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Resumen

A consecuencia de la utilizacién de combustibles de origen fésil y de las secuelas que acarrea, surgen
nuevas alternativas energéticas, cuya obtencién debe ser sostenible ambiental, social y econémicamente.
Una de ellas es la utilizacion de microorganismos con alto contenido oleaginoso, tal es el caso de las algas
que, ademas de presentar un alto indice de crecimiento, son organismos fotosintéticos capaces de capturary
almacenar CO; atmosférico y, por tanto, disminuir el efecto invernadero causado por este gas en el ambiente.
En tal sentido, es de interés particular el alga de agua dulce Scendesmus spp. que se cultivo en soluciones
con diferente concentracion de Nitrofoska Verde®, resultando 6ptima la trabajada al 0,01%. La biomasa
humeda y seca fue del orden de 3.81252 gr/Lty 0.165 gr/Lt respectivamente, esta Ultima se constituyé como
materia prima para obtener aceite siguiendo la metodologia de Soxhlet, lograndose un rendimiento de
6.323%. Como consecuencia de lo anterior, se procedioé a las reacciones de transesterificacion con metanol
como sustancia reactiva e hidroxido de sodio como catalizador, a una temperatura de 60°C, tiempo de
reaccion de 90 minutos y agitacion constante de 200 rpm. El rendimiento de biodiesel a partir del aceite de
Scenedesmus spp fue de 85,034 %.
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Abstract

Result of the injuries that entails the use of fossil fuels, is that new energy alternatives, the preparation must
be environmentally, socially and economically sustainable arise. One of them is the use of microorganisms
with high oil content such as algae, also by a high growth rate, photosynthetic organisms be able to capture
and store atmospheric CO,, and therefore reduce the greenhouse effect caused by this gas in the atmosphere.
In this regard, of particular interest is the seaweed fresh water Scendesmus spp. which was grown in solutions
with different concentration of Nitrofoska Green®, the resulting optimal Worked 0.01%. The wet and dry
biomass was approximately 3.81252 gr/Ltand 0.165 gr/Lt respectively, the latter was formed as a raw material
for oil following the methodology of Soxhlet, achieving a yield of 6.323 %. Consequence of this is proceeded to
transesterification reactions as reactive substance with methanol and sodium hydroxide as a catalyst at a
temperature of 60°C, reaction time 90 minutes with constant stirring at 200 rpm. The yield of biodiesel from oil
Scenedesmus sppwas 85.034 %.
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1. Introduccion

Hoy en dia toma relevancia el reemplazo de
combustibles fésiles por otras alternativas renovables,
condicionando de esa manera la disminucion de la
dependencia respecto al petréleo, ademas de ser un
instrumento de lucha contra el deterioro
medioambiental y promover el desarrollo de la
agricultura e industrias derivadas (Stratta, 2000).

Actualmente, el 80% del petroleo que se consume
en el mundo proviene de pozos descubiertos en la
década de 1970; es asi que el consumo de petréleo
pas6 de 2,753 millones de barriles en 1973, a 3,767
millones en el 2004 (Carrere, 2006). Diariamente la
extraccion de petréleo es de 75 millones de barriles, y
se espera una demanda creciente de 2% anual para
los préoximos afios; segun las proyecciones para el
2020 se debera necesitar unos 100 millones bboe/dia.

De otro lado, el calentamiento global y muchos
problemas ambientales son debidos en gran medida al
uso indiscriminado de combustibles fosiles. A
consecuencia de ello, la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU) aprobé en 1992 la Convencion Marco
sobre el Cambio Climatico, cuyo objetivo declarado
fue que los gases causantes del efecto invernadero
debian estabilizarse en valores que no supongan un
riesgo. En 1997, el Protocolo de Kyoto fijé obligaciones
de reducciéon de dichos gases que afectan
basicamente a los paises industrializados (Carrere,
2006). Producto de ello, una de las soluciones
planteadas es la sustitucion de los combustibles
fésiles por biocombustibles obtenidos de cultivos
energéticos; sin embargo, el tema de los
biocombustibles es polémico y sus ventajas y
desventajas se siguen discutiendo. No obstante se
sostiene que, a menos que se cambie el modelo de
desarrolloy se inicie una transicién hacia una sociedad
postpetrolera, con nuevos patrones de consumo de
energia, los biocombustibles no seran una solucién
para frenar el cambio climatico (Carrere, 2006).

Los biocombustibles estan constituidos por
alcoholes, éteres, ésteres y otros compuestos
quimicos provenientes de una fuente que no es de
origen mineral o fésil, sino biolégica, conocida como
biomasa (Sanchez Macias, 2006), y son obtenidos por
molturacion de productos de origen agricola y
destilacion de liquidos (Clarimon et al., 2007). Estos al
combinarse con el oxigeno generan la combustion y
liberan energia (Fernandez, 2006).

Tanto en Europa como en los Estados Unidos de
América, el biodiesel esta siendo producido y utilizado
en cantidades comerciales. En 1998, la DOE (U.S.
Department of Energy) designé al biodiesel puro como
un combustible alternativo y establecié un programa
de créditos para el uso de biodiesel; sin embargo las
mezclas no han sido designadas como un combustible
alternativo. EE.UU. utiliza una mezcla que contiene
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10% de etanol, este producto le otorga un valor
agregado al maiz y ademas genera co-productos en el
proceso, como por ejemplo CO,para el uso de bebidas
carbonatadas, y granos destilados con alta
concentraciéon de proteinas para alimentacion
ganadera (Clarimén et al., 2007). En el viejo
continente, el biodiesel es producido principalmente a
partir del aceite de la semilla de canola (también
conocida como colza) y el metanol, denominado
comercialmente como RME (Metil Ester de canola), el
cual es utilizado puro o mezclado con aceite diesel en
las maquinas diesel, en proporciones que van desde
un 5% hasta un 20% generalmente. En Alemania y
Austria se usa puro para maximo beneficio ambiental
(Clarimon etal., 2007).

En Alemania, el biodiesel esta disponible en cerca
de 1,000 estaciones de llenado de combustible de las
16,000 estaciones, su participacion esta en el orden de
0.3 % del diesel vendido, lo cual equivale a 100,000
toneladas. Se espera que esto se eleve a quizas
300,000 toneladas en el futuro cercano. La primera
biorefineria alemana se construira en Emden con
financiacion de una asociacion holandesa; el objetivo
de la fabrica es convertir 430,000 toneladas de aceite
de palma, probablemente de origen indonesio, en mas
de 400 millones l/afio de biodiesel (Carrere, 2006).
Espafia es uno de los paises de la Union Europea con
mas consumo de aceite vegetal por habitante. El
bioetanol posee salida como materia prima para la
fabricacién de ETBE (Etil ter-butil éter), un aditivo
oxigenado de elevado indice de octano, aunque se
usa de formahabitual en mezclas con gasolinas
(Clarimoén et al., 2007). La directiva europea sobre
biocombustibles debera constituir el 5.75% del
combustible utilizado para el transporte en Europa;
esta cifra podria aumentar al 20% para 2020 (Carrere,
2006).

En América Latina, Venezuela, pese a poseer
importantes reservas de petréleo, se dispone a
integrarse con Brasil y Argentina en el desarrollo de
combustibles de origen vegetal como alternativa
energética. La busqueda de tecnologias para producir
combustibles alternativos, entre ellos el biodiesel, se
incluye también en un acuerdo recientemente firmado
por Venezuela y otros 13 paises caribefios para la
creacion de Petrocaribe. La empresa espafiola




Repsol, que ya produce biodiesel en Espafia, invertira
30 millones de délares en una primera planta de
biodiesel en Argentina, que comenzd a construirse en
el 2007. La capacidad instalada sera de 120,000
m3/afio (Carrere, 2006). En Brasil, el mercado
domeéstico de biodiesel se estima en cerca de 840
millones l/afio, segun el Ministerio de Energia, y el
gobierno tiene por objetivo el introducir un 5% de
mezcla biodiesel, se proyecta que se estarainvirtiendo
1,900 millones de dolares en plantas de biodiesel en
los préximos cuatro afios. La mayor parte de los
combustibles que poseen alcohol en estado puro o en
mezclas en Brasil son producidos por refinerias de
Petrobras, laempresa estatal.

Las ventajas que ofrecen los biocombustibles son
multiples; asi por ejemplo, presentan un gran potencial
como fuente de abastecimiento para el sector del
transporte, mejorando la posibilidad de
autoabastecimiento energético en un marco regional
(Clarimén et al., 2007); son de bajo contenido de
azufre, cloro, particulas de gases de escape, producen
menores emisiones de monoéxido de carbono (CO),
hidrocarburos (HC) y éxido de nitrégeno, respecto a
los combustibles fosiles. Su emision de didxido de
carbono es considerada como neutra, ya que las
plantas, en su etapa de crecimiento, consumen la
misma cantidad de CO, que la emitida por el
biocombustible (Clarimén et al., 2007). Por otro lado,
reduce la dependencia de los combustibles minerales
que, ademas de ser un producto de fuentes no
renovables, tienen un precio muy variable en el
mercado (SAGPyA, 2006), la utilizaciéon de productos
agrarios, muchas veces desperdiciados, en los
procesos de fabricacion puede impulsar la actividad
agricola en muchos paises, diversificando su
economia. Aquellos paises que no tienen ventaja
competitiva en la produccion de alimentos podrian
impulsar los cultivos energéticos (SAGPyA, 2006). No
requiere de generacion de grandes infraestructuras,
ya que emplea materia prima, maquinaria y logistica
existentes en la actualidad (Sanchez Macias, 2006);
subsecuentemente, genera empleos no sélo por el
proceso de elaboracion propiamente dicho, sino
también por la generacion de la materia prima para
elaborarlos mismos (SAGPYA, 2006).

Las desventajas de los biocombustibles han sido un
tema controversial dentro de una sociedad que no ha
aceptado que vivird una era postpetréleo y no se ha
planteado la creciente necesidad de disminuir el
consumo energético. Las desventajas pueden ser las
que se mencionan a continuacion:

i. El aumento del uso de fertilizantes nitrogenados,
especialmente en los casos en que se trabaje con
arboles de rapido crecimiento, liberara mas o6xido
nitroso en la atmosfera, el cual tiene un efecto que es
310 veces mas poderoso que el del diéxido de
carbono en lo que respecta al calentamiento global
(Carrere, 2006).

ii. Para cultivar las especies energéticas, es necesario
limpiar tierras quemando la vegetacion existente;
esto podria promover que el balance neto de
carbono en las areas destinadas a la produccion de
biocombustibles sea negativo, aumentando asi la
concentracion de gases de efecto invernadero en la
atmosfera, que es precisamente lo que se pretende
evitar con este cambio (Carrere, 2006).

ii. El uso de tecnologias destinadas a convertir la
madera en etanol esta impulsando la expansion de
monocultivos de arboles de crecimiento rapido en
areas boscosas y sabanas, aumentando asi la
deforestacion; por ej.:, el cultivo de soja ha sido la
causa principal de deforestacion en la amazonia
brasilera y la selva paraguaya; mientras que el
cultivo de palma lo esta siendo en Indonesia y
Malasia (Carrere, 2006); debido a ello la Unién
Europea no esta aceptando proyectos de cultivos
energéticos en esas areas. Lejos de ser esto una
solucion, evita el desarrollo de proyectos que
pueden ser utiles. Por esto es necesario impulsar
campafias de concientizacién, reglamentacion y
apoyo gubernamental.

Los aceites vegetales son la principal materia prima
para la produccion de biodiesel, razén por la cual el
uso de cultivos de alto contenido oleaginoso ha sido
estudiado exhaustivamente. Los principales
materiales oleaginosos utilizados derivan de la palma,
colza y soya, ademas del girasol, coco, cacahuate,
oliva, mostaza, entre otros. (Hanna y Frangui, 1999).
El mercado creciente de produccion de biodiesel a
partir de aceites vegetales comestibles, requeriria del
uso de enormes extensiones de terreno fértil, situacion
que podria conllevar a crisis alimentarias ante la
escasez de suelos cultivables. En el caso particular del
sureste asiatico y Brasil, el considerable incremento
en su tasa de produccion de biodiesel a partir de palma
y soya, ha ocasionado problemas ambientales
inherentes a la deforestacion de regiones tropicales.
(Dismukes, et. al. 2008).

En consecuencia se ha planteado el uso de aceites
no comestibles procedentes de cultivos marginales
tales como Jatropha curcas (pifidén), Calophyllu
minophyllum (tamanu), Pongamia pinnata (Karanja),
Madhuca indica, Swidawil soniana, Ricinus communis
(higuerilla) y Vernicia fordii (tung). Estos cultivos
marginales no requieren de terrenos fértiles, ya que
proliferan en suelos aridos, pobres en nutrientes, con
altos niveles de radiacion y baja precipitacion pluvial.
(Fairless, et. al., 2007). El elevado costo de la materia
prima, que contribuye del 50 al 90% del precio de
producciéon del biodiesel, ha obstaculizado la
comercializacién del biocombustible, motivo por el que
se ha propuesto el uso de aceites de desecho y de
grasas animales, alternativa que no ha sido
satisfactoria a causa de los gastos adicionales
necesarios para el refinamiento y la transesterificacion
del materia. (Al-Zuhair, 2007).

No obstante, hoy en dia existen nuevas alternativas.
Varias compafiias estan actualmente produciendo
biocarburantes a partir de algas, como lo son
GreenFuel Technologies o Algae biofuels en EEUU,
BFS en Espafia, Bioking Algae en Holanda y
Aquaflowen en Nueva Zelanda; sin embargo, la
produccioén de estas plantas es muy pequefia y no son
de mucha ayuda en la cobertura de déficit de
producciéon de biodiesel que existe y que se prevé
seguira existiendo en los afios venideros. La demanda
mundial de biodiesel en este afio sera de mas de 12
millones de toneladas, mientras que la produccién de
biodiesel se estima que sera de aproximadamente 8
millones de toneladas, una diferencia bastante amplia
que necesita pronta cobertura. (Estrada, Noguera y
Lépez.,2010).
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En el Pert se implement6 la Ley N° 28054, Ley de
Promocion del Mercado de Biocombustibles, donde se
establece el marco general para promover el
desarrollo del mercado de los biocombustibles sobre
la base de la libre competencia y el libre acceso a la
actividad econdmica, con el objetivo de diversificar el
mercado de combustibles, fomentar el desarrollo
agropecuario y agroindustrial, generar empleo,
disminuir la contaminaciéon ambiental y ofrecer un
mercado alternativo en la lucha contra las drogas.
(MINEM., 2005).

De ahi la necesidad de investigar y colaborar con la
produccién de biodiesel a partir de microalga
Scenedesmus ssp. en biorreactor tanque agitado,
para idear planes estratégicos de biodiesel en el Peru
y, por ende, desarrollar conforme a ley nuevas
tecnologias para el desarrollo de energias renovables
en nuestro pais ante la futura escasez de los
hidrocarburos a nivel mundial.

1. Material y métodos
Poblaciony muestra

Las cepas de Scenedesmus acuminatum IMP-LBA-
008 se adquirieron de la Facultad de Ingenieria
Pesquera de la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM) y estuvieron representadas por 100
ml de cultivo puro de suspension algal.

Medio de cultivo

Para promover el crecimiento de Scenedesmus spp,
se emplearon soluciones al 0,1%, 0,05% y 0,01% de
Nitrofoska Verde®, el cual es un abono foliar y que
sirvio para satisfacer los requerimientos minimos
necesarios en el crecimiento de la microalga. Las
caracteristicas fisico-quimicas del producto aparecen
descritas en el cuadro 1y segun especificaciones del
distribuidor debe tenerse en cuenta que se trata de un
producto higroscopico, no miscible en productos
fuertemente alcalinos y con aceites minerales. Se
recomienda que deba de ser siempre almacenado en
su recipiente original y los envases abiertos deberan
ser cerrados inmediatamente después de extraer la
cantidad requerida. Tiene un periodo de caducidad de
hasta tres afios.
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Cuadro 1

Caracteristicas quimico-fisicas de Nitrofoska Verde®
en la preparacion de los medios de Cultivos para
Scenedesmus spp.

Caracteristicas quimicas
Nutrientes principales:

Wetrnbgeno fatal (M) 250%
Netntaeng nlirioo (NO-M) 4.8%
Witrdegend amdnics (MH-
M) 28 %
Metntqeno uralos (M- 172 %
Fbahang (FaOsh 10:0 %
Piotasio (PO 17,5%
Nulrientes secundarios;
Mapnasio (Ma O 1.6 %
- Azufra (5] 13,00 %
Micronufrientes:
Marganeso® (kn] 320 ppm
Hama® (Fal 500 ppm
Cobra® (Cu) 180 ppm
Bara (B1 150 ppm
Cine" (Zn) 100 ppm
Malbdeno (Mn] 10 ppm

* Complelamente gustalizada con EOTA

Caracteristicas fisicas:

Aspecto: Sal cristalina fino,
Color: ‘Verde claro,
Densidad aparenta: Aprox. TED ka'm3
Diémetro de particulas: 0.1-1.4 mm (B0 — 50 %).

Biorreactores

El crecimiento de microalgas se efectu6 en
biorreactores tanques agitados y sujetos a tres niveles
de escalamiento. En primer nivel se trabaj6é con el
propésito de establecer la debida comprobacion
fenotipica del cultivo puro de Scenedesmus spp; para
ello, las muestras fueron cultivadas en matraces de 1Lt
de capacidad a temperatura ambiente (18-22°C), con
un fotoperiodo dia:noche de 12 horas de luminosidad
(intensidad luminica de 12 ymol/m?s) y 12 horas de
oscuridad, y en agitacién constante a razén de 300
ml/min. de aire es estéril.

Estas mismas condiciones fueron conservadas para
el segundo nivel de escalamiento, construyéndose
biorreactores de 4 Lt de capacidad. El inoculo fue de
50 ml de suspension algal a partir de los matraces
anteriores. El crecimiento en estos sistemas se realiz
con el propésito de evaluar la cinética de crecimiento
de Scenedesmus spp. bajo condiciones de
laboratorio.

Finalmente, le tercer nivel de escalamiento tuvo como
objetivo la obtencion de biomasa, empleandose para
ello recipientes plasticos de 20 Lt de capacidad y
manteniendo las mismas condiciones de cultivo. El
inoculo para cada uno de ellos fue de 1 Lt de
suspension de algas del segundo nivel. Asimismo se
realizaron cada tres dias monitoreos microscopicos de
los cultivos de microalgas, para comprobar la no
contaminacion de diferentes microorganismos que
pudieran afectar el crecimiento de Scenedesmus spp.

Estimaciones de biomasa

Esta se llevo a cabo siguiendo varias metodologias:
A) Método a través de la camara de Neubauer, B) Por
peso humedoy C) Por peso seco.

Coleccion de biomasa

La recuperacion de biomasa se realiz6 siguiendo dos
metodologias: 1. Por centrifugacién a 5000 rpm por 10



min a partir de los biorreactores de 4 Lt, para las
estimaciones cinéticas de biomasa. 2. Por
sedimentacion (gravedad) a partir de los recipientes
de 20 Lt para las evaluaciones de rendimiento de
biodiesel.

Consecuencia de ambas metodologias fue la
obtencion de una pasta humeda de algas, que mas
adelante fue secada en estufaa 80°C por48-72 hrs.

Las muestras completamente deshidratadas fueron
pulverizadas exhaustivamente en mortero.

Extraccion de aceites de Scenedesmus spp

De las diversas metodologias existentes para la
extraccion de aceites a partir de algas, se optd por el
Método de Soxhlet, utilizando hexano como solvente.
La materia prima fue el extracto deshidratado de los
cultivos de Scenedesmus spp.

Obtencion de biodiesel

En primer lugar se prepar6 una mezcla del catalizador
constituido por hidréxido de potasio (KOH) y metanol, y
en agitacion constante por 20 min hasta la completa
disolucion del KOH. Esta solucién se conservé tapada
para impedir que reaccionara con el diéxido de
carbonoy la humedad del medio.

Posteriormente se realiz6 la adiciéon de la mezcla con
el aceite, a una temperatura de 60°C y una agitacién
constante a 200 rpm con tiempos de reaccién de 90
min. Trascurrido los tiempos de reaccion, se llevaron
los productos a un embudo de decantacion, donde
transcurridas 24 h deben de formarse dos fases, una
capa superior conteniendo el biodiesel (metilesteres) y
una inferior de glicerina. La capa superior debe ser
retirada y llevada a un segundo embudo de
decantacion en donde se le adicioné agua para retirar
residuos de metanol, catalizadory glicerina.

Determinacion del rendimiento (Rb)

Se realizd mediante la siguiente igualdad, donde los
gramos de biodiesel puro son los gramos de biodiesel
obtenidos al final del proceso (reaccion, separacion,
lavado y secado) y los gramos de aceite de microalgas
son los gramos de aceite adicionados al reactor al
inicio de la reaccion.

Rb =(g biodiesel puro /g aceite microalga) x 100%
Técnicas yrecoleccion de datos.

Para determinar la varianza de la biomasa de las
microalgas (Scenedesmus spp.), se recolectaran los
datos en conteos por camara de Neubauer donde se
determinara el numero de microalgas por mL de
cultivo, que incluye recuentos diarios al cultivo
(Scenedesmus spp.). También se va a medir el pH del
cultivo para posteriormente tener los analisis
respectivos. Se incluye ademas una columna de
observaciones para anotaciones que pudieran ser
utiles.

Métodos de analisis de datos para el biodiesel de
Scenedesmus spp.

Los resultados se analizaran de varianza simple, con
una significacion del 95%, donde puede observarse la
estrecha relacién que existe entre el medio de cultivo a
utilizar (Algal) y la cantidad de biomasa en g/L,

posteriormente se hallara el rendimiento en la
produccién del biodiesel a partir de Scenedesmus spp.
en biorreactor tanque agitado. También se obtendra
las cantidades de aceites obtenidos a partir de las
microalgas, donde se proyectara producciones a altas
escalas y de acuerdo con los resultados se
determinara la eficiencia del medio de cultivo algal.

Ill. Resultados y discusion

Scenedesmus spp. es un microorganismo
fotolitotrofo; ello quiere decir que obtiene su energia de
la luz y su fuente carbonada a partir de compuestos
inorganicos como el CO,(Lee 1999, Csogor et al.
2001). Es uno de los géneros de algas de agua dulce
mas comunes en nuestro medio; sin embargo, por
existir una gran diversidad de morfologias entre ellas,
se complica muchas veces su identificacién.
Taxondmicamente la clasificamos como sigue:

Dominio: Eukaryota

Reino: Plantae

Phylum: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Sphaeropleales
Familia: Scenedesmaceae
Género: Scenedesmus

Durante la comprobacion fenotipica, obtenido a partir
del primer nivel de escalamiento (cultivo inicial), se
pudo advertir rapidamente que usualmente la
hallamos de forma individual, aunque
alternativamente también formando cenobios de dos,
tres o cuatro células, tal como aparecen en la figura 2.

Figura1.
Observacién microscopica de Scenedesmus spp.,
consecuencia de la evaluacion fenotipica. Se
puede apreciar células individualizadas y/o
alternativamente formando cenobios de 2 — 4
células.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Scenedesmus spp. en Nitrofoska Verde®

Para el crecimiento de Scenedesmus spp, el alga fue sometida a tres concentraciones diferentes de
Nitrofoska Verde®; todo ello bajo condiciones de laboratorio y empleando biorreactores de 4 Lt de
capacidad, los cuales aparecen en detalle en la figura 2. El propésito de todo fue optimizar la concentracion
mas adecuada para la proliferacion celular. Aunque si bien es cierto, existen medios de cultivo
universalmente mas utilizados, como lo es el F/2 de Guillard’s, que ha demostrado ser eficiente para el
crecimiento de un gran numero de microalgas, pero demanda la utilizacion de una gran cantidad de
nutrientes.

Resulté evidente desde un inicio que existe diferencias en la proliferacion celular, tal como se muestra en la
figura 2D; donde ya se percibe una mayor capacidad fotosintética por parte del alga a concentraciones
menores de Nitrofoska Verde® (0,01 %). Asimismo, el analisis cuantitativo de la cinética de crecimiento a lo
largo de 26 dias los tenemos expuestos en los cuadros 2, 3 y 4 respectivamente; que sirvieron a su vez para
la construccién de las graficas respectivas que aparecen en las figura 3.

Consecuencia de lo anterior, podemos apreciar que en cada grafica de la figura 2 también aparecen
descritas las lineas de tendencia de crecimiento (pendiente), asi como su ecuacion correspondiente; de ello
se deduce que la concentracion en la cual obtenemos una mayor biomasa por unidad de tiempo es la menor;
que corresponde a una solucién de Nitrofoska Verde® al 0,01% (figura 2A). La mayor pendiente obtenida en
este tipo de resultado es un excelente método para inferir qué tan pronto las poblaciones celulares alcanzan
la fase estacionaria, momento de maximo crecimiento.

Asimismo, bajo concentraciones mayores podemos advertir sin embargo que la fase lag de crecimiento
es mas pronunciada (figura 2B y 2C), lo que nos indica que quizas a estas concentraciones no condicionan
una facil adaptacion celular para dar inicio a la proliferacion.

Cuadro 2
Lecturas del recuento de Scenedesmus spp. a través
de la camara de Neubauer, cultivado en Nitrofoska
Verde® al 0.01 %.

.TIE... s .l.*;. ...m_ - = : S LY _mﬁi,f,;‘

idiss) nl n?2 03 od Estand. _(Céhalasfmi}
a R W 3g 138 F00 L40
i S R M - S F7500 444
2 H 1 4 4 4.5 .87 42500 463
3 | - E 4 4375 1.71 42500 453
4 4 1 5 8 ks 3 47500 458
L] 1 3 4 a8 4 .94 40000 460
& i W B 4 P 330 2500 450
7 16 5 2 -] T.T75 6.02 TI500 4.89
8 10 12 5 8 B 140 &7500 494
8 12 16 & 13 1025 L0 101500 sod
w16 22 12 11 1525 499 152500 5.8
11 16 12 20 17 1635 LI 162500 521
12 24 2 1% 186 1525 4.43 192500 528
13 15 8 ar 4 4.5 4.04 245000 539
14 2 J EL] 76 29325 512 A0 547
15 33 28 41 30 33 572 230000 552
16 32 40 33 41 385 485 55000 5.55
17 43 32 42 41 4 698 410000 561
1B 61 55 41 33 4775 1315 479500 5.68
1% 66 28 39 SB  4B25 1808 482500 558
3 61 31 37 51 45 1356 450000 5.65
21 65 50 35 &3 50.75 1241 507500 571
3 6B 42 29 61 50 1780 500000 570
Figura2. 3 43 BE 38 60 517S 13M 17500 &H
Crecimiento de Scenedesmus spp. en biorreactor = gi = = ':: ;’F - ;’E ::;ﬁ b
tanque agitado, bajo condiciones de laboratorio. A) ol ol s e e o id

Detalle del sistema de aireacion acondicionado a
biorreactor de 4 Lt de capacidad. B) Piedra difusora
asperjando aire estéril dentro del bioreactor. C)
Biorreactor completamente ensamblado para las
lecturas de crecimiento. D) Crecimiento de
Scenedesmus spp en matraces de 1 Lt bajo diferentes
concentraciones de Nitrofoska Verde®, los cuales
fueron sembrados de forma paralela. E) Cultivo en
recipientes de 4 Ltde capacidad.
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Cuadro 3

Lecturas del recuento de Scenedesmus spp. a
través de la camara de Neubauer, cultivado en
Nitrofoska Verde® al 0.05 %.

TIEMPO _Cdmara de Neut P i

Desv. POBLACION lozl0ufcls

y = 24084x - 46706
R =0.9446

y = 21065x - 80886 |\
R?=0.9198

idas) nl n2 n3 o4 Estand, [Céllas/mi
8 L 1.5 1.81 15000 418
1 1} 3 L1} 5 2 245 2000 4.30
2 3 0 0 4 L7 o6 17500 4.24
3 1 1 3 a 125 1.26 12500 4.10
4 3 o 2 F 175 1.26 17500 4.24
5 4 ¥ 4 & 4 163 40000 460
B ia T 5 2 3.5 111 35000 4.54
T 7 z 5 1 irs 2.75 37500 4.57
| T 2 B B8 575 263 57500 4.7
3 £ 4 3 1 [ 156 60000 478
1 -} 1 1D 9 7 4.08 OO0 4 .85
6 13 4 12 &5 412 #5000 483
12 2 13 18 & 9 B0 QDO 445
13 8 18 8 1% 135 580 135000 513
14 L1 12 2% 16 145 835 145000 g16
15 13 16 1% 18 17.75 635 177500 5.25
16 22 17 23 28 5 451 225000 538
17 19 22 26 32 24,75 562 27500 5.39
1| M 32 3% 3 0N 481 310000 549
19 5 32 & 325 819 325000 5.51
0 3 31 37 o4 a7 43 IMmO00 557
21 38 42 3 3B 5 .12 75000 5.57
22 49 37 40 49 43,75 B8 437500 564
21 43 55 38 40 44 15 B0 42500 565
| 45 33 52 59 475 11.08 5000 5.68
25 36 57 &3 35 47,75 14.36 ATTE00 EEE
36__ 62 a4 S2 46 51 B.0B 510000 571
Cuadro 4

Lecturas del recuento de Scenedesmus spp. a
través de la camara de Neubauer, cultivado en
Nitrofoska Verde® al 0.1 %.

TEMPD Cimara de Mewbauer Promedio  Deswv,

Estard. (Cilulas/ml]

fdias] ml m2 mn3

o 1 Z o 4 LTS
1 3 1 1 4 2.2%
2 1 5 Z o 2

| 1 & o 4 .75
4 =} 2 3 3 1.3
5 4 31 1 7 75
B o [ ] 4 3

i 1 1 3 8 325
£ o a8 1 7 4
9 L 3 o1n 55
1o s} & 1F 5 5.25
11 4 2 o 1 4
12 o 1 0 B 7}
13 9 3 0. 12 B
14 2 4 12 B B5
15 5 4 14 4 6.T5
16 E 0 13 1 TS
17 9 2 1 16 T
18 Fi g 12 11 8
19 18 5§ i 17 1025
20 1 3 7 16 15
i | 17 18 14 11 17
i1 i & 18 32 1925
23 9 16 24 13 23
24 I8 8 33 35 25
25 23 37 51 17 E )
26 31 40 327 4l 34.75

L7l
150
2,16
275

17500
22500
20000
27500
25000
37500
300040
32500
40000
S5000
52500
40000
E0000
E0000
E5000
BTS00
Tr500
FO0CD
20000
102500
112500
170000
192500
230000
250000
20000
JETS00

434
435
430
4.44
4.40

celfmil.

¢ o |
=10027x - 33505 |
R?*=0.7342 = &

Figura2.

Cinética de crecimiento de Scenedesmus spp. bajo
diferentes concentraciones de Nitrofoska Verde®. A)
Nitrofoska Verde® al 0,01%. B) Nitrofoska Verde® al
0,05 %. C) Nitrofoska Verde® al 0.1%.
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ESTIMACION DEL RENDIMIENTO DE BIOMASA
DE Scenedesmus spp.

La maxima obtencion de biomasa de Scenedesmus
spp. fue estimada en el dia 30, momento en el cual se
ha alcanzado la fase estacionaria de crecimiento. Para
ello se siguieron metodologias ya conocidas como es
la estimacién por peso humedo, peso seco y cadmara
de Neubauer. Los cultivos fueron trabajados en
recipientes de 20 Lt de capacidad y con soluciones de
Nitrofoska Verde® al 0,01% tal como aparece en la
figura3,4y5.

Los resultados fueron producto de 16 lecturas, las
cuales aparecen en el cuadro 5; donde la biomasa
himeda promedio fue de 0.0038125 g/ml (3,81 g/Lt);
mientras que la biomasa seca, que fue consecuencia
de una previa deshidratacion a 80°C, fue de 0.000165  Figura 6.

g/ml (0.165 g/Lt); por tanto, el contenido de humedad Recuperacién de biomasa seca de Scenedesmus spp.
de la pasta humeda fue de un 95.97%

aproximadamente. El recuento por medio de la Cuadro 5

camara de Neubauer para este periodo de tiempo fue
de 6.75 X 10°cel/ml.

Resultados de la biomasa humeda y biomasa seca
del cultivo de Scenedesmus spp.

BIOMASA BIOMASA
PESQ TUBD HUMEDA PESO TUBD  SECA (BOTC)
TUBD PESOTUBD BIO. HLIM. [er /S0 mil BI0.SEC. [er )50 mil

1 12,938 13,131 0.1593 12548 0.011
2 12589 12.78 0.1591 12601 0.012
3 12473 12,654 0.181 12.484 0011
4 12782 12.5@4 0202 12,792 0.01
5 12965 13,151 0186 12975 0.01
& 12 443 12.631 D.1E8 12.452 0.009
) 12.782 12.9656 0.1584 12.789 0.007
B 12667 1287 0.203 12.674 0.007
] 12698 12871 0.173 12.705 2.007
13 12582 12792 0.2l 12.59 0,008
11 12.705 12 888 0.18% 12713 0.008
12 12678 12857 0.179 11684 0.006
Figura 3. 13 12689 12 B4E 0.157 12,656 0,007
Cultivo de Scenedesmus spp. en recipientes de 20 Lt 1% AawE:  LEDE fLe it i
15 12.761 12.554 0.193 12767 0,006
16 12,711 12,54 0,153 14,718 0.007
'...ll...ll PROBAEDID 0.190625 000825
. _ DESV. EST. 0.009646243 0001983263
A i E‘ l i [B
! .- " I - n.‘ 5 00038125 g/mi 0.000165 &/ m
Cuadro 6

Recuentos microbianos de Scenedesmus spp. a
través de la camara de Neubauer, en el dia 30 en
cultivos de Nitrofoska Verde® al 0,01%.

Locturas microscopicas

Lect.1 Lect.2 Lect.3 Lact.4 Lact.5

12 33 20 34 15

26 22 17 23 58

2B 26 23 36 24

25 14 7 28 45

26 16 26 40 25

PROMEDIO 23.4 3.4 2.6 32.2 334
_DESV.EST, 6.46529195 9.93381891 4.15932687 672309453 17.586077

X235 B85 585 565 BOS 835

¥ 10000 SETS000  SES0000 650000 BOS0000  B350000

PROMEDIO 6755000  6.75X 10° cel/mi.
DESV.ESTA. 132622585

Figura5.

Recuperacion de biomasa por centrifugacion para: A)
La estimacion del peso humedo. B) Obtencion de
biomasa seca deshidratada
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RECUPERACION DE LA BIOMASA DE Scenedesmus spp.

El trabajar con volimenes mayores de cultivo implica el inconveniente del gasto energético que pudiera
acarrear la centrifugacion, lo cual resultaria contraproducente en un proceso donde se pretende minimizar
costos. Por ello es que se opto por la recuperacion de la biomasa a traves de la sedimentacién por gravedad
durante al menos una semana de reposo (figura 7), aunque tiene la desventaja el tiempo que ello involucra.

Figura7.

Recuperacion de labiomasa de Scenedesmus spp. através de diferentes metodologias.

A) Sedimentacion (gravedad) de Scenedesmus spp al término de una semana en reposo. B)
Recuperacién de la pasta humeda. C) Deshidratacion de biomasa humeda en incubadora a 80°C. D)
Obtencién de pasta deshidratada de Scenedesmus spp. E) y F) Recuperacion de biomasa por
centrifugacion.
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RECUPERACION DE ACEITE DE Scenedesmus spp.

La extraccion de lipidos con solventes quimicos ha
sido utilizada tradicionalmente para obtener lipidos de
fuentes animales y vegetales. Para el caso de las
microalgas, el solvente es por lo general adicionado a
la biomasa seca aunque en algunos casos es utilizado
en biomasa con cierta cantidad de agua, lo que
disminuye los costos globales del proceso, pero
disminuye también la eficiencia de la extraccion.

Una gran variedad de solventes organicos suele ser
utilizada en la extraccion de aceite de microalgas,
siendo los mas populares el hexano y el etanol
mediante una mezcla hexano-etanol es posible
extraer mas del 98% de los acidos grasos presentes
en la biomasa seca (Richmond 2004); sin embargo, al
ser el etanol un buen solvente de extraccion, su
selectividad hacia los lipidos es relativamente baja
comparada con otros solventes, por lo que en
extracciones con etanol pueden aparecer otros
componentes de las microalgas como azucares,
pigmentos o aminoacidos.

En la extraccién de aceites a partir de la biomasa seca
de Scenedesmus spp. se empleo el método de Soxhlet
(figura 8), obteniendo un rendimiento medio del
6,323% de aceite recuperado producto de tres
muestras diferentes. En esta obtencion, empleamos
como solvente organico el hexano, aunque la
recuperacion estd muy por debajo de los niveles
medios sefialados por la literatura para otras especies
de Scenedesmus; asi por ejemplo, se reporta para
Scenedesmus quadricauda 1,9%, mientras que para
Scenedesmus dimorphus entre 16 — 40% de lipidos.
Todo ello podemos atribuirle a varios aspectos, como
puede ser el proceso de recuperacion, dado que no se
efectu6 ningun tratamiento previo como la disrupcion
celular; por otro lado, la recuperacion varia en funcion
al método de extraccion elegido y a la vez es bastante
variable, en funcion de las condiciones fisico-quimicas
en que se practicaron los cultivos.

El sistema de extraccion soxhlet ha sido ampliamente
utilizado en la extraccion de aceite de microalgas
(Manirakiza et al. 2001; Li et al 2008). Este sistema se
compone de un balén donde se encuentra un solvente

Figura 8.
Recuperacién de aceites a partir de la biomasa seca de Scenedesmus spp. a través del método de Soxhlet.

388 RIELLXLMTIRZIPAN JULIO - DICIEMBRE 2013

organico que es calentado hasta ebullicion, un tubo de
extraccion Soxhlet donde es colocada la muestra, la
cual va contenida en un cartucho de celulosa y un
condensador. Después de evaporarse el solvente
organico es condensado y cae al tubo Soxhlet, en el
cual extrae el aceite contenido en la biomasa hasta
que el tubo se llena. Cuando el tubo esta lleno de
solvente, este es sifonado hasta el balén que contiene
el resto de solvente y se repite el proceso. La pureza
del aceite, al final del proceso, es relativay depende de
muchos factores. Entre ellos encontramos el tipo de
alga cultivado, la cantidad de nutrientes en el medio, la
radiacion de energia solar, entre otras.

Una gran cantidad de solventes se han utilizado como
solventes de extraccion en el método Soxhlet, el
empleo de éter de petroleo se recomienda por ser este
un solvente no polar, que sera selectivo al extraer
lipidos no polares de las microalgas como los
triglicéridos, los cuales con lipidos ideales para la
produccién de biodiesel; el éter etilico también posee
esta propiedad y ya ha sido utilizado para la microalga
Neochloris oleobundans (Li et al. 2008). El
inconveniente que presentan los éteres es su alta
volatilidad, lo que conlleva una significativa perdida de
solvente durante el proceso de extraccion (Li et. Al
2007).

El solvente hexano ha sido evaluado como solvente
de extraccion para Scenedesmus spp. en el sistema
soxhlet con resultados interesantes (Anderson et al
2008). El hexano es relativamente econémico, facil de
recuperar después de la extraccion y posee
selectividad hacia los lipidos neutros; también puede
ser utilizado en mezcla con isopropanol. Esta mezcla
se considera segura a escala industrial, eficiente en la
extraccion de acidos grasos y de baja toxicidad. La
mezcla diclorometano/hexano permite aumentar la
cantidad de lipidos totales extraidos, si el objetivo es
una gran eficiencia y la selectividad no es prioritaria.
Otra mezcla que se ha utilizado en la extraccién
Soxhlet para microalgas es una combinacién de
diclorometano/metanol, la cual es muy eficiente y
recupera una gran cantidad de lipidos neutrales
(Mousdale, D. 2008).




Cuadro 7
Rendimiento promedio en la recuperacion de aceites a partir de
la biomasa seca de Scenedesmus spp.

Biomasa |Lipidos

Deshidr. (er.)
9.2 0.284
13.7 0.8988
12.4 1.0211

Lipidos Promedio
(%] %
4,174
6.561
g23s  6.3233

OBTENCION DE BIODIESEL A PARTIR DE Scenedesmus spp.

Existen diversas metodologias para la produccion de
biodiesel, cuatro de ellas han sido estudiadas
exhaustivamente: uso directo de aceites o mezclas de
éstos con diesel fosil, microemulsiones, pirolisis y
transesterificacion (Arredondo et al. 1991). La
aplicacion de las tres primeras alternativas en motores
diesel es poco practica e insatisfactoria, ya que
ocasiona problemas tales como la obstruccién de los
inyectores, la formacién de depésitos de carbono, la
combustion incompleta, el golpeteo en el motor, el
desgaste excesivo del mismo, el dafio del lubricante y,
en el caso especifico de la pirdlisis, la eliminacion de
los beneficios ambientales inherentes al uso de
combustibles oxigenados (Anderson et al. 2008).

En nuestro caso se opté por la obtencion de biodiesel
como producto de un proceso de transesterificacion de
aceites triglicéridos con alcoholes monohidratados, en
el cual se intercambia el grupo alcoxi (grupo alquilo
unido a un atomo de oxigeno, es decir, RO) de un éster
por otro alcohol, como se ilustra en la figura 9 (Yusuf
Chisti. 2008). Esta es la parte mas importante del
proceso en la produccion de biodiesel, por ello se debe
cuidar todas las posibles variables de la reaccion que
puedan afectar el contenido final. Entre las variables a
considerar, esta la concentracion y tipo de catalizador,
la acidez, la humedad, la relacién molar de alcohol /
aceite, el tiempo de reaccién y temperatura (Hossain,
S.2008).

| |
OB —0—['-R, -,

| LH 00— TH,—0—H
CH—O—{-8, i ON-0-H  mooooi,
f H~0-C-R, H -0
CH~0-C—R, + 3CHOH 7= == = Cl0-H . gamoi,
{ B == [a RS
8 [ :-' OOl B TR,
CH-0-C-K, h-0-L-K,
o
|
CH=0-C-K, H,~0-H
Triglipéridos ~ Mistanol  Diglicéridos Mono gliviridos — Gicerol Mutil ésteres

Figura 9.
Reaccion general de transesterificacion en la
obtencion de biodiesel.

En nuestra experiencia, se ha trabajado bajo
condiciones ideales de operacion propuestas por otros
autores, como son temperatura 60°C, agitacion 200
rpm, tiempo de la reaccién 90 m. Producto de ello es
que se obtuvo una suspensién altamente densa, que
al cabo de algunos dias y/o alternativamente puede
ser centrifugada para obtener el biodiesel (Chisti 2007,
2008). Las dos fases que se forman son consecuencia
del diferencial de densidad, el biodiesel mostr6 una
densidad de 0,82 g/cm? mientras que en la parte
inferior se deposita la glicerina, con una densidad de

1,261 g/cm3(Figura10y 11).

El rendimiento de biodiesel obtenido se presenta en
el cuadro 8, y fue del 85,034% como promedio, cifra
muy préxima a la obtenida por otros autores. Durante
el proceso de transesterificacion, este puede verse
afectado en el momento en que haya una minima parte
de agua; los catalizadores de la reaccion de
transesterificacion son normalmente basicos (NaOH,
KOH) y van a reaccionar rapidamente con los acidos
grasos y con los alcoholes en presencia de agua para
formar otra clase de sustancias, “jabones”. La
saponificacion es un proceso de hidrélisis en medio
basico, por el cual se transforma un éster (acido graso)
en un alcohol y en la sal correspondiente del acido
carboxilico (Fischer et.al. 2008).

BIODIESEL DE
Scenedesmus spp
Densidad Media:

0,82 g/cm?

|-+ —— -

GLICEROL DE
Scenedesmus spp
Densidad Media:

1,261 g/cm3

e
-

Figura10.
Formacién de dos fases durante la obtencion de
biodiesel a partir de Scenedesmus spp.
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Figura 11.
Recuperacion del biodiesel a partir de Scenedesmus spp.

Cuadro 8
Rendimiento en la obtencion de biodiesel a partir del aceite de Scenedesmus spp.
PESOS DE:
TUBD  TUBO + ACEITE +  CENTRIFUG. TUBO GLICEROL BIODIESEL  BIODIESEL
VACIO  ACEITE +  METANOL + ¥ GLICEROL RECUPERADO
METANOL+ CATALIZADOR SEPARACIGN (%]
CATALIZADOR DE FASES
T1 1256 23,784 11.203 4" 14.318 1757 9446 B4.316
T2 1248 23,281 10,805 iy 14,103 1627 9,178 84,942
T3 1255 13,586 11,034 g 14,187 1635 9,300 85.182
T4 1245 13723 11.275 . 14565 2117 8,158 81.224
TS 1287 13.487 10,616 +" 13985 1114 9,502 89.506
FROMEDID RENDIMIENTO DE BIODIESEL (%)= 85.034

DESVIACION ESTAMDAR =  2.96060703
IV. Conclusiones

1. De la formulaciones ensayadas en base al abono foliar NPK, se determin6 que la
concentracion al 0.01%, result6 ser la mas adecuada para la maxima obtencién de biomasa.

2. Elrendimiento de biomasa hiumeday seca fue de 3.81252 gr/Lty 0.165 gr/Lt respectivamente.
3. Elrendimiento de aceite de Scenedesmus spp, a partir de la biomasa seca fue de 6.323 %.
4. Elrendimiento de biodiesel a partir del aceite de Scenedesmus spp. fue de 85.034 %.

5. Larecuperacion de aceite resulta en etapa determinante en el rendimiento final de biodiesel.
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