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RESUMEN
El desarrollo de energias renovables, se ha convertido en centro de enfoque a nivel mundial.

La necesidad que tiene el planeta por mitigar los impactos ambientales derivados de cierto
producto con gran carga contaminante han sido la motivacion para buscar alternativas
sostenibles que puedan remplazar productos que afecte el medio ambiente, de manera mas
amigable. Es por ello, que para la siguiente investigacion se propuso realizar un cultivo de
microalgas con el fin de aumentar la poblacion de lipidos y poder extraer aceite de el con el
fin de brindarle aplicacién en la ingeniera civil, por ejemplo, en la preparacion de bioasfalto.
Ademas, se evaluaron las condiciones de cultivo adecuadas para maximizar el cultivo de
microalgas Chlorella Vulgaris bajo condiciones de operacion y mantenimiento, también se
determinaron los procesos de recuperacion de biomasa por medio de floculacién a altos pH.
Por ultimo, se desarrollaron diferentes procesos de extraccion de aceite. Los resultados
mostraron la eficiencia de la floculacion a altos pH como recuperacion de biomasa. Ademas,

método de extraccion que produjo mejor resultado fue el de bligh & dyer.

Palabras Claves: Bioasfalto, Extraccion, Fotobiorreactor, Microalgas.

ABSTRACT
The development of renewable energies, has become a center of focus worldwide. The need

of the planet to mitigate the environmental impacts derived from a certain product with a
high polluting load has been the motivation to look for sustainable alternatives that can
replace products that affect the environment, in a more friendly way. That is why, for the
next investigation, it was proposed to carry out a microalgae culture in order to increase the
lipid population and be able to extract oil from it in order to provide application in the civil
engineer, for example, in the preparation of bioasses . In addition, the appropriate culture
conditions were evaluated to maximize the cultivation of Chlorella Vulgaris microalgae
under operating and maintenance conditions, the biomass recovery processes were also
determined by means of flocculation at high pH. Finally, different oil extraction processes
were developed. The results showed the efficiency of flocculation at high pH as biomass
recovery. In addition, the extraction method that produced the best result was bligh & dyer.

Key Words: Bioasfalto, Extraction, Photobioreactor, Microalgae
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1. INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos que tienen grandes caracteristicas con respecto a la
produccion de lipidos, estas prometen una gran produccion de aceite por unidad de &rea
debido a su alto contenido de lipidos, el cual supera a todas las fuentes de produccién de
aceites utilizadas en la actualidad. Adicionalmente, las microalgas son cultivadas en
fotobiorreactores, los cuales solo necesitan un medio liquido de cultivo, algunos nutrientes y
luz solar para estimular el crecimiento de la biomasa de microalgas. Las condiciones
ambientales de crecimiento de las microalgas son los factores determinantes para su optimo
crecimiento. Es por ello que, el objetivo de la presente investigacion radica en desarrollar
una metodologia para la obtencion de bioaceite a partir de microalgas, elaborando procesos
de floculacion de biomasa y extraccion de bioaceite, con el fin de definir el proceso méas

adecuado para dichos procesos.

El enfoque que se le ha dado a la investigacion, fue la aplicacion de este aceite a mezcla de
asfalto, con el fin de utilizarlo como aglutinante asfaltico, pocas investigaciones sobre el tema
se han registrado a nivel mundial. La creacién de bioasfalto ha sido desarrolladas con otro
tipo de aceites como el aceite de ricino y resina de dama, obteniendo resultados satisfactorios

comparados con los asfaltos convencionales.

La investigacion se desarrollé en 5 capitulos. Cada uno de los capitulos comprendio los temas
a profundidad, EI Capitulo 1 se refiri6 a las generalidades y descripcion de las microalgas,
desde su morfologia hasta las condiciones ambientales de crecimiento, el Capitulo 2 fue
basado en los fotobiorreactores y ventajas que cada uno ofrece con respecto al otro, el
Capitulo 3, fue referido a los productos derivados de las microalgas, el Capitulo 4, a su vez
se referencio a los sistemas de tratamiento de aguas residuales con microalgas, los tipos de
tratamientos y las ventajas que cada uno de ellos ofrece, por dltimo el Capitulo 5, fue
direccionado a la extraccion de aceite a partir de microalgas, explicando los métodos

existentes para este tipo de procesos.

La instigacion tuvo un orden de desarrollo para llegar al producto final que fue el aceite
extraido, a continuacion, se explicara la metodologia utilizada para lograr tal fin.
1



2. OBJETIVOS

Objetivo General
Desarrollar una metodologia para la obtencion de bioaceite a partir de microalgas, elaborando
procesos de floculacion de biomasa y extraccion de bioaceite, con el fin de definir el proceso

mas adecuado para dichos procesos.

Objetivos Especificos
- Identificar las condiciones ambientales para el mantenimiento del cultivo de las
microalgas y cuantificar su crecimiento con respecto al tiempo.
- Determinar la eficiencia de recuperacion de biomasa de microalgas utilizando
procesos de floculacién, sedimentacion y precipitacion quimica.
- Definir el volumen de la produccion de aceite a partir de microalgas utilizando

procesos de extraccion.



3. ANTECEDENTES

Los sistemas de tratamiento de agua, son parametros fundamentales para la proteccion de la
salud pablica y el medio ambiente. Por tal razén, los tratamientos y procesos utilizados en
tratar las aguas tienen como objetivo evitar enfermedades causadas por bacterias y virus en
las personas, ademés de ello se fundamenta en proteger la fauna y la flora presente en el
cuerpo receptor. El tratamiento de aguas es la eliminacion de patdgenos y otros contaminates
en los cuerpos fluviales, bajo parametros de calidad del agua captada en la fuente, se deben
realizar una serie de proceso de tratamiento, para ellos se debe realizan un sucesion de
procesos fisico-quimicos y bioldgicos (Béasico, Noviembre de 2000), Una planta de
tratamiento esté regida por unos procesos primarios que se basan en la floculacion en el cual
se aglomeran o colisionan las particulas formado estructuras mas grandes denominados
“flocs” que propenden a sedimentarse (Watanabe, 2017), seguida de una técnica que es viable
para la remocién de sedimentos o particulas del cuerpo hidrico facilitando la separacion de
estos con el principio de la gravedad (Ochowiak, 2016), complementado a través de un
proceso de disolucion por medio de reactivos quimicos, que se realiza mediante de la
evaporacion, de reacciones quimicas o de enfriamiento repentino, en el cual se obtiene un
solido que es precipitado (Béasico, Noviembre de 2000). Por tal razén, Actualmente existe
una tendencia en la busqueda de alternativas de combustibles mas limpios y que disminuyen
las emisiones de dioxido de carbono, como la energia solar, fotovoltaico, térmico,
hidroeléctrico, la geotérmica, la edlica y los biocombustibles. Un ejemplo son los bioasfaltos
gue consiste en multiples cadenas alquidicas conformados por acidos grasos, alcoholes y
acidos que configuran el compuesto bituminoso con propiedas viscoelasticas a partir de
biomasa renovable y es técnicamente capaz de sustituir los derivados petreos como
materiales principales para la elaboracion de ligantes, por ende, es el complemento de los
agergados que es el otro matrial princpal de la estrcutura del bioasfalto y los asfaltos
convencionales que les brinda la ressitencia para soportar los ejes equivalentes estimados que
pasaran sobre ellas (Sanabria, 2016). De tal manera, la produccion de aceites vegetales es la
principal materia, para incentivar el uso de cultivos de alto contenido oleaginoso como las

microalgas marinas estos cultivos generan ventajas como la eficacia fotosintética la cual



logra convertir entre el 3y el 8 % de la energia solar en biomasa, en comparacion con el resto
de plantas que solo proporcionan el 0,5%. Ademas, eleva la tasa de crecimiento, duplicando
su biomasa en aproximadamente 24 horas (Meng et al., 2009) y tienen periodos de
crecimientos muy cortos. En algunos casos tedricos estiman que las microalgas tienen el
potencial para producir mayor cantidad de biomasa y de aceite por hectarea que cualquier
planta oleaginosa (Chisti, 2007; Mata et al., 2010). EI nimero de especie de algas es bastante
extenso, se estima que una cantidad desconocia, y la mayoria estdn compuestas por
microalgas y el resto en macroalgas. Siendo entonces, la microalgas caracterizadas por tener
una mayor eficiencia en cuanto a la energia solar para realizar sus procesos fotosintéticos,
por su sencilla estructura celular. (Ramos et al., 2010). La clasificacion microalgal, es
definida segun su color y estructura celular. Sin embargo, no se ha establecido un sistema de
clasificacion definido y ampliamente aceptado, debido a la taxonomia del espécimen. Una
de las primeras investigaciones al respecto de la clasificacion microalgal destaca la
importancia filogenética de las membranas alrededor del cloroplasto del microorganismo,
descubriendo que se pueden encontrar cuatro grupos distintos de microalgas, con un sistema

de clasificacion de Género; Especie. Propuesto por Lee (1989).



4. JUSTIFICACION

Sabemos que existen muchas posibilidades de reducir el costo de la energia utilizada en el
proceso de tratamiento de aguas residuales. Por lo tanto, es natural considerar la importancia
de la instrumentacion de medidas de eficiencia energética en las plantas de tratamiento de
aguas residuales, ya que este proceso muchas veces representa del 25 al 50% del presupuesto
operativo de una planta (Pistonesi et al., 2010), con el fin de la produccion de aceite a partir

de las microalgas, para los procesos de generacion de energias alternativas

Sabemos que existen muchas posibilidades de reducir el costo de la energia utilizada en el
proceso de tratamiento de aguas residuales. De igual modo, el proyecto se justifica en tomar
los procesos convencionales de tratamientos de agua residual con el objetivo de llevarlos a
la practica y demostrar las facilidades de su implementacién con un cultivo de microalgas,

para el proceso de obtencion de subproductos de ellas.

Para ello se inicia el proyecto la identificacion de los procesos de tratamiento a utilizar,
ademas la determinacion del proceso optimo en cada paso y solucion del objetivo. De tal
manera. las microalgas plantean una alternativa méas sélida que cualquier otra clase de
organismo para la produccién y su conversién a bioasfalto, puesto que algunas son de caracter
oleaginosas, siendo microorganismos fotosintéticos que solo requieren energia solar, H20,
CO2 y una variedad de sales para generar muy altas eficiencias de biomasa rica en lipidos<.
Tanto es asi que, son los organismos fotosintéticos de mayor rendimiento, absorben 21%
mayor cantidad de CO: y liberan mas Oz que cualquier planta, su crecimiento es
extremadamente rapido y consiguen retener grandes cantidades de diversos productos. La
investigacion se ha enfocado hacia un andlisis tanto productivo como econdémico, de la etapa
de obtencion de lipidos de las microalgas. Argumentando la investigacion a la extraccion del
aceite, debe ser abordada en profundidad para poder reducir los costos productivos de la etapa
al maximo, ya que esta actividad puede atribuir en mayor medida la viabilidad econémica
del sistema en su conjunto. EIl mérito del desarrollo del proyecto radica, en el enfoque
sostenible de la produccion de aceite a partir de microalgas y se fundamentan dentro de la
necesidad de encontrar alternativas de uso y aplicabilidad de este tipo de aceite, basado en la

produccién y su bajo costo, capaces de competir en el marco actual de las energias
5



renovables. Igualmente, La generacion de estos aceites a partir de las microalgas presenta
innumerables ventajas en muchos aspectos, como lo es el complementar el resto de las
energias renovables abordando unos de los aspectos més dificiles a las demas tecnologias;
un combustible de forma sustentable y accesible. Cabe resaltar, que cuando se desarrollan
distintas posibilidades de obtener energia eléctrica a partir de microalgas como vector
energético primario. A raiz que, El crecimiento econdmico trae aparejado un incremento en
la demanda de energia, que también necesita del recurso hidrico para su produccion, y el
crecimiento demografico conlleva una mayor demanda de los servicios energéticos. (Lentini,
2015)

Por otra parte, los tipos de procesos que constituyen el proyecto y hacen parte de una plata
de tratamiento no representan problema, ya que en la mayoria se ha optado por métodos
convencionales de tratamiento, en particular por el de floculacion, sedimentacion,
precipitacién quimica y trampa de aceite(con modificacion), por tal razén, Respecto a lo
economico, al tratarse de obras de ingenieria especializada y de facil manipulacién, estos
tipos de procesos de tratamiento de agua aplicado en microalgas quedan al alcance de
muchos municipios. Ademas, los beneficios que se obtendria de elaborar este tipo de sistema
en aspectos econémicos y alternativos son de gran ayuda ambiental, (Lahera Ramén, 2010).
Resumiendo, podemos decir que el tratamiento de las aguas servidas para reuso,
reincorporacién a los cuerpos de agua superficiales y re infiltracion a los mantos freaticos.
Ambientalmente, las plantas de tratamiento que existen tienen un grave impacto ya que
utilizan en su mayoria tecnologias contaminantes, altas en uso de energia, que producen
desechos toxicos como resultado de su operacién, por tal razén, una alternativa sostenible de
todos estos procesos realizados en una plata de tratamiento, es la utilizacion de los mismos
para la recoleccion y procedimientos de generacion de aceite a partir de microalgas, con fines
de mitigar el imparto energético con la generacion de biocombustibles alternativos. (Lahera
Ramon, 2010).



5. Capitulo 1: REVISION BIBLIOGRAFICA

5.1. Consideraciones sobre las Microalgas

Las Microalgas son los organismos autdtrofos que realizan la fotosintesis oxigénica, siendo
microorganismos que se pueden encontrar en habitas independientes o en colonias. En
general acudticas. Se trata de un grupo polifilético o artificial, y no tiene por lo tanto ya uso
en la clasificacion cientifica moderna. Ademas, este tipo de microrganismo son capaces de
colonizar practicamente cualquier hébitat, en lo que usualmente estan incluidos tanto
organismos eucariotas y procariotas. Los principales grupos de microalgas se han clasificado
y dividido, de acuerdo a las caracteristicas morfologicas que presentan, como la base de
pigmentacion de cada una de ellas, la naturaleza quimica de los productos fotosintéticos de
almacenamiento, adicionalmente, las caracteristicas particulares de los cloroplastos, pared

celular, nimero y estructuras de los flagelos. (Ramos Suéarez, 2014)

La ventaja mas notoria, es la tasa de crecimiento de este tipo de organismo fotosintético,
definiendo su crecimiento como la cantidad de energia solar que se fija como energia quimica
durante el crecimiento fotoautotrofo en relacién a la energia recibida. Las radiaciones solares
se encuentran entre 400 y 700mm de longitud de onda y esto a su vez corresponde 42.3% del

total de la energia solar. (Brennan,L. & Owende, P, 2010).

5.2. Tipos y caracteristicas

La composicion de las microalgas (contenido en lipidos, carbohidratos y proteinas) es
variable, y puede ser manipulada mediante diferentes condiciones durante el proceso de su
cultivo. En general, las cianobacterias tienen un contenido de hasta 20% en lipidos, mientras
que el contenido lipidico de las algas eucariotas oscila entre un 20 y 50% en peso seco.
Aguellas microalgas pertenecientes a diferentes linajes tienden, con algunas excepciones, a
diferenciarse en términos de composicién celular, particularmente en las cantidades relativas

de proteinas, lipidos y carbohidratos. (Braida & et al., 2015).

Los factores ambientales, particularmente la luz, temperatura, nutrientes y salinidad (en el

caso de algas marinas), no solamente afectan a la fotosintesis y a la productividad de biomasa,
7



sino que también influyen en el metabolismo celular y por lo tanto a la composicién dinamica

de la célula.

5.3. Morfologia de microalgas

Las microalgas son el conjunto de microorganismos unicelulares, las cuales tiene las ventajas
de asimilar la emision de CO2 del ambiente, para realizar su proceso fotosintético y siendo
este superior a las del resto de plantas terrestres. Debido a que crecen en suspension acuosa
y tienen facil acceso a los nutrientes principales para su reproduccion, el rayo solar, y la
variacion de temperaturas, lo que favorece la produccion de 02 sumando la acumulacion de
lipidos de alta densidad como forma de energia y productor de aceite. (Alvear et al. , 2011)
La biodiversidad de las microalgas se encuentra en rango en promedio de 3000 especies,
donde las mas cuantiosas eso las diatomeas, las algas verdes, verdes-azul, doradas y haléfilas.
Las algas verdes, se reproducen en aguadulce, con la caracteristica particular que pueden
reproducirse como células individuales o como colonias debido a su division celular presente,
por otra parte, se encuentran las algas haléfilas que estas tienen a vivir en y reproducirse en
condiciones extremas de luz, temperatura y salinidad. (Alvear et al. , 2011) Las microalgas
de enfoque, fueron las Chlorella vulgaris, las cuales hacen parte de las algas verdes
unicelulares de agua dulce. Con caracteristicas morfoldgicas como el tamafio, el cual se
encuentra aproximadamente 2 -10um de didmetro y extensamente encontradas en sistemas
acuosos superficiales como lagos, lagunas y pantanos, responsables de la formacion del 90%
del planto en agua dulce. (Moronta R, Mora R, & Morales E, 2006)

5.4. Condiciones ambientales de cultivo

pH

las condiciones de cultivo, se refieren a la eficiencia de crecimiento que pueden tener las
microalgas, en su periodo de cosecha, por tal razon, a medida que cultivo va aumentado su
volumen de biomasa, se evidencia cambios de niveles de concentracion en diferentes factores
como la proporcion de CO2, nutrientes, respiracion y alcalinidad que afectan directamente a

los valores de pH. Los valores de pH varian dependiendo de la morfologia del tipo de alga,



dado que cada especie de microalga tiene un rango delimitado de pH que brinda condiciones

ideales para su buen crecimiento (Garcia, 2012).

Por otra parte, es necesario de mantener los valores de pH requeridos por la especie de alga
en las margenes que aseguran su buen desarrollo, por lo que se pueden controlar con
adiciones de bases o &cidos, o en su defecto la inyeccion de CO2, sin embargo, la
productividad del cultivo puede verse afectado si los valores de pH no estan dentro de lo
establecido, ocasionando dificultades en la remocidn de nitrégeno y en su crecimiento (Renhe
Qiu, 2017).

lluminacién

los organismos son totalmente dependientes de una fuente luminica que les ayude a estimular
a la generacion y el aumento de su biomasa por medio de la efectuacion de procesos
fotosintéticos, ya que estos procesos de metabolizacion son los mas importantes para la
expansion de los cultivos de microalgas, por lo que utiliza la luz como nutriente principal de
las microalgas para brindar la energia suficiente que les permita captar los nutrientes de su

medio y transformarlo en materia orgénica. (Gary Anderson, 2003)

La luz es un factor limitado en las cosechas de microalgas, debido a la conglomeracion de
biomasa que se evidencia en el seno de los cultivos en cual dificulta la penetracion total de
la luz hacia el interior provocando un déficit en su crecimiento. No obstante, las
conformaciones de estas zonas oscuras aseguran un equilibrio interno en el cultivo, ya que
regulan la radiacion excesiva emitidas que inducen dafios estructurales internos de las

microalgas, generando una disminucién en su crecimiento (Alexis Hernandez-Pérez, 2014)

Fotoperiodo

las funciones metabdlicas en los organismos vegetales estan estrechamente ligadas al tiempo
de exposicion de luz a las que son sometidas, como sucede en la naturaleza (12L:120) para
que se cumpla el propésito de la division celular (reproduccién) (Suzana Wahidin, 2013).

Estas exposiciones de luz consisten en los ciclos de luminosidad y oscuridad, como pueden

ser evidenciados en los sistemas de cultivos abiertos; no obstante, en los sistemas de cultivo



cerrados existe la posibilidad de omitir los ciclos de irradiacidn alternos por ciclos continuos

de luz (24L:00) por lo que permiten que haya un crecimiento acelerado (Villa A, 2014).

Temperatura

La produccién de microalgas esté directamente asociado con la temperatura por lo que es un
factor fundamental para su velocidad efectiva de crecimiento y una produccién 6ptima, sin
embargo, dependiendo de la constitucion genética de la sepa varia la temperatura ideal de
incremento de la biomasa (entre los 20-30 °C) (ZHU, 2014). La temperatura también es un
condicional directo de la ejecucidén de la fotosintesis, que ayuda a eliminacion de las
moléculas de carbono haciendo posible este proceso clorofilico. En tal caso que la
temperatura sobrepasa los valores especificos del buen desarrollo de la produccion algal

dependiendo de la cepa, se puede presentar una disminucion en su reproduccion.

En los sistemas de cultivos abiertos la temperatura se irradia a traves de los rayos ultra violeta
emitidos por el sol, lo cual hace que esta accion de control se torne dificil de controlar,
aunque, en la literatura existen mecanismo que pueden contrarrestar el aumento
indiscriminado de la temperatura. Ante los sistemas de cultivo en fotobiorreactores, la
temperatura se controla de modo mas fécil, a comparacién de los cultivos cerrados, por medio
de controladores de temperatura, los cuales regulan y mantiene la temperatura deseada, segin

el tipo de microalgas (Duarte, 2013).

Salinidad

Este parametro tiene gran influencia en el cultivo y cosecha de las microalgas, tanto en su
crecimiento como en la produccién de lipidos grasos, en un estudio realizado por (Araujo,
2011). Expresa que las microalgas de acuerdo a la especie y morfologia de cada una,
reacciona de manera diferente ante los cambios de salinidad, viéndose afectado las funciones
de rendimiento de produccion, productividad de biomasa y de aceite por volumen cultivado.
La mayor productividad se alcanzé con Chlorella vulgaris, cuya relacion biomasa

inicial:final alcanz6 1:10. (Martinez, 2011).
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Agitacion

El mantenimiento del cultivo de microalgas en condiciones favorables, es preciso contar con
un mezclado eficiente producido por una agitacion mecanica desapacible, ya sea por
inyeccion de aire o paletas, que evité la acumulacion de biomasa para una mayor exposicion
de luz y a la ayuda de la difusion homogénea de nutrientes en el medio de cultivo para que
se efectué de manera correcta la fotosintesis y el intercambio gaseoso; en caso que se
produzca una agitacion lenta se obtendria una sedimentacidn y por consecuente una muerte

celular.

La importancia de la agitacién en los cultivos algales, es que se distribuyen de una manera
eficaz los nutrientes, que, a su vez, mantiene una distribucion uniforme de la suspensién
celular dentro de la cavidad que las contiene y de esta manera captar los nutrientes necesarios,
de igual modo, previniendo las aglomeraciones térmicas y la fotoinhibicién. La agitacion
resulta ser un mecanismo de bajos costos, que, ademas, en la literatura no se determinan
valores especificos, pero se recomienda tener ciclos moderados, de lo contrario se presentara

rompimiento celular.

Medios de cultivo

La alimentacién de las microalgas, radican en la fuente de nutriente, y las concentraciones
de cada uno, los nutrientes fundamentales para el crecimiento de las microalgas, son los

sulfatos, cloruros, calcio, sodio, magnesio, potasio y otros nutrientes.

Como se ha mencionado anteriormente, las algas pueden ser autotrofas, heterotrofas, o
mixotroficas, pero nos centraremos principalmente en las microalgas aut6trofas. Los
principales nutrientes minerales que éstas toman del medio y necesitan para su desarrollo.
Un medio nutritivo que contuviese todas las sales puras y en las concentraciones exactas para
el crecimiento 6ptimo del alga aseguraria productividades maximas, EI control continuo del
medio asegura que ninguno de los nutrientes esté por debajo de los minimos necesarios,
especialmente cuando se trata de cultivos continuos, donde a la vez que se retira biomasa se
estan eliminando elementos nutritivos. Ademas, algunos minerales precipitan con el tiempo.

Este control es muy importante para N, C y P, nutrientes principales. (Olivares, 2010).
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En la Tabla 1, expone los nutrientes y las condiciones ambientales de crecimiento que se
deben considerara para un 6ptimo cultivo y cosecha, cabe resaltar, que para cada especie de
microalgas habré que estudiar los requerimientos particulares, para cada una de ellas.

Tabla 1.Requerimientos principales de cultivo

REQUERIMIENTOS COMPUESTOS QUIMICOS VALORES

Fisicos Luz 2,000 — 4000 lux

Temperatura 15-22°C

Salinidad 0. 37%o0

pH 7—9

Redox
Mutritivos | COaC05= /100 ml

O, H 02H-0 g/ 100 mil

M NoMH 4+ NO5 g/ 100 ml

P POg= g/ 100 ml

S S0,= g/ 100 ml

Na, K, Ca, Mg Sales g/ 100 ml

Fe, Zn, Mn, B, Br, Si Sales mg/100 ml

Cu, Co, Cl 1, Sr, Rb, Al et Sales ug/100 ml

Vitaminas B1o, tiamina, biotina pg/100 mi

Fuente: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S02.htm

Se han desarrollado diferentes medios para el cultivo de microalgas que van desde las
férmulas para enriquecer el agua de mar natural, hasta el uso de medios artificiales que
permitan resultados constantes en contraste con los resultados tan variables que brinda el
uso del agua de mar natural que entre otros factores depende del lugar donde se colecta

ésta, y el tiempo de almacenamiento de la misma. ( FAO, 2017).

Entre los medios, mas ultilizados se encuentran el medio chu 10 (modificado por gerloff),
(ver Tabla 2), medio miguel (allen-nelson, 1910), (ver Tabla 3), medio erd-sahreiber
enriquecido, medio de yashima, (ver Tabla 4), medio yanase & imai (1968), (ver Tabla

5), Entre otros.
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Tabla 2. Medio Chu 10 (modificado por gerloff)

(Recomendado para aislamiento de microalgas de habitats oligotroficos y eutrdficos)

Ca(MNO3)s 0.04%
KoHPOy 0.01%
MasCO4 0.02%
MgS0,4.TH,O 0.025%
Mas5i04 0.025%
{Iitratg de Fierro 0.005%
Amaniacal

MOTA: Puede usarse para medio solidificado
Agar-Agar 1.0%

Fuente: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S02.htm

Tabla 3. Medio miguel (allen-nelson, 1910)

MEDIO MIGUEL {ALLEN-NELSON, 1310)

Solucidn A KNO5 20.2 g
Ho0 100 ml

Solucidn B: Ma-HPO412H,0 iqg
CaCly6H,0 4g
HCI conc. 2ml
FeCls 2ml
H-0 80 ml

A gregar 2 ml de la Selucion Ay 1 ml de la Solucion B a un litro de agua de mar natural, y calentar a
70°C por 20 minutos.

Fuente: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S02.htm

Tabla 4. Medio erd-sahreiber enriquecido (foyn, 1934)

MEDIO ERD-SAHREIBER ENRIQUECIDO (FOYN, 1934a.b)
NaMO; 10 mg
Na>HPO412H,0 2 mg
Extracto de suelo 5ml
Agua de mar 100 ml

MEDIO ERD-3CHREIBER
*Agua de mar 1 litro
Extracto de suelo 50 mf
NaMNO5 0.2g
NasHPO4.12H,0 0.03¢

Fuente: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S02.htm
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Tabla 5. Medio de yashima (sisffaa, 1964)

Sulfato de Amonio (para la agricultura 21%) 100 git
Superfosfato de Calcio (para la agricultura 21%) 15 git
Urea (para la agricultura 21%) 15 git
Clewat 32 30-50 git
Componentes de Clewat 32

FeCls (como fuente de Fe) 0.385%

ZnCls (como fuente de Zn} 0.166%

MnClz (como fuente de Mn) 0.775%

CoCls (como fuente de Co) 0.017%

CuS04 (como fuente da Cu) 0.007%
{NH4)5Mo7024 (como fuents de Mao) 0.632%

Hs BOs (como fuente de B) 2.470%

EDTA 0.005%

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

Peptona 50 gt
Peptidasa 0.005%
Diaminasa 0.005%

{recomendado para cultivos axénicos)

Fuente: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S02.htm

Tabla 6. Medio yanase & imai (1968)

NaCl 18 mg Metal Mix* 30 ml
KC' 600 mg Fe (as CI) 100 pg
NaNO3 500 mg Tris 1g
MgS0y . TH20 5g Vit.Bqa 3ug
Ca(as CI) 100 mg Nas 3i05 80 mg
KzHPOy4 30 mg Vitamin Mix 1ml
Ho0 11

Fuente: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S02.htm
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6. Capitulo 2: Fotobiorreactores

Los fotobiorreactores son sistemas de produccion que tienen como fundamento el
mantenimiento y cosecha de cultivos de microalgas, con diferentes sistemas de produccion,
los fotobiorreactores estan constituidos por sistemas abiertos extensivos de acuerdo con la
escala de produccion, y los sistemas cerrados, cuyo fin es mantener cierta especie de
microalgas aisladas con la mayor produccion posible. (Ramos Suérez, 2014)

En contraste de los cultivos de las microalgas de manera convencional como las lagunas, los
fotobiorreactores tienden ser un sistema novedoso de cultivo, el cual, implica una tecnologia
relativamente nueva para el mercado, con variedad en el sistema de construccion, de acuerdo
con la necesidad y caracteristicas que se le quiere brindar a la cosecha, existen
fotobiorreactores de diferente tamafio y material. Ademas, el sistema de instalacion, ya sea
de manera horizontal o vertical, con el fin de obtener mayor exposicion a la luz solar. (Osorio

Campusano, 2008)

Los disefios dptimos de produccién de microalgas, cosiste en la instalacion de tubos
transparentes horizontales o verticales, para el aprovechamiento de luminosidad orientados
de norte a sur. Ademas, como técnica de aprovechamiento es recomendable pintar la
superficie debajo del fotobiorreactor de color blanco, para reflejar de mejor la manera la luz
que llega al espacio del fotobiorreactor, También se debe suministrar un sistema de agitacion
suficiente para que las microalgas no se depositen en las paredes del reactor y tengan una

exposicién uniforme a la luz solar.

El cultivo comercial de microalgas van desde 100 L hasta 109 L, en el caso de los cultivos a
gran escala predominan los estanques largos exteriores, estanques circulares con aleta de
rotacion, estanques raceway o simplemente bolsas grandes. (Serrano BermUdez, 2012). Las
clasificaciones de los fotobiorreactores son representadas de la siguiente manera. Los
aspectos claves en un sistema de cultivo, ya sea abierto o cerrado, tiene en cuenta ciertos
parametros fundamentales, que proporcionan un Optimo crecimiento de cultivo, la
distribucion de la luminosidad, la cual determina la tasa especifica de crecimiento, Sin

embargo, para los sistemas de cultivo, las células mas cercanas a la superficie iluminada
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impiden la penetracién de la luz hacia el seno del medio de cultivo y producen un efecto de
sombreado sobre las células més alejadas de la superficie. En algunos cultivos se ha estimado
que la luz penetra solo de 1 a 2 cm més alla de la superficie, de manera que la zona fética
representa solo una pequefia fraccion (10 — 30 %) del volumen total del cultivo. (Benavente
etal., 2012).

6.1. Sistema Abierto

Los sistemas abiertos son consideramos, como la alternativa menos costosa en lo que refiere
aspectos de construccion y operacion. Sin embargo, los tanques utilizan mas energia para
homogenizar los nutrientes. Generalmente estos tanques son mas susceptibles a las
condiciones ambientales, lo que no permite el control de la temperatura del agua, evaporacion
e iluminacion. Este tipo de sistema produce una gran cantidad de microalgas, pero ocupa
grandes areas y por lo tanto es méas susceptible a contaminacion de otras microalgas o
bacterias. (Jaramillo Obando , 2011). Por ello muchas producciones comerciales se reducen
a especies que crecen en condiciones ambientales extremas, tales como pH y temperatura.
(Herndndez & Labbé, 2014). Otra desventaja que genera, este tipo de sistema es referente a
la disminucidn de crecimiento celular, a razon de que la atmosfera contiene 0,03-0,06% de
C0O2, y siento el C02 una fuente de nutriente y acelerarte de crecimiento, este se ve limitado

al poco suministro de este. (Cajamar., 2012)

6.2. Sistema Cerrado

Los sistemas cerrados cuentan con mejores ventajas, a diferencia de sistemas abiertos, pero
cabe resaltar que, en ellos, solo es posibles cultivar un solo tipo de microalgas. Estos sistemas,
tienen la posibilidad de realizar controles a las condiciones ambientales del cultivo, ademaés,
estos sistemas son aislados del ambiente exterior lo que conlleva a una reduccion de
contaminantes proporcionados por el ambiente, un mayor control a las fases del cultivo vy,
por lo tanto, generar mayor rentabilidad. Si principal inconveniente radica en los costos de

construccién y mantenimiento.
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Los sistemas cerrados se le suma a comparacion de los sistemas abiertos, es que el cultivo
presenta una mayor productividad, gracias a la fijacion y control de CO2 como nutriente
principal. Permiten mantener condiciones iddneas para el crecimiento de una microalgas
concreta, a la vez que dificultan la invasion por organismos contaminantes, posibilitando asi

el mantenimiento de cultivos monoalgales. (Hernandez & Labbé, 2014)

Cabe resaltar, que los sistemas cerrados, se mantienen los niveles de densidad celular,
produciendo a la vez mayor productividad, los costos iniciales de estos sistemas son elevados,
pero a una escala industrial estos costos son justificados por la obtencidén de productos
obtenidos a partir de las microalgas. La mayor ventaja que ofrecen este tipo de
fotobiorectores, es que son sistemas flexibles y pueden ser optimizados de acuerdo con las
caracteristicas bioldgicas v fisioldgicas de las algas cultivadas. Dependiendo de su forma o
disefio este tipo de reactores ofrecen mejor control sobre las condiciones del cultivo y los
pardmetros de crecimiento (pH, temperatura, mezclado, CO2 y O2), prevenir la evaporacion,
reduce las pérdidas de CO2, permite obtener una alta densidad de microalgas, y una mayor

productividad volumétrica. (Cajamar., 2012).

Comunmente se utilizan fotobiorreactores disefiados como reactores tubulares de lecho
empacado (PBR de su sigla en inglés) en los cuales el cambio directo de gases contaminantes
entre el cultivo y la atmosfera es limitado o no es permitido y también una gran proporcién
de luz no invade directamente sobre la superficie ya que tiene que atravesar las paredes

transparentes del reactor. (Jaramillo Obando , 2011). Como se indica en la Tabla7.
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Tabla 7. Tipos basicos de Fotobiorreactores.

SISTEMAS CERRADOS

Tipo Ventaja Desventajas Aplicaciones Referencia
Requiere de un Su aplicacion
Placa v" Disefio simple con complejo sistema eg ara (D. Rubio Fernandez
Planas captacion de luz eficiente de montaje os gcios ' 2016) '
v" Alta productividad Control de la pac
reducidos
temperatura
v' alta relacion superficie /
volumen aparicién de
v' bajas fuerzas de corte rr)adientes Escala de
v" bajo costo '?érmicos o laboratorio | https://link.springer.co
Tubular | v' ausencia de crecimiento de deseados mas grande | m/article/10.1007/BFO
Vertical la pared dificultades en el para 1025286
v' alta eficiencia de uso de . experimentos (Benemann, 1988)
manejo de la N
CO2 temperatura en interiores
v' capacidad de utilizar la luz P
solar
v' debido a la orientacién que concentracion de .
Tubular se deben disponer, particulas en las horizontal (C.
Horizontal maximiza la captura de luz paredes_ de CONTRERAS
solar ocupaciones de FLORES, 2003)
grandes areas.
v i6 ! . .
Elr:\;jat:jcoc;c;r:] %?e\;zlgén; r;?:no Materiales y Helicoidal (L. Romero
N confeccion del . & B. Arredondo-
Tubular pequefas montaie son Cultivos de Vega, 2017)
Helicoidal | v* Gracias a su forma conica com IJe'os tipo industrial 9,
capta la luz en una amplia plejosy
. - COSt0Sos
area de recepcion
v’ Su capacidad es mas grande No apto para
Columnas a comparacion de los demas cultivos cuyas Tratamiento
de sistemas cerrados particulas sean de aoua N/A
Burbujas | v' El burbujeo es ascendente, muy densas resi dl?ales
(airlift) generando mayor Poca penetracion

recirculacion

de luz
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Continuando con la tabla 7. Tipos basicos de Fotobiorreactores.

SISTEMAS ABIERTOS

v' Existe bastante informacion . Aplicacion
v" No aplica
acerca de ellos en la : . para el
. implementacion . .
Racewavs literatura ara niveles por cultivo Fotobiorreactor
Y5 | v Evita la sedimentacion para’ P continuo de carrusel
X . debajo de los
debido al sistema de grandes
. - 15cm
circulacion (paletas) escalas
Usos extensivos
de areas
terrestres estanques (J
satas | i decors
P : HERNANDEZ, 2012)
Perdidas
volumétricas por
la evaporacion
Elevados costos
v Se produce poca desu
Tanques sedimentacion en su interior construccion
Circulares | v Grandes capacidades de Elevados (OLIVARES, 2010)
almacenamiento consumos de
energia
Sedimentacion
en zonas con
bajas velocidades
Deficit en la Cultivos para
Piscinas | v* Generacion de altas tasas de perdida de P tesis nacional
e s . . la alta ,
inclinadas concentracion de biomasa contenido por . (Bermutdez, 2012)
produccion

evaporacion
Alta demanda
energética para
su bombeo
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Figura 1. Tipos Basicos de fotobiorreactores.

1) Tipo Placa Plana, vista diagonal. Sistema cerrado. 2) Tipo tubular Vertical, Vista de
frente. Sistema cerrado. 3) Tipo Tubular Horizontal, Visto Superior. Sistema Cerrado. 4)
Tipo Raceway, Vista superior. Sistema Abierto. 5) Tipo Tanques Circulares, Vista superior.
Sistema Abierto.

6.1.2.

6.3. Sistema cerrado de laboratorio

Los fotobiorreactores a escala de laboratorio, tienden a contener cultivo a pequefia escala y
con objetivos experimentales. Los recipientes y los disefios cambian de acuerdo a las
caracteristicas del lugar y espacio donde se situara. Estos fotobiorreactores, tienen a tener
mucho mas control en las condiciones ambientales, como son la luminosidad, la temperatura,

pH, medio de cultivo, entre otras.
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En funcion de la necesidad de cada tipo de cultivo se puede elegir diferentes tipos de
materiales con distintas caracteristicas de espectro luminico, y recipientes escalares, como se

observa (Ver Figura 2)

Figura 2. Fotobiorreactor Cerrado de Laboratorio.
Fuente: (Propia, 2017)

7. Capitulo 3: Productos derivados de las microalgas

Las microalgas actualmente, son una fuente de produccion de derivados productos
sostenibles, las propiedades y caracteristicas que ofrece este tipo de microrganismo, tiene
alta relevancia para la manipulacion, cultivo y cosecha de las misma. Ademas, las microalgas
mejoran la sostenibilidad medioambiental y econémica de ciertos procesos por su capacidad
para mitigar las emisiones de CO2 (ya que son los mayores fijadores de CO2 del planeta) y
para el tratamiento de aguas residuales, captando los nutrientes necesarios para su
crecimiento y eliminandolos asi del agua. Por todo ello, las perspectivas para el uso industrial
de las microalgas son optimistas, pero todavia se han de superar diversos retos para conseguir

una utilizacion rentable de la biomasa de microalgas. (Santos, Gonzalez, & Martin , 2012)

Las microalgas se han considerado buenos organismos modelo para el estudio de complejos

procesos bioldgicos como la morfogénesis y diferenciacion, el reconocimiento celular, los
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ritmos bioldgicos, la evolucion de procesos y rutas metabdlicas y la fisiologia y bioquimica
de la fotosintesis. Por otro lado, en las microalgas se combinan propiedades metabolicas
tipicamente vegetales con caracteristicas propias de células microbianas tales como la
capacidad de crecimiento rapido en cultivo liquido, simplicidad de requerimientos nutritivos,
plasticidad metabolica, tolerancia a condiciones extremas, capacidad de sintetizar y secretar
algunos metabolitos y potencialidad de manipulacion genética, que les confiere interés
biotecnoldgico. (Cubrero, 2011). (Ver Tabla 8)

Tabla 8. Diferentes aplicaciones de las microalgas

Proteinas.

amino &cidos.

carbohidratos simples y complejos.
acidos grasos.

Vitaminas.

minerales.

Fuentes de alimentos

Fertilizantes.

NERNENE NN NN

Fertilizantes acondicionador del suelo y fuente de

alimentacion de ganado.

Biodiesel.
Bioetanol.
; Hidrogeno.
Energia
Metano.
energia calor.

energia eléctrica

Tratamiento de aguas residuales.

L reduccion de toxicos quimicos.
Control de contaminacion.

AN Y U N N NN

reduccion del porcentaje de didxido

de carbono.

Fuente: (Darmaki & et al, 2012)
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7.2. Alimentacion

En el sector alimenticio, las microalgas tiene la caracteristica de ser ricas en pigmentos lo
cual, conlleva a la utilizacion de estos como colorantes alimenticios naturales y precursores
de vitaminas. En acuicultura tienen aplicacion para mejorar la supervivencia y maduracion
del sistema inmune y la pigmentacion de la carne y piel de pescados (Cubrero, 2011).En ell
consumo humano de microalgas se limita a pocas especies debido al estricto control sobre
seguridad alimentaria, factores comerciales, demanda del mercado y preparacion especifica.
Los 3 géneros mas destacados son Chlorella, Spirulina y Dunaliella, que se comercializan
como suplementos alimentarios, También algunas especies se comercializan por su valor
medicinal, como Chlorella que protege contra la insuficiencia renal y promocion del

crecimiento de Lactobacillus intestinales. (Hernandez & Labbé, 2014)

7.3. Biocombustible

Las nuevas alternativas que se estan proporcionando al mercado con respecto a enfoques
bioenergéticas, fue propuesta a principios de los afios 50, pero desarrollada con mucha méas
importancia en los Gltimos afios. Por ello, las investigaciones actuales con respecto a las
microalgas tienen a estar enfocadas a las diferentes alternativas para la produccién de
biocombustibles, produccién de biohidrogeno y biodiesel, a raiz de la necesidad que tiene el
planeta de ofrecer fuentes sostenibles de aprovechamiento. (Ramos Suérez, 2014). La
produccién de biocombustibles derivados de las microalgas, radica en el potencial de
biomasa producida, siendo esta la materia prima de produccién y consiste en su rapido
crecimiento y alta productividad de lipidos por extensién de area de cultivo. Ademas, Se
estima que, para cubrir la demanda global de combustibles, deberia destinarse a cultivos de
microalgas unos 6 millones de hectéreas, lo que supone, menos del 0,4% de la superficie
cultivable (Gressel, 2008)

7.4. Bioasfalto

Las nuevas investigaciones actualmente se estan referenciando a las alternativas sostenibles

que ofrece el entorno. Es por ello, que se estan desarrollando proyectos de investigacion con
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nuevos enfoques respecto a los bioasfaltos. La mayor parte de las contribuciones de
corredores viales se realizan en pavimentos flexibles elaborados con petréleo crudo, por tal
razén el desarrollo de los bioasfaltos, es porque son derivados de plantas y arboles. El uso y
la aplicabilidad que se brinda el Bioasfaltos es el uso como aglutinante alternativo al asfalto
convencional. las microalgas han sido conocidas por su uso en aplicaciones como el
desarrollo de colorantes cosméticos y de suplementos alimenticios. En afios mas recientes,
surgio la idea de refinarlas, por ejemplo, para la produccién de biocombustibles. Hoy en dia,
como se ha dicho, son reconocidas como una prometedora alternativa al petroleo.
(Technologies, 2014)

Investigadores de diversos laboratorios franceses del Centro Nacional de Investigacion
Cientifica (CNRs), en colaboracion con la empresa AlgoSource Technologies, han
demostrado que pueden servir también para fabricar asfalto mas ecoldgico o bio-asfalto.
Aunque la composicion quimica del bio-asfalto es completamente diferente al derivado del
petréleo, ambos tienen similitudes, como su color negro y sus propiedades.

El andlisis de tendencia que ofrece la base virtual de informacién SCOPUS, recopila
informacion acerca de investigaciones cientificas con respecto al tema. Exponiendo en una

linea de tiempo las investigaciones realizadas hasta el momento.

El tema de Bioasfaltos, es un area de innovacion. Las investigaciones comenzaron en el afio

2010 y la tendencia de publicaciones corresponde a la siguiente Figura 3.
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Figura 3. Tendencia de publicaciones de Articulos
Fuente: https://www-scopus-com.ezproxy.umng.edu.co
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En la Figura 4. Se evidencia los paises con publicaciones respecto al tema de Bioasfalto.

Hnired srares _

Indonesia
China
Costa Rica
Malaysia

Undefined

Documents

Figura 4. Paises con Publicaciones en Bioasfaltos
Fuente: https://www-scopus-com.ezproxy.umng.edu.co

Concluyendo que paises de américa latina, no tienen participacion referente al tema, Ademas,
cabe que Colombia no cuenta con investigaciones sobre fabricacion de bio-asfaltos.

Existen diferentes alternativas para la construccion de un bioasfaltos, a partir de aceites
extraidos de plantas, como es el caso de la investigacion realizada por ( Djumari & et al,
2017).. La cual ultilizaron como material alternativo de asfalto convencional la resina
(damar), el resultado de la investigacion muestra que el asfalto con resina es diferente con el
asfalto convencional 60/70 en términos de calidad del asfalto, ya que el asfalto modificado
con resina tiene un mayor valor de penetracion y gravedad especifica que el asfalto
convencional.

Ademas, en base a la investigacion de los autores (Zeng M & et al., 2016), resaltan que la
adicion del bioasfalto en el asfalto comdn de petréleo puede dar lugar a efectos variables
sobre las diferentes propiedades del aglutinante de asfalto. Ademas, la penetracién aumenta
considerablemente con el aumento del contenido de bioasfalto a una temperatura dada, lo
que indica un efecto suavizante del bioasfalto. Por consiguiente, La penetracion estandar
aumenta en aproximadamente 2% con bioasfalto en promedio. Tambien, expone que el punto
de reblandecimiento disminuye ligeramente al aumentar el contenido de bioasfalto. Sin

embargo, la ductilidad a 15 ° C disminuye significativamente al aumentar el contenido de
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bioasfalto de mas de 100 cm a aproximadamente. Las modificaciones presentadas

anterioremente, se desarrollaron con bioasfalto, compuesto de aceite de ricino (Ver Tabla

9).
Tabla 9. Modificaciones Presentados en Bioasfalto
TIPO DE MODIFICACIONES

AGLUTINANTE
e Amento en la penetracion

Resina de Damar e Mejor calidad del asfalto
e Aumento en la gravedad especifica
e Aumento en la penetracion
e Disminucion en el punto de

BIOASFALTO reablandamiento

Aceite de resino

Disminucion en la ductibilidad
Disminucion en la solubilidad
Aumento en la resistencia de
envejecimiento

Disminucion de resistencia a ruptura
equivalente

8. Capitulo 4: Tratamiento de aguas residuales con microalgas

La importancia de la funcion del agua en la sociedad, se ve reflejada en los diversos usos que

le podemos dar ya sea para actividades de uso domésticos, comercial, agricolas, industriales,

mineria, etc. afirmando que este recurso hidrico es indispensable para el funcionamiento de

la sociedad, pero especialmente para el desarrollo y funcionamiento de la vida de todo ser

vivo. Por esta razén es importante la conservacion del agua, que a través de la

implementacién de sistemas de purificacion se cumple con el alcance de obtener un agua

limpia, debido a los contaminantes descargados sobre los sistemas de recoleccion de aguas

(alcantarillado) y en los afluentes hidricos. Por ello se recurre a los diferentes tipos de

tratamiento de agua, que ayudaran a descontaminar y mantener el nivel adecuado de los

diversos parametros del agua con respecto al consumo humano y sus otros usos. (Bermudez,

2012)
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8.1. Microalgas en el tratamiento de aguas residuales

En el proceso de tratamiento de aguas, como se evidencia en la investigacion de (A.
Hernandez Pérez, 2014) que el uso de las microalgas en estos tratamientos son efectivos para
contraer el problema de la presencia de contaminantes, nutrientes, metales pesados, etc.
fortaleciendo a los agentes aerdbicos encargadas de la biotransformacion por medio de la
oxidacion bacteriana gracias a las acciones fotosintéticas, en lo que se resume como métodos
de remediacion biologica, los cuales cuenta con la implementacion del uso de las microalgas
y cianobacterias, tales como los métodos de biorremediacion, ficorremediacion y
rizorremediacion, obteniendo como resultado el mejoramiento de la calidad del cuerpo
hidrico, promoviendo el logro de la generacion de la biomasa a partir de la transformacion
de medios salinos, permitiendo que haya una variacion positiva ante la demanda biologica
de oxigeno (DBO), el aumento de los niveles de pH, para que de esta manera puedan reducir
la presencia de agentes patdgenos y demas factores contaminantes, posibilitando al mismo
tiempo la aprension de CO2 (Gonzélez, 2006)

Cabe resaltar que es importante la identificacion de la especie algal, ya que dependiendo de
su estructura morfoldgica puede dar una idea previa sobre su funcionamiento y efectividad
sobre la disminucion de los diferentes factores que interceden en la consecucion de un agua
limpia y descontaminada. No solamente es indispensable identificar el tipo de microalga para
conocer su viabilidad de eliminacion de contaminantes en el cuerpo de agua, sino que
también sirve para comprender su buen comportamiento de crecimiento que esta
estrechamente ligados con los factores abioticos (pH, temperatura, luminosidad, etc.), es
decir, reconocer las condiciones ambientales apropiadas para su optimo crecimiento con el
fin del beneficio de la generacién y recoleccion de la biomasa aun muy bajo costo energético,
que en este caso serd aprovechada para la adquisicion de aceites a partir de la extraccion de

lipidos.
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8.2. Tipos de sistemas de tratamiento con microalgas

Como se especifica en el trabajo investigativo de (Gonzalez, 2006), existen una amplia

variedad de sistemas de tratamientos, que su uso depende del afluente que se desee intervenir

para garantizar su mejoramiento de calidad y adicionalmente la produccion y acumulacion

de la biomasa.

Pileta no aereada: este es un ejemplo de sistemas simples que no requieren de
mecanismos de oxidacion, analizando la posibilidad de rendimientos deficientes de la

formacion de biomasa. (Santos & et al. , 2012)

Pileta aereada: A diferencia del sistema previamente mencionado, la pileta aereada
cuenta un método que le garantiza el sustento permanente del suministro de oxigeno
evitando el aumento de la demanda bioldgica de oxigeno, asegurando la aglomeracion de

particulas de microalgas. (Jaramillo Obando , 2011)

Lagunas de oxidacion: En términos de comparacién con la pileta aereada, las lagunas
de oxidacion cuentan con un mecanismo de méas a parte de la aeracion y es el de la
agitacion, permitiendo que todo el cuerpo hidrico reciba de manera igualitaria todos los
nutrientes necesarios que prometan la produccion de microalgas y asi fortaleciendo el

procedimiento de tratamiento de mejoramiento de calidad. (Jaramillo Obando , 2011)

Lagunas de alta tasa de oxidacion: Como su nombre lo indica, son sistemas de lagunas
gue cuentan con una mayor capacidad de suministro de aireacion que permite que haya
una eficiencia mejor que a la laguna estandar, aumentando los procesos de oxidacion al
igual que el proceso de eliminacion de particulas contaminantes, logrando de esta manera
una produccion mas elevada de biomasa, con la excepcion que se aplica preferiblemente

en los sistemas que tienen un proceso mas de complementacion. (Cajamar., 2012)
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- Lagunas de oxidacion de algas: en cuanto términos de comparacion, la Gnica diferencia
que delimitan este tipo de sistema de tratamiento con las demas lagunas de oxidacién, es
que su utilizacion esté destinada para fines alimenticios. (A. Hernandez Pérez, 2014)

Unos de los aspectos que tiene en comun estos tipos de sistemas de tratamiento de agua, es
que en todos se utilizan grandes areas de asignacion de almacenamiento para el propdsito de
inoculacion de la cepa, en consecuencia, convirtiéndola en una de sus principales desventajas,
del mismo modo, la dificultad de recolectar la biomasa que esta esparcida en toda el area de
cultivo. (Gonzélez, 2006).

9. Capitulo 5: Extraccién de aceite a partir de microalgas

La extraccion de aceite a partir de microalgas y a nivel de laboratorio, se ha realizado por
medio de diferentes tipos de solventes y métodos de extraccion, la eficiencia de los métodos
y el solvente depende el tipo de microalgas y las condiciones de cultivo en la que ella se
encuentren, la extraccion por medio de solventes quimicos de lipidos, consiste en la
utilizacion de reactivos que tienen como fin la extraccion selectiva de compuestos de interés

de la muestra

- Microondas: las microondas producidas afectan la polaridad de los lipidos, provocando
gue haya entre las moléculas efectos de friccion, dando por hecho la generacién de calor
interna debilitando las paredes celulares y su estructura molecular con el apoyo de
solventes naturales, de esta manera, optimizando tiempos y procesos sobre la reduccién

y obtencién de la biomasa. (Gémez Cruz N., 2016)

- Choque Osmotico: Esta técnica consta de un llenado rapido y esporadico de agua hacia
el interior de la célula por medio de osmosis, generando un alza en las presiones internas
de las paredes celulares provocando el fraccionamiento. En la literera recomienda
implementar este mecanismo si previamente las células estén debilitadas por otro proceso

para obtener un mejor resultado (Gonzélez Delgado A., 2016)
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Autoclave: el principio de su funcionamiento consta de las altas presiones y las altas
temperaturas generadas de por el vapor que se genera en una capsula hermética metalica
que puede resistir estas grandes condiciones que desinfecta y esteriliza los objetos,
provocando un principio de autoclave. En la extraccion de aceites de las microlagas,
puede también ser aprovechada mediante la degradacion de lipidos a partir de la
destruccidn celular obteniendo muestras hiumedas y sin un mayor riesgo de la posibilidad
de la presencia de contaminantes que puedan alterar la muestra a experimentar. (Gonzélez
A., 2009)

Soxhlet: el método de Soxhlet utiliza un equipo que consta de un balén esmerilado que
contiene un solvente que es llevado hasta su punto de ebullicion, ya que los lipidos de las
microalgas son sumamente solubles en solventes no polares como el hexano, por lo que
concierne un cambio de estado liquido a gaseoso, el cual atravesara una camara cuyo
mecanismo de condensacion que refrigerara al sistema permitiendo que se deposite el
solvente en la muestra de la biomasa y gracias a un brazo de recirculacion (sifén) ayuda
a recuperar el solvente utilizado para la extraccion y llevandolo nuevamente al balon
esmerilado para comenzar de nuevo el ciclo hasta que se haya observado la decoloracién
del solvente utilizado. Dando a entender que por medio de lavados consecutivos se
pueden extraer aceites a partir de la muestra solida que se desea trabajar, pero con la

desventaja que es un proceso extendido y costoso. (Monteza S & Samane J., 2016)

Bligh & Dyer: Este método le atribuye su funcionamiento al metanol-cloroformo con
una relacion 2:1 que consiste en la generacion de homogenizacién de la biomasa en
términos de tiempo muy acelerados que constituya una fase miscible con el agua, en
especial para las muestras que contengan cantidades significativas de humedad,
separando asi el medio en dos fases a través de un proceso de filtracion y centrifugacion
que asegurara la separacion de las fases de metano y cloroformo, finalmente con un
proceso adicional de aumento en la temperatura, se espera que se evapore el cloroformo
para adquirir solamente el aceite. No obstante, este método es uno de las técnicas mas

nocivas para la integridad del medio ambiente (Cando, 2015).
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- Fluidos Supercriticos: Para estas técnicas que tienen como prioridad de la necesidad de
evitar la utilizacion de grandes cantidades de solventes toxicos, existen dos tipos de
mecanismo de extraccion que son la extraccion con agua subcritica y extraccion con
fluidos supercriticos (SFE y SWE por sus siglas en ingles respectivamente), ya que en
ambos se utiliza el CO2 como su principal solvente de fluido supercritico por lo que es
un solvente poco toxico con la facilidad de separarlo y su bajo costo en el mercado, aun
si trae consigo la desventaja de ser un agente con poca polaridad (Paredo Lua H., 2009)

10. METODOLOGIA

En la Figura 5, se representa la metodologia experimental de ejecucion se llevo acabo, por
medio de etapas comprendidas a lo largo del cultivo y de acuerdo a los fines que se
desarrollarian en cada una de ella.

METQDOLOGIA DE CULTIVO DE MICROALGAS

IMCUBACICN DE MICROALGA

= INTENSIDAD LUMINICA
pH

COMDICIONES AMBIENTALES DE FOTOPERIODO DE
CULTIVO ILURAINACION

TEMPERATURA
ILUMINACION MCC
. NUTRENTES — 0

-MCE
MANTENIMIENTO ¥ COSECHA
= TEST DE JARRAS

PROCESOS DE FLOCULACION JL AGITACION

SEDIMENTACION —* pH _|

EXTRACCIOM DE BIQACEITE
I

MUESTRA HUMEDA | \ )
ETODOSOXHLET ~ METODO DECANTACION  METODO DE AUTOCLAVE
MUESTRA SECA

Figura 5. Metodologia experimental
Fuente: Propia, 2017
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La etapa 1, comprendid el proceso de inoculacion de la cepa, seguida de la etapa 2, donde se
seleccionaron los medios de cultivo a emplear, posteriormente se continuo con la etapa 3,
donde se desarrolla el proceso de suministro de CO2, la etapa 4 relaciona los procesos de
cosecha y los andlisis de condiciones ambientales necesarias para el mantenimiento del
cultivo de las microalgas. La etapa 5, a su vez expone los procesos de Recuperacion de
biomasa desarrollados durante el proceso, al finalizar se encuentra la etapa 6, donde se

realizaron los procesos de extraccion de aceite.

Etapa 1: Inoculacion de la cepa

La inoculacién de la cepa de las microalgas se realiz6 dejando una muestra de agua captada
de la laguna EI Estanco, en San Andrés de Sotavento — Cordoba, la cual se separ6 de la
materia organiza proveniente de la laguna y se almaceno en tubos de ensayo, posteriormente
fueron llevados al fotoreactor disefiado para el cultivo de las microalgas, a una temperatura
de 25 °C y una intensidad luminica 2500 lux, en un periodo de 3 dias. (ver Figura 6)
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Figura 6. Inoculacion de la Cepa
Fuente: Propia, 2017.
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Etapa 2: Medios de cultivos

El proceso de cultivo se llevé a cabo una vez inoculada la cepa de la microalga. La cual se
saco de los tubos de ensayo y se paso a un Erlenmeyer de 250 ml (ver Figura 6) y se le coloco
un medio de cultivo, que fue realizado con un abono comercial de marca fert plant. El cual
se prepar0 colocando en un 1000 ml de agua de la llave 5ml de medio. Los compuestos del

medio se observan en la Tabla 10.

Tabla 10. Medio de cultivo Comercial

COMPUESTO CONCENTRACION
nitrégeno total (n) 6.0 g/l
nitrégeno ureico (n) 6.0 g/l
fosforo (P202) 4.0 g/l
potasio soluble en agua 3.0q/
boro (b) 1.0g/
cobre (cu) 159/
hierro (fe) 1.3 g/l
manganeso (mn) 0.7 g/l
zinc (zn) 2.4 g/l

Posteriormente, las condiciones ambientales del cultivo fueron controladas, para optimizar

el crecimiento de las microalgas.

La etapa siguiente, trascurrido en un periodo de una semana, el cultivo fue dividido en un
nuevo Erlenmeyer, en el cual se coloc6é 125 ml del cultivo existente y se le agrego un nuevo
medio de cultivo, el cual su preparacion esta referenciada en la norma ABNT NBR
12648:2005, y esta compuesta por las siguientes soluciones que se observan en la Tabla 11.
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Tabla 11. Medio de cultivo norma Brasil

) _ Cantidad L
Solucion Reactivos Dilucion
(mg)
1 Ca(NO3)2*4H20 4000 Completar hasta 100 ml con agua
procesada
2 KNO3 10000 Completar hasta 100 ml con agua
procesada
3 MgS0O4*7H20 3000 Completar hasta 100 ml con agua
procesada
4 K2HPO4 4000 Completar hasta 100 ml con agua
procesada
CuSO4*5H20 30
(NH4)6M07024*4H20 60
ZnSO4*7H20 60
5 CoCL2*6H20 60 Completar hasta 1000 ml con agua
procesada
Mn(NO3)2*4H20 60
C6H802*H20 60
H3BO3 60
C6H5Fe07*5H20 1625
6 FeCL3*6H20 625 Completar hasta 1000 ml con agua
procesada
FeSO4*7H20 625
7 NaHCO3 15000 Completar hasta 1000 ml con agua
procesada

El método de preparacion del medio de cultivo referenciado por la norma brasilera ABNT

NBR 12648:2005, se realizaba por medio de diluciones, en 1000 ml de agua destilada se

agregaba un volumen especifico de solucion, como se ve en la Tabla 12.

Tabla 12. Preparacion medio Brasil

Solucion

1 2

3

4

5 6 7

Volumen ml

1,0 1,0

1,0

1,0

0,5 0,5 1,0

34




Etapa 3: Suministro de C02

El sistema de reactores de CO2, fueron realizados de manera convencional, con montajes
caseros. Uno de los reactores correspondié a la dilucion en un volumen de 5 litros de agua,
con soluciones de levadura y azucar en cantidades iguales, ademas fue sumergido un iman y
colocado el reactor sobre un agitador magnéticos para proporcionar una constante aireacion
dentro del reactor, simultaneamente fue emplazada otra manguera en la tapa del reactor y

sumergida en un Erlenmeyer con agua, para asi observar la produccion de CO2.

El segundo reactor conto con el mismo montaje, descrito anteriormente, a diferencia que las
soluciones utilizadas para este fueron acido citrico y bicarbonato de sodio, diluidas en un

volumen de agua de la llave de 5 litros aproximadamente. (Ver Figura 7)

Figura 7. Suministro de C02
Fuente: Propia, 2017

Etapa 4: Cosecha de microalgas

Como se menciond anteriormente, el crecimientos de las microalgas se estaban desarrollando
en dos medios de cultivo diferentes, las cantidades de medio para cada uno iban aumentado
de manera proporcional, en la semana tres en un frasco de 1000 ml se colocé 250 ml de
cultivo y se afiadié 250 ml de medio de cultivo, dando como resultado 500 ml de microalgas,

posteriormente para la semana cuatro, la cantidad afiadida fue de 250 ml de medio de cultivo
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y generando asi un nuevo volumen de microalgas de 750 ml, la cosecha del cultivo se ve

reflejada en la figura 8.

mmce_[>
a &

500mI-MCC  500mi-MCB 4450 mI-MCB

Y

2000mI-MCC 2000ml-MCB

1000mI-MCC

800 ml 800 mi 800 mi 800 ml 800 ml 800 ml 800 ml
MCC MCB

Figura 8.Cosecha del cultivo de Microalgas
Fuente: Propia, 2017

El control de las condiciones ambientales de las microalgas se monitoreo semanalmente, bajo
mediciones a los pardmetros que influyen en el crecimiento del cultivo, el rango éptimo de
pH en que se desarrollé el crecimiento dependia del medio de cultivo en que se encontraba
la microalga, dado que el medio de cultivo por su composicién registraba pH diferentes.
Ademas, la salinidad que se presentaban en los medios de cultivo fueron variables de acuerdo
con el tiempo de cosecha, ambos medios mostraron salinidades diferentes durante su
crecimiento. Por otra parte, las condiciones de temperatura, e intensidad luminosa y

fotoperiodos de iluminacion, fueron iguales para los cultivos. (Ver Tabla 13)
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Tabla 13. Andlisis de parametros de condiciones ambientales

Analisis | Pardmetro | Volumen Frecuencia Equipo Muestra
3 veces por )
pH 30 ml Ponteciometro
semana
3 veces por )
Temperatura 30 mi Ponteciometro
semana
Luminosida Semanalment
- Luxometro
d e
3 veces por Horno
Peso Seco 30 ml semana Balanza
Magnetica

Etapa 5: Recuperacion de biomasa

Los procesos de recuperacion de biomasa, se llevaron a cabo por medio del test de jarras y

sedimentacion gracias a los conos de imhoff (Ver Figura 9), se evaluaron los procesos con el

parametro de variacion de pH. Como lo indica la Tabla 14.

Tabla 14. Andlisis de recuperacion de biomasa

Método de floculacion

Test de jarras

Conos de imhoff

Tiempo 30 min 60 min
pH 12 11-12
R.P.M 250 ---

Volumen Usado 800 ml 4 litros

pH

Solucion Estabilizadora de

Hidroxido de Sodio (1M)

Hidroxido de Sodio (1M)
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Figura 9. Recuperacion de biomasa
Fuente: Propia, 2017

Etapa 6: Extraccion de Aceite
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El proceso de extraccion se llevo a cabo por medio de tres diferentes tratamientos, el primero

con el método soxhlet, posteriormente se evalu6 nuevamente el método soxhlet mas

destruccidn celular de las microalgas, finalmente se realizé el método de Bligh & Dyer, se

determind la eficiencia de los métodos y escogio el que mejores resultados brindaba. (Ver

Tabla 15)
Tabla 15. Métodos de Extraccién
Método de ) Soxhlet mas destruccién
y Bligh & Dyer Soxhlet
Extraccion celular.
] e Cloroformo e Hexano e Hexano
Reactivos més metanol e Hexano mas e Hexano mas
e hexano metanol metanol
Tiempo 40 min 4 horas 4 horas
Volumen de
) 100 ml 500 ml 500 ml
reactivos
) Agitador, ) ]
Equipos Equipo soxhlet Equipo soxhlet

Centrifugadora
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11. DISCUSION Y RESULTADOS

Los resultados que se obtuvieron a lo largo de la investigacidn corresponden a el crecimiento
presente durante la cosecha de las microalgas, seguido de la seleccion del método mas 6ptimo
para realizar la recuperacion de la biomasa y finalmente el proceso de extraccion de aceite

que presento mayor eficiencia con respecto a los volimenes de aceite obtenidos.

El cultivo y proceso de cosecha se realizd6 de manera gradual por medio de diluciones
semanalmente, como se menciond anteriormente. Las diluciones de microalgas y medio de
cultivo se hicieron por medio de botellas plasticas transparente de volumen 1 litro, al final
del proceso se registr6 una cantidad de 32 botellas de microalgas, dividida en medio de

cultivo Brasil (MCB), y medio de cultivo comercial (MCC)

Se determin6 como pardmetro comparacion el tipo de medio, para determinar que medio fue

el apropiado para ejercer mayor crecimiento en las microalgas.

10.1. Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se evaluaron, con el peso seco de la biomasa y el registro de la
densidad éptica medida a 550 nm de longitud. Tal como se observa en la FiguralO.
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Figura 10.Curva de Crecimiento Medio de Cultivo Brasil
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Figura 11. Curva de Crecimiento Medio de Cultivo Comercial

Observando la Figura 10 y la Figura 9, se puede apreciar los comportamientos de crecimiento
que se representan en cada una de ella, al iniciar el cultivo las curvas de crecimiento tienen
un comportamiento lineal en fase de aceleracion. la Figura 10, representa graficamente el
crecimiento de las microalgas, con un valor maximo de concentracién de biomasa en (0.8920
cm~1+0.34) con medio de cultivo Brasil, Continuando en un periodo de este estacionario,
registrando valores similares de densidad éptica en dos puntos de medicion en el cultivo, y
concluye en una fase de muerte, donde desciende la curva de crecimiento y los registros de
densidad oOptica disminuyen su intensidad. En contraste en la Figura 11, se observa un
comportamiento diferente, el cultivo inicia en fase de aceleracion, hasta la medicién 3, una
vez alcanzado el valor méximo de densidad dptica (1.095+0.15), el cultivo empieza la fase
estacionaria, donde no se aprecia cambios significativos, y finaliza con la fase de muerte, con
disminucion en la concentracion celular de manera tenue a diferencia del comportamiento
que presenta el cultivo con el medio de cultivo comercial. Comparando los resultados
obtenidos de las graficas de crecimiento de las microalgas y el comportamiento de las fases
en las que se desarrollé en el cultivo, presenta similitudes con la investigacion realizada por
el autor Alvear & et al, 2011 presenta que su curva de crecimiento presento un
comportamiento divididos por fases. la maxima tasa de crecimiento y por ende la maxima

concentracion de celular (1,15 x 106 cel/ml) se alcanzo con la relacion [N]/pH de [0,1]/[8,5],
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dando una tasa de crecimiento igual a 0,093 divisiones por dia. La primera fase denominada
latencia o lag comprendi6 desde el dia 0 donde la microalgas se acoplé a las condiciones del
medio establecidas, La segunda fase o fase exponencial en todos los bioensayos inicia entre
los dias 2 a5 y es donde mejor se aprecia la cinética del proceso; A partir del dia 6 se dio
inicio a la fase estacionaria, periodo en el que cesa el crecimiento por la ausencia de los
nutrientes, se promueve la muerte de las células y se empieza a evidenciar el comienzo de la

fase de muerte o de declive que se prolongé hasta el dia 11.

De lo anterior, se puede concluir que la intensidad de dias del cultivo y el medio de cultivo
que se esté empleando en la cosecha del cultico de las microalgas, son factores determinantes
para su crecimiento, ademas que todos los cultivos independientes de las fuentes de nutriente

presentan el mismo comportamiento dividido en fases de crecimiento y muerte.

El proceso de crecimiento individual fue por botellas debidamente enumeradas.

0. Optica (cm 'j

Peso Seco (gr)

Figura 12.Curvas de Crecimiento de Botellas con medio Comercial

La Figura 12. Hace referencia a las botellas que contenian el cultivo de medio de cultivo
comercial. La cosecha en este tipo de recipiente se realizé de manera gradual y por medio de

diluciones semanales. Como se puede observar, el comportamiento que presentan las botellas
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con respecto a la concentracion de la biomasa se realiza por medio de fases, la fase inicial
corresponde a la aceleracion del cultivo, de manera constante y con respecto al tiempo de
cada botella la concentracion de la biomasa era creciente, alcanzando concentraciones
maximas de (1.558 cm~1+0.099) en registros de densidad optica, luego se desarrollé la fase

decreciente para las ultimas botellas que se le desarrollo las diluciones correspondiente.
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Figura 13. Curvas de Crecimiento de Botellas con medio Brasil

Como se puede apreciar en la figura 12. El crecimiento que se desarrolld en las botellas que
contenian el medio de cultivo Brasil, tomo el siguiente comportamiento, las primeras botellas
se representa un crecimiento lineal hasta alcanzar un valor maximo de concentracion de
(1.237cm~140.219), seguido de una fase estacionaria, donde las variaciones de
concentracion generaban pocos cambios y finalizando con la fase de decrecimiento de

concentracion de biomasa.

Los comportamientos de crecimiento tienen similitudes entre ellos, graficamente representan
un comportamiento parecido con respecto a las fases mencionadas anteriormente, pero cabe
resaltar que los valores con mayor concentracion se situaron en los cultivos generados con el

medio de cultivo comercial, con respecto a mediciones de densidad Optica y peso seco.
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10.2. Recuperacion de biomasa

El proceso de recuperacion de la biomasa se desarrollé por medio de floculacién a altos Ph,
con conos de imhoff, para ello se evalud el pH éptimo de floculacién, donde se presentaban

la mayor eficiencia de sedimentacion, para cada tipo de medio de cultivo.

HEHEHE o H 12

Wolumen jmi)

T ' T
10 min B0 min ao min

Tiempo

Figura 14. Floculacion medio de cultivo Comercial

Apreciando la Figura 14, los resultados mas 6ptimos encontrados con respecto al proceso de
floculacion con cono de imhoff, para cultivos realizados con el medio de cultivo comercial,
corresponde a altos pH de rango de 11. Donde la eficiencia de recuperacion fue mejor a
diferencia de los otros pH evaluados.
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Figura 15. Floculacion medio de cultivo Brasil
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En la Figura 15, se puede apreciar el comportamiento de acumulacion de biomasa para
cultivos con el medio de cultivo Brasil, presento mejor comportamiento cuando el pH fue
llevado a 12. Ademas, se presento una similitud en las floculaciones una vez alcanzado el

tiempo de 60 min para los pH evaluados en 11 y 8.9.

La investigacion realizada por Rojo & et al., 2016, Expone que el tiempo de exposicion al
agente floculante afecta la eficiencia de floculacion. El tiempo requerido para una alta
eficiencia de floculacion pH 12 y ajustado NaOH 0,5N fue tres veces menor que el tiempo
reportado por Surendhiran & Vijay (2013) para alcanzar la maxima floculacion (93,80%) uso
FeClI3 como floculante. En resumen, los resultados de los dos experimentos de floculacion
permiten demostrar que el NaOH usado como floculante Gnico, puede ser un agente de

floculacion eficaz de la biomasa, independiente del medio de cultivo en el que las microalgas

crezcan.

10.3. Extraccion de aceite

Volumen (ml)

o T |

Extracion

W@ Soxhlet + Autoclavado - Hexano

B Metodo Bligh & Dyer - Hexano

éﬁé@ Metodo Bligh & Dyer - Cloroformo + Metanol
Figura 16. Extraccion de aceite
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En la Figura 16, se exponen los volimenes de extracciones evaluados por diferentes metodos
y solventes, el método con mayor eficiencia fue el de Bligh & Dyer, con el solvente de
Cloroformo + Metanol. Las extracciones realizadas por medio de Soxhlet no fueron
suficientes o proporcionales a los volumenes de reactivos utilizados, por el método de soxhlet
se desarrollo la extraccién con Hexano y los resultados obtenidos fueron nulos, a diferencia
de la extraccion realizada una vez que se sometid la muestro de biomasa a la destruccién
celular por medio de autoclavado y posteriormente llevada a el soxhlet. Los autores
Hernandez & Miranda, 2011. exponen que la eficiencia del solvente cloroformo como
reactivo de extraccion es uno de los mejores arrojando eficiencia en los resultados de
extraccion y comparandolos con otros tipos de soluciones, pero que a Su vez no es
recomendado por ser un solvente con grandes niveles con impacto ambiental, ademas, el
nivel de toxicidad que pueda generar. Con respecto al método de extraccién, investigadores
como Travieso & Benitez, 1998. Expresan que el método de Bligh & Dyer es el que mayor
eficiencia de extracto lipidico genera, aproximadamente dos veces la cantidad que el método

de soxhlet, EI método de Bligh & Dyer no es necesario realizar una destruccion celular.

Los métodos de extraccidn fueron realizados con una masa de (2gr) de biomasa, y llevadas
al proceso con diferentes cantidades de solventes, de acuerdo, al método realizado. Para el
método con mayor eficiencia la relacion de produccion fue de 2gr de biomasa seca produjo
10.5 ml de aceite de microalgas, 5 veces su peso, lo cual concuerda con la literatura, que
expone que las microalgas son el microorganismo con mayor produccion de lipidos (Aceite)

con respeto a otro tipo de plantas vegetales productoras de aceite.

Las condiciones ambientales en las que los cultivos se encontraban, fueron debidamente
monitoreadas a lo largo del cultivo, la temperatura en el fotobiorreactor se mantuvo en un
rango de 20 °C - 25°C, lo cual concuerda con la investigacion realizada por Torres Parra,
2012. Que expone que Es importante acotar que las temperaturas del cepario (cAmara fria sin
sistema de agitacion) y la cdmara de crecimiento (cAmara calida con sistema de agitacion
continua), 24 y 27°C, Para la generacion del aumento de productividad de la biomasa en el

cultivo. Otro parametro fundamental fue el registro de los pH, los rangos de pH variaron a
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raiz del medio de cultivo utilizado, ademas el tiempo del cultivo influia en las variaciones
presentes, para el medio de cultivo comercial (MCC) los rangos de pH registrados para la
cosecha de las microalgas se mantuvieron en valores de (7.8 — 10), y para la cosecha con
medio de cultivo Brasil los pH se mantuvieron en valores de (9.8 — 10.9), estas variaciones
fueron debido a la concentracidn de nutrientes que tenia cada medio de cultivo. Ademas, otro
factor que jugo gran importancia en los registros de parametros ambientales fueron los dias
en que se concentro el cultivo, el desarrollo de cultivo tuvo un tiempo de 48 dias, donde la
mayor concentracion de biomasa se registro entre 30 -34 dias de cosecha. Investigaciones
realizas expresan que los dias de cultivo tienen influencia en el crecimiento, ademas, de
desarrollarse por fases, como lo indica la investigacion de Torres Parra, 2012. Exponiendo
que en los primeros dias se inicia la fase crecimiento rapido, alcanzando el plateau
aproximadamente a los 28 dias, cuando poblaciones en otros medios lo habian logrado de 20
a 25 dias. Cabe Resaltar que la concentracion de biomasa estd directamente ligada a la
concentracion de nutrientes que se encuentran en el medio de cultivo en el que se esta

realizando la cosecha de estos microorganismos.
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12. CONCLUSIONES

Las condiciones ambientales que se definieron a lo largo del cultivo, fueron factor de
importancia con respecto al crecimiento, el control semanal permitié monitorear el
crecimiento de las microalgas y las influencias que cada uno de los parametros ejercia
sobre ellas. El analisis de concentracion de biomasa por medio de la curva de
crecimiento en los cultivos evaluados, presento el mismo comportamiento con
respecto a las fases de crecimiento, las cuales concordaban con la literatura
consultada. Ademas, se determind que el medio de cultivo comercial presento mayor
eficiencia en concentraciones de biomasa con respecto al cultivo que se realizé con
el medio de cultivo Brasil.

Las eficiencias en los procesos de recuperacion fueron satisfactorias, el método que
mejor resultado proporciono fue el de floculacién a altos pH en rangos de (11-12) en
conos de imhoff. Los valeres de pH dependieron del medio de cultivo y la eficiencia
del método de acuerdo al tipo de cultivo.

El método de extraccidén Soxhlet demostré ser un método de facil aplicacién, pero no
genero resultados significativos. Ademas, Los volumenes a utilizar con este tipo de
método de extraccidn son de gran cantidad, con respecto a los volimenes de aceite
esperado, cabe resalta que la falta de eficiencia del método soxhlet se pudo deber a la
mala manipulacién del equipo al momento de realizar el procedimiento. Por otra parte
Los resultados obtenidos al finalizar el proceso de extraccion gracias al método de
Bligh & Dyer fueron satisfactorios. EI volumen de aceite extraido por medio del
solvente HEXANO correspondio a 6,8 ml, con respecto a los valores obtenidos con
CLOROFORMO + METANOL fue de 10,5 ml.
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13. RECOMENDACIONES

La investigacion presente es una nueva alternativa de sostenibilidad con respecto a
produccion de materiales alternativos en construccion, en este caso Bioasfalto. Es por
ello, que se recomienda ampliar el alcance de la investigacion con respecto a
clasificacion y caracterizacion que se genera a partir de las microalgas.

Se recomienda realizar un estudio econdmico, con respecto al proceso de extraccion
de aceite, y determinar la viabilidad econdmica, relacionando gastos con productos y
la aplicabilidad de este.

Se recomienda ampliar el alcance de futuras investigaciones referente al tema,
caracterizar debidamente el aceite extraido y determinar la eficiencia que pueda tener

en aplicaciones en ingenieria civil.
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Medio
M-MCC

M-MCC

M-MCC

M-MCC
MCC
MCC
MCC

MCC

Media
Error tipico
Mediana
Moda

Desviacion estandar

ANEXQOS

Medio de Cultivo Brasil

Peso Seco (gr)
0,0035

0,0067
0,0087
0,0101
0,0123
0,0139
0,0298
0,0368
Estadistica descriptiva
0,01523
0,00415391
0,0112
#N/A

0,01174903
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D. Optica (cm™1)
0,0429

0,1460
0,8920
0,8920
0,8720
0,7790
0,5450

0,4020

0,5713625
0,12164773
0,662
0,892

0,34407174



Medio de Cultivo Comercial

Medio Peso Seco (gr) D. Optica (cm™1)
M-MCC 0,0534 0,632
M-MCC 0,0560 0,7190
M-MCC 0,0876 0,8400
M-MCC 0,1038 0,9140

MCC 0,1270 1,0950

MCC 0,1554 1,0890

MCC 0,1656 0,9130

MCC 0,1730 0,8150

Estadistica descrictiva

Media 0,115225 0,86466667

Error tipico 0,01682466 0,05224276
Mediana 0,1154 0,84
Moda #N/A #N/A

Desviacion estandar 0,04758733 0,15672827
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Botellas MCB

BOTELLA- MCB Peso seco (gr) D. Optica (cm™1)
2 0,01210 0,567
4 0,01265 0,909
6 0,01432 0,917
8 0,01450 1,092
9 0,01538 1,265
12 0,01665 1,128
13 0,01755 1,267
17 0,01770 1,273
19 0,01810 1,174
23 0,01850 1,179
24 0,01930 1,069

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Media 0,016068182 1,090496364
Error tipico 0,000733009 0,066278347
Mediana 0,01665 1,174
Moda #N/A #N/A

Desviacion estandar 0,002431114 0,219820408
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Botellas MCC

BOTELLA- MCC Peso seco (gr) D. Optica (cm™?)
1 0,0422 1,533
3 0,057325 144525
5 0,06188 1,5584
7 0,05734 0,8445
10 0,0648 0,9846
11 0,0865 1,064
22 0,0883 1,078
24 0,0921 1,105
25 0,1001 1,12
27 0,128 1,168
29 0,145 1,2
31 0,242 1,0807
33 0,317 1,0619

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Media 0,130913 1,070672
Error tipico 0,026740064 0,031382758
Mediana 0,0951 1,07935
Moda #N/A #N/A
Desviacion estandar 0,084559508 0,099240994
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TIEMPO

10 min

50 min

60 min

TIEMPO

10 min
50 min

60 min

TIEMPO

10 min
50 min

60 min

Recuperacion de Biomasa

Muestra
3
9,2

15

Muestra
8
22
24

Muestra
2,5
4.4

10

pH 8.9

pH 11

pH 12

57

MCC
Duplicado
3,4
7,5

10,5

MCC

Duplicado
4

8,5
8

MCC
Duplicado
2,2
6,2

6,5

Resultado
3,2
8,35

12,75

Resultado
6
15,25
16

Resultado
2,35
53

8,25



TIEMPO

10 min

50 min

60 min

TIEMPO

10 min
50 min

60 min

TIEMPO

10 min

50 min

60 min

Muestra

3,5

115

16,5

Muestra
10
17,5

17

pH 12

Muestra
36
24

23

pH 10.3
MCB
Duplicado
2,2
9,7

15,3

pH 11
MCB
Duplicado

17

17

17

MCB
Duplicado
30
23

22

Cosecha por botellas

58

Resultado

2,85

10,6

15,9

Resultado
13,5
17,25

17

Resultado
33
23,5

22,5



BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana
Moda

Desviacién estandar

BOTELLA

Media

Error tipico

Mediana
Moda

Desviacion estandar

BOTELLA

Media

Error tipico

Mediana
Moda

Desviacion estandar

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

6-oct
11-oct
18-oct

PH TEMP
10,1 25,2
10,12 26,02
10,00 24,3
9,94 24,7
ESTADISTICAS
10,04 25,055

0,04242641  0,37061885
10,05 24,95
#N/A #N/A

0,08485281 0,7412377

PH TEMP

11,24 25,4

10,96 25,4

10,39 25,1

10,84 24,8
ESTADISTICAS
10,8575 25,175

0,17693572 = 0,14361407
10,9 25,25
#N/A 25,4

0,35387145 = 0,28722813
PH TEMP

10,48 25,2

10,48 25,4

10,07 24,0

9,94 25,0
9,91 26,5
9,74 23,8
9,62 20.1
ESTADISTICAS
10,0342857 = 24,2785714
0,12735135 = 0,78299312
9,94 25
10,48 #N/A
0,33694001  2,07160508

59

SALINIDAD
3,9
3,39
10
9,2

6,6225
1,72993437
6,55
#N/A
3,45986874

SALINIDAD
0,22
0,17
0,40
0,50

0,3225
0,07706869
0,31
#N/A
0,15413738

SALINIDAD
5,26
4,78

14,70
10,8
14,2
12,3

9,8

10,2628571
1,50342738
10,8
#N/A
3,97769495

DIAS DE CULTIVO

14

MCC

DIAS DE CULTIVO

14

DIiAS DE CULTIVO

34



BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

6-oct
11-oct
18-oct

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

6-oct
11-oct
18-oct
24-oct

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

6-oct
11-oct
18-oct
24-oct

PH TEMP
11,28 25
10,47 25,4
9,77 23,7
9,81 24,9
9,21 26,0
9,16 24,2
8,85 20.1

ESTADISTICAS
9,79285714 24,18
0,31997555 = 0,74317209

9,77 24,9
#N/A #N/A
0,84657574 = 1,96624854

PH TEMP
10,1 27,4
10,41 25
10,03 25,8
9,91 25,5
10,09 26,3
10,09 24,8
9,88 25.1
9,53 26,1

ESTADISTICAS

10,005 25,7875
0,08847921 = 0,29242673

10,06 25,65

10,09 #N/A
0,25025701 = 0,8271077

PH TEMP

11,39 27

11,34 24,9

10,86 23,0

11,22 24,5

10,03 25,5

9,63 24,6
8,84 24.1
888 25,6
ESTADISTICAS
10,27375 24,9875
0,38017824  0,40242013

10,445 24,85

#N/A #N/A
1,07530643 = 1,13821602

60

SALINIDAD
0,22
0,14

0,5
0,5
0,7
0,5
0,4

0,42285714
0,07177061
0,5
0,5
0,18988718

SALINIDAD
3,96
3,61
11,3
11,0
12,2

6,7
9,8
8.8

8,42125
1,17468907
9,3
#N/A
3,32252244

SALINIDAD
0,24
0,21

0,5
0,5
0,5
0,5
0,4
0,4

0,40625
0,04254987
0,45
0,5
0,12034919

DIAS DE CULTIVO

34

DIiAS DE CULTIVO

40

DIiAS DE CULTIVO

40



BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

6-oct
11-oct
18-oct
24-oct
1-nov

FECHAS
14-sep
16-sep
26-sep
28-sep

6-oct
11-oct
18-oct
24-oct
1-nov

PH TEMP SALINIDAD
9,8 26,8 3,59
10,31 24,3 3,07
9,93 26,1 10,8
9,72 24,7 7,4
9,90 25,7 12,6
9,94 22 10,2
10.01 25.1 9,6
9,9 25,8 8
9,96 27,6 0,5
ESTADISTICAS
9,97333333 | 25,3444444  7,30666667
0,06751543 = 0,53828718  1,35624379
9,93 25,7 8
9,9 #N/A #N/A
0,20254629 @ 1,61486154  4,06873137
PH TEMP SALINIDAD
11,21 26,6 0,2
11,33 24,4 0,18
10,83 24,5 0,5
11,05 24,4 0,5
9,86 25,4 0,5
9,51 23,9 0,5
9,22 25.1 0,4
8,84 26,4 0,4
10,01 25,7 0,4
ESTADISTICAS
10,2066667 | 25,1777778 @ 0,39777778
0,30853147 = 0,31525024  0,04222222
10,01 25,3 0,4
#N/A 24,4 0,5
0,9255944 | 0,94575073 = 0,12666667

61

DIAS DE CULTIVO

48

DIAS DE CULTIVO

48



BOTELLA

Media
Error tipico
Mediana

Moda
Desviacién
estandar

BOTELLA

10

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

11

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS PH TEMP SALINIDAD
28-sep 11,31 21,4 0,6
6-oct 11,25 25,8 0,6
11-oct 10,52 22,3 0,4
18-oct 9.1 24.1 0,3
24-oct 9,39 25,8 0,3
1-nov 10,21 25,8 0,5

ESTADISTICAS
10,3466667 24,25 0,45
0,34660897 0,79906195 0,05627314
10,365 25,1 0,45
#N/A 25,8 0,6
0,84901512 1,95729405 0,13784049
FECHAS PH TEMP SALINIDAD
28-sep 9,85 23,0 51
6-oct 10,29 25,8 8,6
11-oct 9,89 22,6 8,2
18-oct 9,95 26 6,5
24-oct 9,69 25,1 6,6
1-nov 9,7 25,8 79
ESTADISTICAS
9,895 24,7166667 7,15
0,08965675 0,62097593 0,53836171
9,87 25,45 7,25
#N/A 25,8 #N/A
0,2196133 1,52107418 1,31871149
FECHAS PH TEMP SALINIDAD
18-oct 10.1 23.1 5
24-oct 9,87 25,8 47
1-nov 9,57 26,4 57
16-nov 9,77 25,1 59
ESTADISTICAS
9,9275 25,2 5,325
0,20076417 0,62583278 0,28394542
9,82 25,45 5,35
#N/A #N/A #N/A
0,40152833 1,25166556 0,56789083

62

DIAS DE

CULTIVO

34

29

34

DIAS DE CULTIVO

DIAS DE CULTIVO



BOTELLA

12

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA
14

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA
15

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA
16

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS
18-oct
24-oct
1-nov
16-nov

FECHAS
1-nov
16-nov

FECHAS
1-nov
16-nov

FECHAS
16-nov
29-nov

PH TEMP
11,34 23.1
10,64 26,2
9,47 25,9
10,24 25,6

ESTADISTICAS
10,4225 25,3

0,39047781  0,61237244
10,44 25,75
#NJA #NIA

0,78095561  1,22474487

PH TEMP
11,03 25,7
9,73 25,6

ESTADISTICAS
10,38 25,65

0,65 0,05
10,38 25,65
#NIA #N/A

0,91923882  0,07071068

PH TEMP
10,19 26,1
9,88 26,1

ESTADISTICAS
10,035 26,1
0,155 0
10,035 26,1
#NJA 26,1
0,2192031 0

PH TEMP
9,91 24,8
9,84 27,8

ESTADISTICAS
9,875 26,3
0,035 15
9,875 26,3
#N/A #N/A
0,04949747  2,12132034

63

SALINIDAS
0,7
0,4
0,4
0,5

0,5
0,07071068
0,45
0,4
0,14142136

SALINIDAS
0,5
0,4

0,45
0,05
0,45
#N/A
0,07071068

SALINIDAS
7,6
7,5

7,55
0,05
7,55
#N/A
0,07071068

SALINIDAS
6,1
6,2

6,15
0,05
6,15
#N/A
0,07071068

DIAS DE CULTIVO

29

DIAS DE CULTIVO

15

DIAS DE CULTIVO
15

DIAS DE CULTIVO
13



BOTELLA
17

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

18

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

19

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

21

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS
16-nov
29-nov

FECHAS
16-nov
29-nov

FECHAS
16-nov
29-nov

FECHAS
29-nov
9-dic
13-dic

PH TEMP SALINIDAS
10,8 25,2 0,5
10,85 27,3 0,5
ESTADISTICAS
10,825 26,25 0,5
0,025 1,05 0
10,825 26,25 0,5
#N/A #N/A 0,5
0,03535534 = 1,48492424 0
PH TEMP SALINIDAS
10,05 25,3 6,7
9,87 26,4 6,7
ESTADISTICAS
9,96 25,85 6,7
0,09 0,55 0
9,96 25,85 6,7
#N/A #N/A 6,7
0,12727922 = 0,77781746 0
PH TEMP SALINIDAS
10,68 25,4 0,5
10,68 26 0,5
ESTADISTICAS
10,68 0
0 0,5
10,68 0,5
10,68 0
0 0
PH TEMP SALINIDAS
11,15 23,7 0,5
11,03 27,5 0,5
9,05 27,6 0,3
ESTADISTICAS
10,41 26,2666667 0,43333333
0,68088178 1,28365797 0,06666667
11,03 27,5 0,5
#N/A #N/A 0,5
1,17932184 2,22336082 0,11547005
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DIAS DE CULTIVO

13

DIAS DE CULTIVO

13

DIAS DE CULTIVO

13

DIAS DE CULTI
VO

14



BOTELLA

23

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

24

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

25

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

26

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS
29-nov
9-dic
13-dic

FECHAS
29-nov
9-dic
13-dic

FECHAS
29-nov
9-dic
13-dic

FECHAS
29-nov
9-dic
13-dic

PH TEMP
9,49 22,8
10,42 238
9,08 24,6

ESTADISTICAS

966333333 | 23,7333333

0,39641449 0,52068331
9,49 238
#NIA #NJA

0,68661003  0,90184995

PH TEMP
10,36 22,8
10,42 23,8
9,08 24,6

ESTADISTICAS

995333333 23,7333333

0,43701004  0,52068331
10,36 238
ANIA #NJA

0,7569236 0,90184995

PH TEMP
10,45 22,7
11,17 26,2
11,05 27,3

ESTADISTICAS
10,89 25,4

022271057  1,38684294
11,05 26,2
ANIA #N/A

0,38574603  2,40208243

PH TEMP
10,87 24,5
10,05 25,2
11,05 27,3

ESTADISTICAS
10,6566667  25,6666667
0,3077517 0,8412953
10,87 252
ANIA #N/A
0,53304159 1,4571662

65

SALINIDAS
0,3
04
0,3

0,33333333
0,03333333
0,3
0,3
0,05773503

SALINIDAS
0,3
0,4
0,3

0,33333333
0,03333333
0,3
0,3
0,05773503

SALINIDAS
0,3
0,6
0,5

0,46666667
0,08819171
0,5
#N/A
0,15275252

SALINIDAS
0,4
0,6
0,5

0,5
0,05773503
0,5
#N/A
0,1

DIAS DE CULTIVO

14

DIAS DE CULTIVO

14

DIAS DE CULTIVO

14

DIAS DE CULTIVO

14



BOTELLA

27

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

BOTELLA

28

Media
Error tipico
Mediana
Moda
Desviacién estandar

FECHAS
29-nov
19-dic

FECHAS
29-nov
19-dic

PH
9,67
10,48

TEMP
22,3
22,8

ESTADISTICAS

10,075
0,405
10,075
#N/A
0,57275649

PH
9,67
10,48

22,55
0,25
22,55
#N/A
0,35355339

TEMP
22,3
22,8

ESTADISTICAS

10,075
0,405
10,075
#N/A
0,57275649

66

22,55
0,25
22,55
#N/A
0,35355339

SALINIDAS
4
3,4

3,7
0,3
3,7
#N/A
0,42426407

SALINIDAS
4
34

3,7
0,3
3,7
#N/A
0,42426407

DIAS DE CULTIVO

20

DIAS DE CULTIVO

20



PRODUCTOS

67
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