecesario.

Se requiere, sin embargo, analizar en forma cuantitativa la energia empleada
en cada una de estas técnicas de disrupcidn celular para realizar una
comparacién del balance energético total resultante de la produccién de lipidos

bajo las condiciones experimentadas en la presente investigacion.
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e En el presente proyecto las microalgas fueron utilizadas como materia
prima para la produccion de biocombustibles ya que se perfilan como la
fuente mas adecuada debido a su rapido crecimiento, alto contenido de
aceite y alta productividad (mayor que otras especies vegetales), capacidad
de fijar CO,, menores requerimientos de condiciones de cultivo y nutrientes
y no compite por suelos ni con cultivos agricolas.

e Para lograr el desarrollo de un proceso sustentable de produccion de
biodiesel a partir de microalgas se deben superar varios factores, el
principal es el costo de produccién de la biomasa, que involucra la
optimizacién de medios, seleccién y manipulacion de cepas y el disefio de
fotobiorreactores. También se debe considerar el proceso de separacion de
biomasa y extraccion de aceites.

e Debido a que, en el cultivo de microalgas confluyen varias condiciones
ambientales tales como luz, agitacién, aireacion, oxigeno y fuentes de
carbono y nutrientes, el control de estos pardmetros es indispensable para
lograr el crecimiento saludable de los cultivos.

e El método soxhlet demostré6 ser un método muy simple, fiable, eficaz y
eficiente para la extraccion de lipidos de la biomasa algal, sin embargo se
recomienda contar con un protocolo de seguridad y el equipo de proteccion
necesario para evitar quemaduras o inhalacion de los solventes utilizados
en la extraccion.

e Con respecto a la determinacion de la temperatura del equipo soxhlet, el
indicador de temperatura en el nivel cinco, seis, siete y ocho después de
una 1 h y 30min permanecié constante con un valor aproximado de 84°C

por lo que se recomienda colocar el indicador de temperatura en el nivel 7
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cuando se utilicen solventes con puntos de ebullicién altos como el etanol.
Si se utilizan solventes con puntos de ebullicion bajos como la acetona y
éter dietilico se recomienda un nivel tres o cuatro en el indicador de
temperatura para la extraccion del lipido algal.

e El rendimiento mas alto de lipidos para las 5 familias de microalgas
estudiadas fueron los siguientes: Chlorella obtuvo 20.37 % y F.F. Especie 3
obtuvo 19.17% con la mezcla metanol:hexano (1:3), Scenedesmus obtuvo
20.10%, F.F. Especie 1 obtuvo 17.69% y H1 obtuvo 5.46%, con la mezcla
cloroformo:metanol (1:2), de lipido mas clorofila. Por esta razon se
recomiendan estas dos mezclas como las mas eficientes para la extraccion
de lipidos mas clorofila. La combinaciéon de solventes mejora la eficiencia
del solvente que individualmente extraen un porcentaje menor de lipidos.
Combinaciones mayores no se recomiendan debido a que son poco
practicas e incrementarian el costo de la produccion del biodiesel
principalmente a grandes escalas. La familia Chlorella es la que mayor
productividad de lipidos posee a diferencia de la familia H1 que produce un
promedio de 4.19% de lipidos mas clorofila para todas las combinaciones
de solventes que se realizaron.

e Basado en el principio de extraccion donde lo “semejante disuelve lo
semejante” el alto porcentaje de lipido obtenido con la mezcla
cloroformo:etanol (1:3) indicé que las familias Chlorella y Scenedesmus
contienen cantidades de lipidos polares y neutros. El porcentaje de lipido
extraido con éter dietilico fue de 5.38 % en la familia Chlorella, al ser éste
un solvente no polar los lipidos obtenidos en su mayoria no fueron apolares.

e Se recomienda utilizar combinaciones binarias de solventes que contengan
etanol ya que a mas de arrojar resultados eficientes de porcentajes de
lipidos mas clorofila es de facil accesibilidad y razonablemente barato en
comparacién con otros solventes.

e Debido a que no se cont6 con el equipo necesario para la cuantificacion del

Maria José Pérez 95
Jenny Quishpi



Universidad de Cuenca gb},

porcentaje de la clorofila dentro del lipido se recomienda para
investigaciones posteriores la realizacion de esta cuantificacion mediante
espectroscopia UV, asi como también identificar y cuantificar los lipidos
presentes en la biomasa algal mediante un cromatoégrafo.

e La productividad de biomasa y el contenido de lipidos, asociados
directamente a la abundancia y escasez de nutrientes en el medio de cultivo
respectivamente, son los factores esenciales del cultivo; sin embargo, estos
factores son dificiles de lograr de forma simultdnea; ya que en condiciones
gue favorecen una alta productividad de biomasa suele dar lugar a una baja
acumulacion de lipidos, y visceversa. Las dos etapas de cultivo que se
utilizaron en este proyecto mostraron que una disminucién del suministro de
nutrientes representd una baja del 43.79 % en la productividad de biomasa
algal; mientras que el contenido de lipido mas clorofila fue Unicamente 11%
mayor al de la primera etapa. Se recomienda continuar con estas
investigaciones utilizando mas variaciones en el suministro de nutrientes al
cultivo y, de ser posible, utilizar composiciones de nutrientes que permitan
controlar por separado el suministro de nutrientes nitrogenados y
fosforados.

e El pretratamiento térmico con autoclave, y fisico mediante liofilizacion no
mostraron un aumento considerable en el porcentaje de recuperacion de
lipidos respecto a la biomasa sin pretratar. La utilizacion de estos a escala
de laboratorio representd un gasto energético innecesario. Ademas de esto
el pretratamiento implica una pérdida de biomasa en el proceso de
liofilizacibn. Se recomienda sin embargo, continuar con estas
investigaciones, determinando el consumo energetico total del proceso de
cultivo, cosecha vy extraccion de lipido para poder comparar
cuantitativamente la viabilidad de utilizar microalgas como fuente energética
especialmente cuando las microalgas han cumplido ya una funcidbn como

agentes en el proceso de tratamiento de agua residual.
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Anexo 1. Control de Carbonato, Nutrientes y pH de la familia Chlorella.
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Anexo 2. Control de Fuente de Carbono y Nutrientes para las familias de

microalgas.
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Anexo 3. Porcentajes de lipidos mas clorofilay tiempos de extraccion de
las familias de microalgas.

FAMILIA CHORELLA
Chlorella
. %de lipido | Promedio Tlempo.c'je Prgmedlo del
No mezclas Mezclas Relacion . extraccion Tiempo de
+clorofila (%) .
(H:mm) Extraccion (%)
23,65 7:20
22,15 7:02
1 Cloroformo Metanol 1]1:1]12 15,45 20,22 7:15 6:19
19,03 7:29
20,81 2:31
21,30 3:10
2 metanol Hexano 11:13 20,37 3:06
19,43 3:03
16,93 :
3 Etanol - 11:1| - 18,29 5:05 6:02
19,65 7:00
16,38 2:50
4 Cloroformo Etanol 1(:13 16,89 2:47
17,41 2:45
14,79 9:13
5 Etanol Hexano 11:13 15,09 8:22
15,38 7:32
13,88 7:21
6 Cloroformo Etanol 1]1:(1 15,94 14,99 9:45 8:04
15,14 7.08
10,98 :
7 Cloroformo - 1(:] - 11,42 5:09 5:00
11,86 4:51
8 Eter Dietilico Etanol 11:11 11,17 11,17 6:34 6:34
7,38 6:50
9 Cloroformo Hexano 11:12 7,19 6:11
7,01 5:33
5,22 7:05
10 Hexano - 1] - 4,97 5,60 3:10 4:30
6,62 3:15
11 Eter Dietilico - 1] - 5,38 5,38 3:.01 3:01
12 Hexano Acetona 1]1:11 5,14 5,14 12:26 12:26
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Chlorella
%de lipido | Desviacién |Numero de Error
No Mezclas . ,
+clorofila | Estandar |Muestreos | estandar
1 |Cloroformo: Metanol (1:2) 20,22 3,16 5 1,42
2 |Metanol:Hexano (1:3) 20,37 1,32 2 0,93
3 |Etanol 18,29 1,93 2 1,36
4 |Cloroformo:Etanol (1:3) 16,89 1,93 2 1,36
5 |Etanol:Hexano (1:3) 15,09 0,73 2 0,52
6 |Cloroformo:Etanol (1:1) 14,99 1,04 3 0,60
7 |Cloroformo 11,42 0,62 2 0,44
8 |Eter Dietilico:etanol (1:1) 11,17 - 1 -
9 |Cloroformo:Hexano (1:2) 7,19 0,26 2 0,18
10 |Hexano 5,60 0,89 2 0,63
11 |Eter Dietilico 5,38 - 1 -
12 |Hexano:Acetona (1:1) 5,14 - 1 -
FAMILIA SCENEDESMUS
Scenedesmus
Tiemoo de Promedio del
. %de lipido | Promedio P L2 Tiempo de
No mezclas Mezclas Relacion ) extraccion .
+clorofila (%) ) Extraccion
(H:imm) )
(H:mm)
16,68 9:09
21,27 :
1 Cloroformo Metanol 1 2 20,10 11:26 7:59
20,32 4:20
22,15 7:02
18,59 3:00
2 metanol Hexano 1 3 17,95 3:22
17,31 3:45
18,34 :
3 Etanol - 1 - 16,86 6:20 4:47
15,38 3:15
19,14 4:00
4 Cloroformo Etanol 1 3 17,59 3:10
16,05 2:20
15,04 5:20
5 Etanol Hexano 1 3 14,75 5:20
14,47 5:20
16,72 5:20
6 Cloroformo Etanol 1]1:]1 16,06 5:20
15,40 5:20
7 Cloroformo - 1 - 12,75 12,75 6:17 6:17
9,73 5:20
8 Cloroformo hexano 1 2 10,19 5:20
10,66 5:20
9 hexano - - 7,04 7,04 5:05 5:05
10 hexano acetona 1 13,11 13,11 5:06 5:06
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Scenedesmus
N Mezcl %de lipido | Desviacién | Nimero de Error
0 ezclas +clorofila Estandar | Muestreos | estandar
1 Cloroformo: Metanol (1:2) 20,10 2,40 4 1,20
2 Metanol:Hexano (1:3) 17,95 0,91 2 0,64
3 Etanol 16,86 2,10 2 1,48
4 Cloroformo:Etanol (1:3) 17,59 2,18 2 1,54
5 Etanol:Hexano (1:3) 14,75 0,41 2 0,29
6 Cloroformo:Etanol (1:1) 16,06 0,94 2 0,66
7 Cloroformo 12,75 0,94 1 0,94
8 Cloroformo:hexano (1:2) 10,19 0,66 2 0,47
9 Hexano 7,04 - 1 -
10 |Hexano:Acetona (1:1) 13,11 - 1 -
FAMILIA F.F. ESPECIE 1
F.F. Especie 1
Tiempo de Promedio del
. %de lipido | Promedio L Tiempo de
No mezclas Mezclas Relacion . extraccion .
+clorofila (%) ) Extraccion
(H:mm)
(H:mm)
17,39 5:11
1 Cloroformo Metanol 11:12 17,69 3:50
17,98 2:30
15,62 4:20
2 metanol Hexano 1 3 13,96 4:18
12,31 4:16
10,41 2:46
3 Etanol - 1 - 9,225 2:48
8,04 2:50
5,32 2:15
4 Cloroformo Etanol 1 3 5,765 2:22
6,21 2:30
F.F. Especie 1
%de lipido | Desviaciéon |[Nimerode | Error
No Meazclas : i i
+clorofila | estdndar |Muestreos | estandar
1 Cloroformo: Metanol (1:2) 17,69 0,42 2 0,30
2 Metanol:Hexano (1:3) 13,96 2,34 2 1,65
3 Etanol 9,23 1,68 2 1,19
4 Cloroformo:Etanol (1:3) 5,77 0,63 2 0,44
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FAMILIA F.F. ESPECIE 3
F.F Especie 3
" Promedio del
- .| Tiempode ]
. % de lipido| Promedio .. Tiempo de
No mezclas Mezclas Relacion . extraccion
+clorofila (%) Extraccion
(H:mm)
(H:mm)
14,77 7:15
1 Cloroformo | Metanol 1 2 18,31 5:15
21,85 3:15
2 metanol | Hexano | 1 3 (2036 19,17 32 3:17
17,98 ! 3:10 '
3 Etanol 1 15,60 13,53 6:30 4:45
11,46 ! 3:00 '
15,37 5:15
4 Cloroformo Etanol 1 3 12,69 4:00
10,01 2:45
F.F. Especie 3
No Mezclas % de lipido |Desviacion|[Numero de Error
+clorofila | Estandar |Muestreos estandar
1 Cloroformo: Metanol (1:2) 18,31 5,00 2 3,54
2 Metanol:Hexano (1:3) 19,17 1,68 2 1,19
3 Etanol 13,53 2,93 2 2,07
4 Cloroformo:Etanol (1:3) 12,69 3,79 2 2,68
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FAMILIA H1
H1
Ti d P dio del
. % de lipido| Promedio |empo. ’e rt..)me 10 de
No mezclas Mezclas Relacion . extraccion Tiempo de
+clorofila (%) .
(H:mm) | Extraccion (H:mm)
6,36 2:15
1 Cloroformo| Metanol |1 2 5,46 2:29
4,56 2:44
2 metanol Hexano |1 3 4,91 4,49 7:00 5:37
4,06 ! 4:15 '
3 Etanol 1 3,70 3,91 2.4 2:24
4,11 ! 1:55 '
4 Cloroformo| Etanol 1 3 2,79 2,92 1:45 2:02
3,06 ’ 2:20 '
H1
% de lipido |Desviacion]Numero de Error
No Mezclas . . ;
+clorofila | estandar |[Muestreos estandar
1 Cloroformo: Metanol (1:2) 5,46 1,27 2 0,90
2 Metanol:Hexano (1:3) 4,49 0,60 2 0,43
3 Etanol 3,91 0,29 2 0,20
4 Cloroformo:Etanol (1:3) 2,92 0,19 2 0,14
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