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RESUMEN

En el presente trabajo se cultivaron dos especies de microalgas chlorophytas,
Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus, aisladas mediante técnicas de dilucion
seriada, rayado en agar y pipeteo capilar, a partir de muestras tomadas de una poza
de oxidacion en el distrito de “La Joya” en la ciudad de Arequipa - Pera. Se probaron
diferentes concentraciones (50%, 25%, 15%, 10% y 5%) de medio de cultivo con el
fin de determinar la mejor para su crecimiento. Con el objetivo de corroborar el
efecto que causa la deficiencia de sales nutritivas en el contenido de aceite
intracelular, las microalgas fueron sometidas a concentraciones cada vez menores
de medio a la establecida como éptima, con periodos de cultivo de 7 a 9 dias en
cada etapa. El sistema de cultivo empleado fue el Raceway AWL, al cual se le
realizaron algunas modificaciones adaptandolo a las medidas y objetivo de este
trabajo. La extraccion del aceite fue llevada a cabo usando una mezcla de solventes
(Cloroformo — Alcohol isopropilico). La extraccion mostré6 que los cultivos bajo
condiciones de estrés muestran mayor rendimiento en la produccion de aceite al
cual finalmente se le realizaron pruebas fisicoquimicas de control de calidad, las
cuales determinaron el buen estado del aceite obtenido.

PALABRAS-CLAVE : Microalgas, Chlorella vulgaris, Scenedesmus dimorphus,
aceite, sales nutritivas, Raceway.

EFFECT OF STRESS INDUCED BY NUTRITIVE SALTS DEFICIENCY IN A
RACEWAY AWL GROWING SYSTEM IN THE Chlorella vulgaris and
Scenedesmus dimorphus MICROALGAE PRODUCING OIL

ABSTRACT
In the present work two species of chlorophytas microalgae were grown, Chlorella
vulgaris and Scenedesmus dimorphus, isolated by serial dilution techniques, striped
agar and capillary pipetting from samples taken from a pool of oxidation in the district
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of "La Joya" in Arequipa - Peru. Different concentrations (50%, 25%, 15%, 10% and
5%) of the culture medium were tested in order to determine the best for microalgae
growth. To corroborate the effect of the deficiency of nutrient salts in the intracellular
oil content, microalgae were subjected gradually to lower concentration levels to the
one established as optimal, with periods of cultivation of 7 to 9 days in each stage.
The culture system used was the Raceway AWL, performed with some modifications
to adapt the system to the objective of this work. The extraction showed that cultures
under stress show higher performance in oil production which finally showed good
parameters in the quality control tests.

KEYWORDS: Microalgae, Chlorella vulgaris, Scenedesmus dimorphus, oil, Nutrient
salts, Raceway.

INTRODUCCION

En este siglo la humanidad afronta una grave problematica, como es la falta
de fuentes alternas de aceites naturales que no comprometan cultivos que son
normalmente destinados al consumo humano, como es el caso de la soja, colza,
palma, maiz, cafiamo, etc. y que al mismo tiempo sean alternativas basadas en
procesos sustentables, renovables y amigables con el ambiente, que ademas
posibiliten la captura de CO, es asi que el aceite a partir de microalgas se pinta
como una opcion promisoria (GARIBAY et al., 2009).

Las microalgas son organismos fotosintéticos capaces de asimilar energia
solar y CO2 para convertirlo en agua, O2 y macromoléculas organicas tales como
carbohidratos y lipidos. Algunas especies naturalmente o bajo condiciones de estrés
tales como alta luz o depravacion de nutrientes acumulan cantidades significativas
de lipidos como su principal fuente de almacenamiento de carbon. El contenido
promedio de lipidos en microalgas varia entre 20 y 40 % del peso celular seco
(MILTON et al., 2008 & PERALES et al., 2007).

Las principales aplicaciones de los lipidos (acidos grasos) de microalgas son,
enriqguecimiento de alimento para peces, posibilidad de uso para produccion de
biodiesel y fuente de acidos grasos esenciales en la dieta humana (GRECQUE DE
MORAIS et al., 2007).

El uso de microalgas para producir biocombustible ya viene siendo aplicado
en varios paises de Europa y América, como alternativa ecolégicamente viable,
debido al aumento del precio del petréleo y los problemas ambientales generados
por este tipo de combustible, es por eso que cada dia se vienen realizando mas
investigaciones sobre como mejorar los cultivos, produccion y eficiencias en este
proceso cobrando mas fuerza el uso de las microalgas como una alternativa para la
obtencion de biodiesel (GARIBAY et al., 2009).

En vista que esta cientificamente comprobado el gran porcentaje de aceite
que poseen las microalgas en su estructura y que este aceite es usado como
fuentes de reserva en casos de déficit de sales nutritivas, es de importancia,
investigar la posibilidad de incrementar el contenido de aceite (acidos grasos)
encontrados en las microalgas, siendo que esta informacion podria ser de interés
para las industrias que utilizan aceites vegetales en sus procesos.

El principal objetivo en este trabajo fue comparar el efecto del estrés inducido
por carencia de sales nutritivas sobre el contenido de lipidos presentes en las
microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus utilizando un sistema de
cultivo Raceway AWL modificado.
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MATERIALES Y METODOS

La muestra fue tomada de una laguna de oxidacion ubicada en el distrito de
La Joya — Arequipa. Lo mas importante fue tratar que la muestra de agua sea
homogénea, representativa y por sobre todo que en la extraccion no se modifiquen
las propiedades del agua a analizar. Al tratarse de una fuente de agua estancada se
sostuvo el envase por el fondo, a una profundidad de por lo menos 20 cm, con la
boca hacia arriba, y ligeramente inclinado, apuntando hacia la corriente. Se tomaron
aproximadamente 100 mL en envases de vidrio (borosilicato), se emplearon envases
estériles y se enjuagaron varias veces con el agua a analizar procurando que la tapa
no permita la salida del liquido, ni tampoco la entrada de elementos contaminantes.
(GONZALES et al., 2006).

Aislamiento de Cepas

Para lograr aislar las cepas utlizadas, se emplearon dos técnicas de
aislamiento: A) Diluciones seriadas, donde primero se homogenizé la muestra de
agua y se tomd 1 mL para ser inoculado en un tubo conteniendo 9 mL de medio de
cultivo siendo esta la primera dilucién (1:10). A partir de aqui se tomé una alicuota de
la dilucién (1:10) y se traspaso para otro tubo conteniendo 9 mL de medio de cultivo
obteniendo la dilucion (1:100), el procedimiento fue repetido hasta obtener una
dilucion 1:10.000, siendo que de este ultimo se subdividié en 10 tubos teniendo una
dilucion de 1:100.000. La segunda técnica fue B) Rayado en agar, para lo cual se
prepararon palcas Petri de 100 x 15 mm, conteniendo fitagel al 2%, en ella se
colocaron dos gotas de las diluciones cerca de la periferia en el medio solidificado y
utilizando el asa de Kolle esterilizada a fuego directo, se rayé en paralelo a la
muestra formando pequefias estrias. Se cubrio la placa, se invirtié e incub6 de 4 a 8
dias a temperatura ambiente. Terminada la incubacién, la placa se observo
directamente en el estereoscopio y se seleccionaron las colonias deseadas que se
encontraban libres de otros organismos removiendo las colonias con una pipeta
Pasteur estirada y estéril y colocandolas en una gota de medio de cultivo estéril
sobre un cubre-objeto. Usando un microscopio 6ptico se observaron las unidades de
microalgas deseadas y que pertenecian a la misma especie. Por ultimo se repitio el
procedimiento de rayado en solo una zona, reduciendo de esta forma la
contaminacion por bacterias y asegurando las agrupaciones de unidades algales de
la misma especie que posteriormente seran transferidas a un medio liquido
(GONZALES et al., 2006).

Seleccion del Medio de Cultivo

El medio de cultivo a utilizar fue un medio hidroponico, elegido por su bajo
costo y su buena eficiencia. La solucion hidroponica fue adquirida de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (Lima — Peru). El kit incluyé dos frascos: Frasco A de
macronutrientes (1 L.) y Frasco B de micronutrientes (0.4 L.) segun las instrucciones
proporcionadas por el fabricante para la elaboracion de 1 L. de medio a una
concentracion del 100%, se debe mezclar 5 mL del frasco Ay 2 mL del frasco B y
completar con agua.

Se determind la concentracion Optima mediante una serie de pruebas a
distintas concentraciones (50%, 25%, 15%, 5%). Para ello se prepar6 5 mL de medio
por cada concentracion y se agregé 1 mL de inoculo por cada especie. Se realizo el
conteo diario en camara de Neubauer para analizar la cinética de crecimiento en
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cada concentracion y asi determinar cual de ellas es la 6ptima para el crecimiento de
las microalgas (CONTRERAS ,1998).

Cultivo de Microalgas

El cultivo de microalgas fue realizado en 3 etapas antes de pasar al sistema
de cultivo Raceway AWL modificado, siendo que la primera fue el Mantenimiento de
cepa, en la cual se emplearon botellas de plastico transparentes de 100 mL de
capacidad. Se tomaron 2 mL del cultivo a concentracion O6ptima de medio
hidroponico, conteniendo las microalgas en fase exponencial a una concentracion de
6 x 10’ cel/mL como inéculo y se traspasé a 20 mL del mismo medio (URIBE , 1994)
Para realizar la cinética de crecimiento de las microalgas se utiliz6 una camara de
Neubauer, un microscopio 6ptico (100x) y una pipeta Pasteur. Se hicieron conteos
diarios en microscopio 6ptico a 40X para determinar la densidad poblacional y
evaluar su crecimiento. El cultivo se mantuvo bajo condiciones naturales (luz solar y
Fotoperiodos) durante 6 dias, agitandose periddicamente para evitar la
sedimentacion y fomentar el intercambio de gases (ARELLANO , 1994).

La segunda etapa en el cultivo de microalgas fue la del Cultivo Inicial que se
llevdo a cabo en matraces Erlenmayer de 500 mL de capacidad a los cuales se
adicionaron 20 mL tomados del cultivo anterior a una concentracién de 3,0 x 10’
cel/mL en un volumen de 250 mL del mismo medio. Se realizaron conteos para
ambas especies en la camara de Neubauer para obtener la cinética de crecimiento
de cada especie. El cultivo se mantuvo bajo condiciones naturales (luz solar y
Fotoperiodos) y agitacion periddica, controlando el pH en un rango de 7.5 y 8
utilizando para ello el pH-metro y regulandolo con carbonato de sodio. El cultivo
inicial tuvo una duracion de 6 dias, para luego pasar a la etapa del cultivo intermedio.

La tercera etapa es la del Cultivo Intermedio la cual fue realizada en matraces
Erlenmayer de 1 Lt de volumen. En ellos Se adicionaron 200 mL del cultivo inicial a
una concentracién de 9.3 x 10’ cel/mL en un volumen de 800 mL del mismo medio.
Se realizé el conteo celular en cadmara de Neubauer para ambas especies y asi
obtener la cinética de crecimiento de cada una. A partir del cultivo intermedio, las
condiciones de crecimiento fueron controladas teniendo en cuenta las siguientes
consideraciones: A) La intensidad luminosa se mantuvo en un rango de 2000 a 2500
lux para lo cual se utilizd6 un fluorescente de 25 watts, la intensidad luminosa fue
monitoreada mediante un luxdmetro. B) Se programaron Fotoperiodos de 18 horas
de luz frente a 6 horas de oscuridad utilizando un temporizador marca Panasonic. C)
El pH se mantuvo en un rango de 7.5 a 8 mediante la inyeccion de CO2 que ayuda a
detener el aumento del pH ocasionado por el metabolismo de las microalgas, los
valores de pH fueron monitoreados utilizando un pH-metro marca JENWAY Model
3510. D) La temperatura fue controlada y mantenida en un rango de 16 a 18 €
utilizando un termémetro ambiental marca BOHECO. E) La agitacion y aireacion se
realizd6 por medio de bombas de pecera marca HP-200 de dos salidas, las cuales
proporcionaban la cantidad de aire y la turbulencia necesaria en el medio para evitar
la sedimentacion de las microalgas.

Cultivo en Sistema Raceway AWL Modificado

Se realizaron modificaciones al sistema de cultivo “Raceway” tradicional
debido al volumen del cultivo y la agitacién requerida. El sistema de cultivo Raceway
AWL modificado tiene una capacidad util de trabajo de 10 L en los cuales se
inocularon 700 mL tomados del cultivo intermedio con una densidad celular de 1.25 x
108 cel/mL. Se realizé el conteo celular en camara de Neubauer para obtener la
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cinética de crecimiento de cada especie. Las condiciones del cultivo fueron las
siguientes: A) La intensidad luminosa se mantuvo en un rango de 4000 a 5000 lux
para lo cual se utilizaron dos fluorescente de 25 watts, la intensidad luminosa fue
monitoreada mediante un luxdometro. B) Se programaron fotoperiodos de 18 horas
de luz frente a 6 horas de oscuridad, para lo cual se utiliz6 un temporizador
Panasonic que reguld los fotoperiodos. B) El pH se mantuvo en un rango de 7.5 a 8
mediante la inyeccion de CO2 que detiene el aumento de pH ocasionado por el
metabolismo de las microalgas, los valores de pH fueron monitoreados con un pH-
metro JENWAY Model 3510. La inyeccion de CO2 fue a través de mangueras tipo
ligadura a las cuales se les hizo agujeros para inyectar el CO2 por burbujeo. C) La
temperatura se mantuvo de 18 a 20 T mediante un te rmostato y fue monitoreada
utilizando un termémetro. D) La agitacion y aireacion utilizd 3 bombas de pecera HP-
200 por cada sistema de cultivo, las cuales suministraron el aire mediante los
conductos establecidos para la agitacion (HUESEMANN et al., 2012).

Redisefio y Construccion del Sistema Raceway AWL Mod  ificado

El sistema de cultivo Raceway AWL tradicional fue redisefiado con el fin de
proveer condiciones mas favorables para las especies empleadas. Tales como la
reduccion del numero de canales para incrementar la velocidad del flujo en el cultivo,
la aplicacion de agitacion neumatica debido al material del sistema y el remplazo de
la luz natural por artificial para tener un mayor control de la intensidad luminosa
aportada

En la tabla 1 se mencionan las modificaciones que se llevaron a cabo en el
sistema Raceway AWL para adaptar y mejorar las condiciones de este equipo a una
escala de laboratorio, asi como los parametros considerados en la modificacion del
sistema Raceway y sus respectivas caracteristicas.

TABLA 1. Cuadro comparativo de las modificaciones realizadas en el Sistema de
Cultivo Raceway AWL

Parametros Raceway AWL Raceway AWL Modificado
Standard
Superficie y volumen de Seqdn requerimiento Superficie: 0.29 m?
cultivo 9 9 Volumen: 14.5 Lt
Agitacion Por paletas Neumatica (inyeccion de aire)
lluminacién Luz natural (solar) Luz artificial (fluorescentes
5000 lux)
Tipo de cultivo Batch Batch

Fuente: Elaboracion propia

El equipo fue diseflado para contener adecuadamente 10 L de medio de
cultivo, desarrollar una agitaciéon con un flujo transicional y tener conductos por los
cuales inyectar el CO, para la estabilizacion del pH y crecimiento de la microalga. El
sistema Raceway original cuenta con 2 canales de transporte a diferencia del
modificado que cuenta con 4 canales, se realiz6 esta modificacion para reducir el
volumen que posee cada canal para que pueda ser agitado con mayor vigorosidad.
Se construyo el Sistema Raceway modificado con material de vidrio de 0.5 cm de
espesor, lo mas delgado posible para que deje pasar la mayor cantidad de luz
posible y a la vez resista los 10 L que ocupara el medio de cultivo.
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Induccion del Estrés por Deficiencia de Sales Nutri  tivas

Para lograr el estrés celular en las microalgas se redujo la concentracion del
medio de cultivo en tres oportunidades, la concentracion Optima para el crecimiento
de las microalgas fue al 15% del cual se tomaron alicuotas para inocular los medios
de cultivo al 10%, 5% y 0% para evaluar el efecto causado por la disminucién de
sales nutritivas.

Para determinar el momento en el cual las microalgas consumen todo el
nitrogeno e ingresan al estrés celular se realizaron analisis de nitrogeno total al
medio de cultivo cada 4 dias, las muestras de medio fueron enviadas al laboratorio
de control de calidad de la Universidad Catolica para ser analizadas.

Separacion Y Cosecha De Las Microalgas

Antes de iniciar la separacién y cosecha de las microalgas se tuvo que
desaguar el Sistema de cultivo Raceway, esto se logro utilizando el conducto de
desague del equipo.

La separacion y cosecha es una de las etapas mas dificiles del proceso, ya
gue se busca la mayor eficiencia de este. Una de las técnicas mas utilizadas es la
floculacion, para la recoleccion de microalgas los productos quimicos mas utilizados
son: Sulfato de aluminio, cal o quitosano. Cuando se afiade a la solucién de
microalgas una cantidad adecuada de floculante provoca la neutralizacion de las
cargas de las algas, lo que hace que se peguen unas a otras segun David Sieg.
Making Algae Biodiesel at Home (LOERA 2010).

Para determinar la cantidad adecuada de Sulfato de aluminio Alx(SO4)s fue
necesario realizar pruebas preliminares, tratando de utilizar la menor cantidad
posible para no alterar el peso seco a obtener. Se probé con 5 mL de Sulfato de
Aluminio a concentraciones de 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm y 200 ppm, para 1 Lt de
muestra de microalgas, se mezcldé y agito vigorosamente y se dejé en reposo para
facilitar la formacién de flocs.

Luego de formar el precipitado de microalgas se extrajo el sobrenadante
mediante sifoneado utilizando una manguera. Después finalizadas las pruebas se
pudo determinar que la concentracion mas adecuada para flocular las microalgas fue
de 100 ppm (CHUN-YEN et al., 2011).

Secado
El proceso de secado se realizdé en una estufa P. Selecta en recipientes de
acero inoxidable a 75 T por 5 hrs (BARAJAS et al., 2008).

Extraccion del Aceite por Solventes

La extraccion se llevo a cabo en un equipo Soxhlet de 200 mL de capacidad y
utilizando como solventes 150 mL de cloroformo y 50 mL de alcohol isopropilico. Se
llevo la mezcla hasta ebullicion a 85 C. El proces o de extraccion del aceite se llevo
a cabo durante 3 hrs, pasando luego a una destilacion para separar la mezcla.. La
destilacion se realiz6 a 85 T de temperatura en la cual la mezcla cloroformo -
alcohol se encuentra en ebullicibn quedando como remanente el aceite de
microalgas (BIENG-CHUNG et al., 2010 & BARAJAS et al., 2008).

Caracterizacion Del Aceite
El aceite para ser considerado como tal, debe cumplir con una serie de
parametros de calidad. Para su caracterizacion se emplearon diferentes analisis de
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requerimiento para asi confirmar la identidad de este. Entre los andlisis realizados
tenemos:

A) Peso Especifico: El peso especifico se expresd como la relacion del peso del
aceite con respecto al agua (g de aceite/g agua).

B) indice de refraccién: Se obtuvo midiendo directamente en un refractometro a 20-
25°C para la muestra de aceite obtenida.

C) Indice de Saponificacion: El indice de saponificacion que denota el peso de
hidroxido potasico en mg que se requieren para saponificar un gramo del aceite.

D) Determinacién del indice de yodo: El indice de yodo es una medida del grado de
instauracion (numeros de dobles enlaces) de las grasas.

E) Indice de Perdxidos: Son los miliequivalentes (mEq) de peroxido por kilogramo de
aceite. Es una determinacién volumétrica que indica la cantidad de grupos
peréxidos e hidroperoxidos.

RESULADOS Y DISCUSION

Normalmente las microalgas habitan lugares himedos en la tierra, aire, mar,
lagunas, hielo y hasta nieve. Ellas pueden crecer en cualquier tipo de ambientes
ocupando las capas mas superficiales hasta los niveles donde hay incidencia de luz
solar. Presentan una reproduccion bastante acelerada y pueden crecer en diversos
tipos de foto biorreactores (HUANG et al., 2010 & PINZI et al., 2009). En el presente
estudio, se consiguié el aislamiento, purificacion y cultivo de dos tipos de microalgas
clorophytas (Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus).

Los resultados obtenidos durante la etapa de experimentacion para la
seleccién de la concentracién de solucién hidropénica adecuada para el cultivo de
Chlorella vulgaris indican que a una concentracion del 15% se presenté la mayor
densidad poblacional (5.55 x 105 Microalgas/mL), en comparaciéon con las otras tres
concentraciones (10, 25 y 50%). Como se muestra en la Figura 1.
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FIGURA 1. Curvas de crecimiento para Chlorella vulgaris a diferentes
concentraciones de medio de cultivo.
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De la misma forma en los resultados obtenidos para Scenedesmus
dimorphus, muestran una notable diferencia en cuanto a densidad poblacional,
mostrando un mejor desarrollo a la concentracion del 15% en comparacion de los
otros medios de cultivo (10, 25 y 50%) como se puede apreciar en la figura 2.
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FIGURA 2. Curvas de crecimiento para Scenedesmus dimorphus a diferentes
concentraciones de medio de cultivo.

Se observa que los valores a una concentracion del 15% presentaron mejores
resultados en comparacion a las demas concentraciones, presentando densidades
poblacionales bastante favorables lo cual indicaria que esta seria es mejor
concentracion de medio de cultivo hidroponico para realizar la reproduccion de las
microalgas y continuar con el escalamiento.

Los cultivos llevados a cabo en el sistema Raceway AWL modificado, en el
cual fue realizada la deficiencia de sales nutritivas, primeramente se tomé 1 L de
cepas que venian reproduciéndose a una concentracion de 15% de solucion
hidropdnica y se inocul6é en otro Sistema Raceway — AWL Modificado con solucion
hidroponica a una concentracion de 10% bajo condiciones controladas, el pH se
mantuvo en un rango de 6 a 7, la temperatura en un margen de 18 — 192C y una
constante agitacion provocada por cuatro bombas de aire apoyada por la inyeccion
de CO”.

El mismo procedimiento se llevé a cabo inoculando otro sistema Raceway
AWL — Modificado a una concentracion del 5%, es importante mencionar que con el
fin de comprobar el efecto de la deficiencia de sales en el tiempo de duplicacion y
tasa de crecimiento de las microalgas, también se realizaron cultivos al 100%, y 0%,
todos bajo la misma modalidad de los ya descritos anteriormente. Para comprobar la
veracidad de los resultados obtenidos en los cultivos bajo estrés se realizaron tres
repeticiones para cada uno de ellos.

En la tabla 2 se muestran los valores obtenidos para los dos tipos de
microalgas estudiadas, realizados a diferentes concentraciones de medio
hidropénico (100, 15, 10, 5 y 0%), en ella se puede ver la diferencia entre las tasas
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de crecimiento (U) y los tiempos de duplicacion (td) para cada caso. Los resultados
indican que el cultivo con mayor densidad celular fue el realizado en medio
hidroponico al 15% de concentracion, obteniendo la mas alta tasa de crecimiento y
por lo tanto el menor tiempo de duplicacion.

Los cultivos realizados en los medios a concentraciones de 100% y 0% no
mostraron buenos resultados como era de esperarse, al final de los 9 dias de cultivo
mostraron una pobre densidad celular con tasas de crecimiento demasiado altas por
lo que se descarta por completo su posibilidad como medio de crecimiento.

TABLA 2. Concentracion inicial, final (cel/mL) y cinética de crecimiento en diferentes
concentraciones de medio (100, 15, 10, 5 y 0%) en nueve dias de

desarrollo.
) Concentracion de Medio de Cultivo
Chlorella vulgaris
100% 15% 10% 5% 0%
Conc. Inicial 5 6 7
(CelimlL) 6.5 x10 2 6 x10° 2.0 x10 22 % 10° 6.7 x10
Conc. Final (Cel/mL) | 1.2 x10° | 7.8 x10" | 5.7 x10" | 4.6x10’ |3.3x10°
Dias de cultivo 9 9 9 9 9
U (hrs-1) 0.003 0.016 0.015 0.014 0.007
Td (hrs) 262.42 43.84 44.75 49.46 93.03
Scenedesmus Concentracion de Medio de Cultivo
dimorphus 100% 15% 10% 5% 0%
. 5 6 1.1 X
Conc. Inicial (Cel/mL) | 7.5 X 10 21X 10° 2.1X10 21X 10° 105
. 3.1X
Conc. Final (Cel/mL) | 1 1 ¥ 108 | 76 x 107 | 5.6 X107 | 4.6 X107 |  10°
Dias de cultivo 9 9 9 9 9
u (hrs™) 0.002 0.017 0.015 0.014 0.005
Td (hrs) 390.92 41.82 45.87 48.91 149.94

* U: Velocidad especifica de crecimiento.
* Td: Tiempo de duplicacion.

HUESEMANN et al. (2012) y COLLET et al. (2010) en estudios realizados
sobre los rendimientos en relacion a la biomasa obtenida por volumen de cultivo
indican concentraciones aproximadas entre 0.05 a 0.2 gr/L. En el presente estudio,
de las tres concentraciones de medio de cultivo utilizadas (15%, 10% y 5%) se pudo
determinar que la mayor cantidad de biomasa obtenida fue en los cultivo al 15% con
un peso de biomasa seca de 8.9903 gr para Chlorella vulgaris y 10.0599 gr para
Scendesmus dimorphus. A pesar de que Chlorella vulgaris posee mayor cantidad de
microalgas que Scenedesmus dimorphus, esta ultima reportd una mayor peso,
siendo que el volumen utilizado en el Sistema Raceway AWL modificado fue de 10 L,
dejando concentraciones de 0.8 y 0.1 gr/L para Chlorella vulgaris y Scenedesmus
dimorphus respectivamente.

MATA et al., (2010); CHUN-YEN et al., (2011) e GARIBAY et al., (2009) en sus
estudios sobre la produccion de biodiesel a partir de microalgas, muestran que las
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especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus son buenas productoras de
aceite, 14-22% y 16-40% respectivamente (en base al peso seco), pudiendo ser
utilizadas como materia prima para la obtencion de aceites destinados a diferentes
tipos de procesos industriales como por ejemplo la produccion de biodiesel.

Los resultados para la extraccion de aceite se muestran en la tabla 3, donde
se puede observar que la cantidad de biomasa seca obtenida para Chlorella vulgaris
por triplicado fue alrededor de 8,9 gr. en 10 L. y de lipidos disponibles en un
promedio de 1,9 g lo que corresponde a un 21% en base al peso seco cuando sus
valores normales se encuentran entre 14 - 22%. Por otro lado para Scenedesmus
dimorphus al 15% en el que se obtuvo alrededor de 10 g. por 10 L. de cultivo se
observé una cantidad de 3 g. de lipidos, lo que corresponderia a un 31% del peso
seco de ésta encontrdndose sus valores normales entre 16 — 40%.

En la misma tabla se presentan los resultados obtenidos para los cultivos
realizados a un 10%, en los que se puede apreciar que la cantidad de biomasa
recuperada para ambas especies es mayor a la obtenida trabajando al 15% asi
como presentar un mayor porcentaje de lipidos en base a su peso seco, sin
embargo los resultados para los cultivos a un 5% se puede ver claramente que tanto
los valores para biomasa recuperada como para lipidos extraidos (% peso seco) se
acercan mucho a los obtenidos a un 10% pero mostrando una cantidad de biomasa
recuperada muy baja para 10 L de medio de cultivo lo que indicaria que al disminuir
la cantidad de sales nutritivas previsto efectivamente repercute en la cantidad de
lipidos obtenidos.
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TABLA 3. Parametros Evaluados y Resultados Obtenidos a lo Largo del Cultivo de las Microalgas Cholorella vulgaris y
Scenedesmus dimorphus Bajo Distintas Concentraciones de Sales Nutritivas.

Chlorella vulgaris

Scenedesmus dimorphus

Concentracion de medio de cultivo Concentracién de medio de cultivo
Parametros Rep.
15% 10% 5% 15% 10% 5%
1 9.3563 8.0024 6.2896 10.2569 8.5687 7.3415
Biomasa (qr) 2 8.8790 7.8552 6.0357 10.0254 8.2546 7.0511
3 8.7355 7.9729 6.1544 9.8974 8.8074 7.1977
Media 8.9903 7.9435 6.1599 10.0599 8.5436 7.1968
1 1.8237 2.2256 1.8742 3.1402 3.3008 2.8983
Lipidos (gn) 2 1.9924 2.0305 1.6997 3.1275 3.2419 2.7015
3 1.9574 2.1301 1.7009 3.1032 3.3512 2.8153
Media 1.9245 2.1287 1.7583 3.1236 3.2980 2.8050
1 1.9953 2.4350 2.0505 3.4357 3.6114 3.1710
Lipidos (mL) 2 2.1799 2.2216 1.8596 3.4218 3.5469 2.9557
3 2.1416 2.3305 1.8609 3.3952 3.6665 3.0802
Media 2.1056 2.3290 1.9237 3.4175 3.6083 3.0690
1 19.4900 27.8100 29.8000 30.6200 38.5200 39.4800
% Recuperado 2 22.4400 25.8500 28.1600 31.2000 39.2700 38.3100
3 22.4100 26.7100 27.6400 31.3500 38.0500 39.1100
Media 21.4467 26.7900 28.5333 31.0567 38.6133 38.9667
Aceite 0,23421 0,29320 0,31229 0,33972 0,42234 0,42644
Recuperado(mL/gr)
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El CODEX STAN 210-1999 proporciona la informacion que es requerida para
gue un aceite pueda ser considerado como tal, segun este Codex, una serie de
pruebas fisicoquimicas son necesarias para determinar si un aceite es de calidad y
puede ser llamado como tal. En la presente investigacién fueron realizadas las
pruebas de control de calidad necesarias para corroborar la buena condicion del
aceite obtenido teniendo los siguientes resultados: A) Peso especifico, 0.916 gr de
aceite/ gr de agua. B) Indice de refraccion, 1.466 a 20C. C) indice de
saponificacion, 192.4 mg de KOH/gr de muestra. D) indice de Yodo, 145.2 valor que
indica una cantidad moderada de acidos grasos insaturados. E) indice de Perdxido,
14.38 meq de oxigeno activo/kg de aceite.

Los resultados obtenidos de las pruebas anteriormente desarrolladas, nos
indican que el aceite de microalgas obtenido presenta un bajo indice de
saponificacion, valor que es muy util en el momento de la refinacién del aceite o para
una neutralizacion posterior, un bajo indice de saponificacion indicaria que el aceite
es de buena calidad. De la misma forma y confirmando lo anteriormente dicho sobre
el indice de saponificacion, el indice de Yodo obtenido indica que el aceite posee un
namero moderado de acidos grasos insaturados, el cual es un dato importante al
momento de calificar un aceite. Se considera que un aceite es de mejor calidad
cuando posee mayor cantidad de acidos grasos insaturados y poliinsaturados.

Los valores obtenidos en el analisis del indice de Peréxido nos revelan que el
aceite obtenido no posee una muy buena resistencia a la oxidacion, esto se debe a
la cantidad de &cidos grasos insaturados que posee, por lo que debe tener un buen
cuidado al almacenarse para evitar su oxidacion. Por otro lado, las pruebas
realizadas dan como conclusion que el aceite de microalgas obtenido es de buena
calidad, facilmente aprovechable para la conversion a biodiesel.

CONCLUSIONES

Se logro determinar la concentracion optima de medio de cultivo para los dos
tipos de microalgas. Los conteos realizados en diferentes concentraciones de medio
de cultivo Hidroponico (50%, 25%, 15% y 5%) demostraron que la concentracion
Optima para el crecimiento de estas microalgas fue al 15% obteniéndose una
densidad poblacional de 2.74 x 105 cel/mL para Chlorella vulgaris y 5.32 x 104
cel/mL para Scendesmus dimorphus, mientras que para las demas concentraciones
se reportaron valores inferiores, por lo que se utilizé esta concentracion de medio
para cultivar las microalgas hasta llegar a la etapa en la que se aplicaria el estrés
(Cultivo en Sistema Raceway AWL).

Se logr6 modificar con éxito el Sistema Raceway tradicional, realizando
modificaciones en cuanto su agitacion, nimero de canales, iluminacion y adicion de
CO?, obteniendo buenos resultados en cuanto al crecimiento y cinética de las
microalgas.

Ambas especies de microalgas presentan una disminucién en su cinética de
crecimiento al ser cultivadas en una solucién con bajas concentraciones de sales
nutritivas (15%), debido al estrés ocasionado las células redireccionan toda la
energia que normalmente usan para dividirse al almacenaje de lipidos en forma de
aceite lo que da como resultado el incremento del volumen final extraido.

Segun los resultados reportados en los analisis de caracterizacion del aceite,
se pudo constatar frente a la NORMA DEL CODEX PARA ACEITES VEGETALES
ESPECIFICADOS CODEX STAN 210-1999 que el aceite obtenido de ambas
especies cumple con los estandares de calidad requeridos para ser aceptado como
un aceite de buena calidad y en cuanto a la cantidad de aceite extraido se concluyo

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.10, n.19; p. 807 2014



que en el caso de Chlorella vulgaris el mayor volumen se reportd a una
concentracion de 10% obteniéndose 0.29 mL/gr de biomasa mientras que para
Scenedesmus dimorphus se obtuvieron 0.42 mL/gr de biomasa.

El hecho que se haya obtenido mayor cantidad de aceite en cultivos
realizados a una concentracion inferior (10%) a la concentracion definida como
optima (15%) confirma que las microalgas producen mayor cantidad de aceite
cuando se encuentran bajo estrés celular.
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