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RESUMEN

El presente proyecto tiene como finalidad la obtencién de biodiesel de tercera generacién
a partir de los lipidos del cultivo de la microalga Chlorella sp de origen marino como
alternativa para suplir la dependencia de los combustibles fésiles. El estudio realizado
consistié en cuatro fases realizadas a nivel de laboratorio, desde la adecuacién del medio
de cultivo, el control de la concentraciéon celular mediante el método de conteo en la camara
de Neubauer, siendo en la fase estacionaria, la 6ptima para la recoleccién de la biomasa.
Seguidamente de la recolecciébn se procedi6 a secar la biomasa, luego se hizo la
destruccion celular para la liberacion de los lipidos. Se emple6 el método de Soxhlet para
la extraccion del aceite de microalga, el cual se analizé por cromatografia de gases (CG-
FID), mostrando &cidos grasos significativos de carbonos 16-20 ideales para la
transesterificacion. Finalmente, el aceite se transesterifico para obtener biodiesel. El cultivo
de Chlorella sp presentd en peso seco una tasa de aumento de biomasa por dia de 0,26
con una productividad de 0.126 (g bs/ g * dia) y se obtuvo 435 miligramos de biodiesel por
cada gramo de aceite microalgal, el mismo que presenté un poder calorifico de 9457
kCal/kg similar al documento de Pérez,2016; también mostrd caracteristicas de carbon
residual de 0,10 %(P) y viscosidad cinematica a 40 °C de 4,14 Cst establecidos como
requisitos en la NTE INEN 1489:99 como diésel tipo 2, de igual manera segun su °APl y
gravedad especifica se determiné como un crudo pesado.

Palabras claves: biodiesel, Chlorella sp, lipidos, concentracion de biomasa
transesterificacion.
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SUMMARY

The purpose of this project is to obtain third generation biodiesel from the lipids of the
Chlorella sp microalgae culture of marine origin as an alternative to replace the dependence
on fossil fuels. The study carried out consisted of four phases carried out at the laboratory
level, from the adaptation of the culture medium, the control of the cellular concentration by
means of the counting method in the Neubauer chamber, being in the stationary phase, the
optimum for the collection of the biomass. After harvesting the biomass was dried, then cell
destruction was done for lipid release. The Soxhlet method was used to extract the
microalga oil, which was analyzed by gas chromatography (GC-FID), showing significant
fatty acids of 16-20 carbons ideal for transesterification. Finally, the oil was transesterified
to obtain biodiesel. The cultivation of Chlorella sp presented in dry weight a rate of increase
of biomass per day of 0.26 with a productivity of 0.126 (g bs / g * day) and 435 milligrams
of biodiesel was obtained for each gram of microalgal oil, the same which presented a
calorific power of 9457 kCal / kg similar to the Pérez document, 2016; also showed residual
carbon characteristics of 0.10% (P) and kinematic viscosity at 40 °C of 4.14 Cst established
as requirements in NTE INEN 1489: 99 as diesel type 2, in the same way according to its
AAPI and specific gravity determined as a heavy oil.

Keywords: biodiesel, Chlorella sp, lipids, biomass concentration,
transesterification.



INDICE

PORTADA .....ootieiteteeeeeeeee et et ee ettt ee et es s ettt et ae s et et et e ss s et et et eae s e aesens |
REPOSITORIO NACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA.......cccooveveeeerere. 1]
CERTIFICADO DE PORCENTAJE DE SIMILITUD .....cocoovivieeeeeeece e, \Y;
LICENCIA GRATUITA INTRANSFERIBLE ........ceeeiiieteeceeeeeeeee e v
CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR .......covoviveieeeeeeeeeeeeeeeeees e, VI
AGRADECIMIENTO.......coiiiteieieeceeeeetetees et ees et s e s ettt en s een s, VII
DEDICATORIA ......ootieieeeeeeeeeee ettt es ettt n et en s et VIl
ST Y] =1 TR IX
1O Y 7 = 2R X
INTRODUGCCION ..ottt e te et eae e 1
1. CAPITULO Lottt 4
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......ccoeiiieeiiieeeeeeeeees e, 4
1.1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA........c.ccceoietieiieeeeeeeeeeees e, 4
1.2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO ...cocueiiveieeeeeecieeee e, 5
1.2.1. JUSTIFICACION TEORICA .......cooovieeeeieeeeeeeee e, 5
1.2.2. JUSTIFICACION METODOLOGICA........cceoeereeeeeeeeeeeeeeeee e, 6
1.2.3. JUSTIFICACION PRACTICA .......cooiieeieeee e, 6
1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION........c.coeiieeeeieieeeeeeeeeee e, 6
1.3.1. OBJIETIVO GENERAL ......ocooviieeeeeeeeeeeeee e, 6
1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS ......oovoeeeceeeeeeeeeeeeeeeee e, 7
1.4. DELIMITACION DE LA INVESTIGACION .....cocooviviiirieeeeeeeeeeeenennn, 7
1.5. HIPOTESIS GENERAL ......ocooviieieieeeee e en e s 10
1.6. HIPOTESIS ESPECIFICAS ....ooiiiieeeeeeeeeee et 10
1.7.  VARIABLE INDEPENDIENTE: .......ciiitieieeeeeeeeeeees e seeeen s nn e, 11
1.8. INDICADORES .......ooviuieieieeeeeee ettt n e n e 11

Xl



1.9. VARIABLE DEPENDIENTE: ... 11

1.10. INDICADORES. ... . e e 11
1.11. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES .......cccoveeeeeeceeene. 12
2 O Y o I 11 X0 0 | PP 13
2.1. MARCO DE REFERENCIA ... 13
2.1.1. MARCO TEORICO ..ottt 13
2.1.2. MARCO CONCEPTUAL ...t 18
2.1.3. MARCO CONTEXTUAL. ..ottt e 19
2.1.3.1. Delimitacion @SPacial ...........cccuuuriiiiiieeeiiiiiiiiieee e 20
2.1.3.2.  Delimitacion temMPOral ..........cccuuuiiiiiiiieeie e 20
2.1.3.3. Delimitacion del coNtenido ...........cceeieeeiiiiiiiiiiiiiiee e 20
2.1.3.4.  CAIMPO ittt 20
T O Y o I 6 1 0 2 1 | TP 21
3.1. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION ......ccceoveeeeieceeeeeeeeeeeeee, 21
3.2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS ... 24
32,1, MALEIIAIES ... 24
3.2.2. REACHIVOS ...ttt 25
3.2.3.  EQUIPOS. .. oot 26
3.3. PROCEDIMIENTO ... e 27
N O o 1 U N Y P 50
4.1. RESULTADOS ... .o et e e 50
4.2. ANALISIS DE RESULTADOS .......ooiiiiieeecieeee et 56
4.3. CONCLUSIONES.... .ot eaaens 60
4.4. RECOMENDACIONES ..o 62
4.5, ABREVIATURAS. ... e eaaens 63
4.6. BIBLIOGRAFIA ..ot 64
ANEX O S e e s 67

Xl



INDICE DE ILUSTRACIONES

llustracion 1. Célula de Chlorella Sp. .......oooviiiiiiiiiiiee e 14
llustracion 2. Reaccion general de transesterificacion ..............cccccevvvvvviiiieneeeenn, 17
llustracion 3.Comprobacion de presencia de cloro con O-tolidine........................ 28
llustracién 4. Vitaminas - Nutrientes mayores - Metales. ..........cccccvvvvevvinnniinnnnnnns 29
llustracién 5. Etapas en la produccion de algas. .............eevvvvrrmiiinieriniinnninninnnnnnnn. 31

llustracion 6. Representacion de indculo de 10 litros en fase exponencial al
noveno dia con una concentracion celular de 13.850.000 (cel/ml)....................... 32
llustracion 7. Representacion de cultivo de 100 litros en el momento de escalar
con una concentracion celular de 750.000 (cel/ml) ... 32
llustracion 8. Representacion de cultivo de 100 litros en el segundo dia con una
concentracion celular de 2.900.000 (cel/ml)........ooouviiiiiiiiiiiic e, 33
llustracion 9. Representacion de cultivo de 100 litros en el quinto dia con una
concentracion celular de 10.250.000 (Cel/ml).......ccuuviiiieiieeiiiiiiee e 33
llustracion 10 Representacion de cultivo de 500 litros en el momento de escalar
con una concentracion celular de 1.750.000 (cel/ml) ........cooovvmiiiiiiiieeiiien, 34
llustracion 11 Representacion de cultivo de 500 litros en el segundo dia con una
concentracion celular de 2.900.000 (Cel/MI) .......ooiiiiiiiiiiieeeee e 34
llustracion 12 Representacion de cultivo de 500 litros en el cuarto dia con una
concentracion celular de 8.250.000 (cel/ml).........oovvviiiiiieiiiieee e, 35

llustracion 13 Representacion de indculo de 500 litros en fase exponencial al

décimo dia con una concentracion celular de 13.650.000 (cel/ml)....................... 35
llustracion 14 Representacion de lectura en la cAmara de Neubauer .................. 36
llustracion 15. Conteo de microalgas en microscopio con aumento de 40x......... 37
llustracién 16. Biomasa humeda recolectada..................uvevveiriiiiiiiiiimniiiiiiiiiinnnnnn. 38
llustracion 17 MediCiON d& PH ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 38
llustracion 18 Presencia de biomasa en el CUltiVO...............uueviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 39
llustracion 19. Floculacién de microalgas con polielectrolito............cccccvvveeeeeee. 39
llustracion 20 Preparacion de viales con muestra de microalga.............ccceee....... 40
llustracion 21 Representacion de biomasa centrifugada..............ccc.evvvvvviiininnnnnns 40
llustracion 22 Biomasa a 60°C en la estufa electriCa ...............euvvvvviiiiiiiiiinniinnnnnns 41

Xl



llustracion 23 MediciOn de DIOMASA SECA........een e 42

NUSEraCiON 24. SOXNIET ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb nnnnne 42
llustracion 25. Extraccion lipidica de microalga..........ccoooveieiiiiieiiiieiiiiiiiiieeeeen 43
llustracion 26. Procedimiento de separacion de liquidos en el Rotavapor ........... 44
llustracion 27. Medicion de gramos de aceite y reactivos. ..........ccccevvvevvviiieieeeennn. 45
llustracion 28 Aceite microalga - Metanol - KOH.............cooviiiiiiiiiiiccceee e, 45
llustracidén 29 Preparacion del sistema para transesterificacion catalitica............ 46
llustracion 30. Obtencion de biodieSel..........cccuvviiiiiiiiii e 46
llustracion 31. Metilesteres y gliCerina..............uuiiiiiiieeiiiieicce e a7
llustracion 32. Purificacion de metileSteres .............uuvuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennes 47
llustracion 33 Biomasa MICrO@lIga........cccueeeiiiiiiiiiiiiieeee e 48
llustracion 34 Aceite microalgal...........ccccoeiiiiiiiiiiiiiie e 53
llustracion 35 Biodiesel a partir de MiCroalgas ...........ccoevvvvviiiiiiiieeceeeeeiee e 55

INDICE DE GRAFICAS

Gréfica 1. Tasa especifica de crecimiento...........cccceeeeeeeeee 52
Gréfica 2. Curva de crecimiento del cultivo de 10 [itros..........coeeeeeeeeeeiieeeeeeeen. 56
Gréfica 3. Curva de crecimiento del cultivo de 100 litros...........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 56
Gréfica 4. Curva de crecimiento del cultivo de 500 litros..........cccveeeeeeeeeiiininnnee. 57
Gréfica 5 Lipidos totales aceite microalga............ccuvveeveeieeiiiiiiiiiiiiieeee e 58

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Matriz de CONSISIENCIA ........cuuuueiiiiee e 8
Tabla 2.0peracionalizacion de las variables ............cccooovieiiiiiiccci e, 12
Tabla 3. Contenido Lipidico algunas microalgas. ..........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeneee, 15
Tabla 4 Cultivo de 10 lIrOS ......oiee e 50
Tabla 5 Cultivo de 100 lItrOS ......ccee i 51
Tabla 6 Cultivo de 500 litrOS ........cceiiieeeieiee e e e 51
Tabla 7. Tasa especifica de crecimiento de biomasa en la fase del cultivo. ........ 52

X1V



Tabla 8 Acidos grasos saturados e insaturados obtenidos del ensayo en

[ADOrAtOrIOS U.BLA. ... i nnnnes 54
Tabla 9 Analisis realizados a muestra de biodiesel a partir de microalga ............ 55
Tabla 10. Tabla comparativa del biodiesel con el diésel convencional ................ 59

INDICE DE ANEXOS

ANEXO A INFORMES ... 67
ANEXO B TABLA COMPARATIVA ... 70
ANEXO C CALCULOS ......ouoeeeiieeeeceeeee ettt 71
ANEXO D MEDIO DE CULTIVO GUILLAR “F/27 ... 72
ANEXO E NORMATIVA L et 74
ANEXO F FOTOGRAFIA DE REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS EN LA

EXPERIMENTACION. ..ottt ettt 75

XV



INTRODUCCION

El aumento de la demanda mundial de energia proveniente de los combustibles
fosiles crea dependencia del petrdleo y numerosos problemas medio
ambientales como el calentamiento global (Nufiez Castellanos, 2017).
Actualmente existe una tendencia a nivel internacional hacia la busqueda de
combustibles mas limpios y nuevas fuentes de energia como la solar, la
hidroeléctrica y los biocombustibles, entre otras; las mismas que estan siendo
evaluadas con sus propias ventajas y problemas. El biodiesel es un combustible
que tiene la finalidad de reemplazar al gasoleo o diésel de petrdleo, compuesto
por una mezcla de ésteres alquilicos de acidos grasos (FAME) de cadena larga
(C14 - C22), logrados de la transesterificacion de aceites vegetales, grasas
animales, aceites usados o lipidos de microalgas (Arias Pefiaranda, Martinez, &
Caniizares, 2013).

Ademas, el biodiesel obtenido de microalgas es una opcién atractiva para
producir biocombustibles, ya que estas microalgas crecen de manera muy
rapida, teniendo un tiempo de reproduccion celular de 1 a 10 dias, también
dependiendo de la especie presentan un alto contenido de lipidos que muchas
veces supera la mitad de las células en base seca. Para llevar a cabo estos
cultivos se necesitan pequefas cantidades de tierra y resulta entre 15 a 300
veces mas factible la produccion al utilizar las microalgas que realizar cultivos
vegetales para la obtencion de biodiesel, asimismo estos microorganismos
presentan un buen porcentaje de captacion de diéxido de carbono. Estas
investigaciones en microalgas se dieron desde la crisis energética y se sigue

estudiando hasta la presente (Palacios, 2013).

Por consiguiente, estas microalgas tienen la facultad de multiplicarse
rapidamente y captar dioxido de carbono para que su proceso de fotosintesis
sea mas eficaz que el de otros cultivos destinados para producir biodiesel. Las
ventajas del uso de microalgas para la obtencion de biodiesel ya han sido

demostradas, sin embargo, aun no se ha definido una cepa ideal, debido a la



diversidad de factores que influyen en la productividad de los lipidos y por ende
en el costo de produccion del biodiesel. Estos factores hacen que el costo de
produccion de biodiesel sea elevado. Esta dificultad para la obtencion de este
biodiesel de tercera generacién se espera sea mitigada con el avance de la
tecnologia (Arias Pefaranda et al., 2013).

Por lo tanto, el primordial conflicto para el progreso de un proceso de elaboracién
de biodiesel de microalgas es la captacion del contenido lipidico de estas micro
células a un costo factible. La eleccion de la mejor cepa y las adecuadas
condiciones de cultivo para obtener la mayor tasa de obtencién de lipidos con un
buen perfil de &cidos grasos que den una buena calidad al biodiesel, también se
puede comercializar los variados subproductos que resultan de estos procesos
como la torta de biomasa luego de la extraccion lipidica y la glicerina resultante
de la transesterificacion, asi mismo para obtener rentabilidad del proceso se
debe disminuir los gastos de produccién en sus diversas etapas y la

transformacion a biodiesel (Arias Pefiaranda et al., 2013).

Por esta razon diversos cientificos han puesto su interés en Chlorella sp, debido
a que es una opcién atrayente para generar biodiesel pues a pesar de que hay
otras especies que producen una mayor densidad celular como la mencionada,
Chlorella sp tiene una capacidad extraordinaria para desarrollarse a partir de
diversos tipos de sustratos, también posee una gran capacidad de adaptacion a
diversas circunstancias ambientales, todas estas condiciones son de vital
importancia a la hora de elegir una cepa como la més indicada para obtener este
tipo de biocombustibles (Montero-Sanchez et al., 2012).

La metodologia cuantitativa de este proyecto se llevo a cabo en el laboratorio de
aguas y medio ambiente de nuestra facultad y se dividio en cuatro fases
experimentales. La primera fase fue la adecuacion del area donde se desarrolld
el cultivo de la microalga Chlorella sp, luego el escalamiento de pequeia escala
a gran escala, en la segunda fase se recopila la mayor cantidad de biomasa, en
la tercera fase se realiza la extraccion de lipidos por medio de un extractor
Soxhlet empleando un disolvente organico. En la ultima fase se realiza el proceso

de transesterificacion catalitica produciéndose biodiesel. El propdsito
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fundamental de este proyecto es obtener biodiesel a partir del contenido lipidico
de Chlorella sp, mediante la reaccion de transesterificacion entre los esteres

metilicos de acidos grasos conseguidos en el aceite microalgal y un metoxido.



1. CAPITULO 1

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dafio que se evidencia en el medio ambiente, ecosistemas y la contaminacion
de los recursos naturales abidticos, explotacién sin control de los recursos no
renovables, son temas preocupantes que han originado problemas en el
incremento del cambio climatico. Por tanto cuando nos referimos a los
combustibles fésiles, nace la incertidumbre sobre la sostenibilidad del uso actual
y futuro de los mismos, debido a esto se tiende a buscar fuentes de energia
limpia, alternativas y sostenibles que lleven de la mano a impactos positivos para

el medio ambiente y a la economia de la sociedad (Bermeo Castillo, 2011).

Por lo tanto, los biocombustibles son una opcién atractiva a esta crisis
energética-medioambiental ya que estas nuevas fuentes de energias son
biolégicas con ventajas favorables para el medio ambiente como ser
biodegradables, renovables y la mas significativa es que no contribuyen el
aumento de las emisiones de dioxido de carbono que tienden a acentuarse en
las capas atmosféricas. Obtener biodiesel de aceites vegetales tiene problemas
con la necesidad de las tierras, grandes cantidades de aguas y mano de obra

para sembrar. (Montero-Sanchez et al., 2012).

Ademas el usar estas microalgas como principio de energia renovable ha sido
de mucho interés para las comunidades cientificas a nivel mundial, a través del
aprovechamiento del contenido de los lipidos presentes en el aceite de las
microalgas ideales para la produccién de biodiesel, estas nuevas fuentes
biolégicos proporcionan una opcion viable para dar una solucion a la demanda
energética y medio ambiental que ocurre como consecuencia de la demanda de

los combustibles fésiles convencionales (Montero-Sanchez et al., 2012).

1.1.1. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Sera posible obtener biodiesel a través de la transesterificacion catalitica
mediante la extraccion del lipido de la biomasa de la microalga Chlorella sp.?



1.2 JUSTIFICACION DEL PROYECTO

1.2.1. JUSTIFICACION TEORICA

En la preocupacion de conservar el medio ambiente, se pretende explorar la
obtencién de combustibles alternativos, la justificacion del trabajo de
investigacion se realizé mediante el estudio de la utilizacién de las microalgas
para generar biodiésel, a través de métodos de cultivo y extraccion de
componentes, ademas de reacciones quimicas necesarias para la obtencién de
biocombustible, analizar sus caracteristicas principales en comparacion con

combustibles convencionales.

Por esta razon surge el interés en utilizar estas microalgas para generar biodiesel
mediante el aprovechamiento de la cantidad de lipidos que se encuentran en las
estructuras celulares de algunas especies, el aceite que se obtiene de estas
microalgas debe tener un alto contenido de triglicéridos (TG) no polares debido
a que son los compuestos ideales para obtener biodiesel, la produccién de estos
(TG) puede ser manejada por adecuaciones en las distintas condiciones en que

se mantenga el cultivo de estos microorganismos (Arias Pefiaranda et al., 2013).

Por consiguiente, a los lipidos obtenidos del aceite microalgal se le realiza la
reaccion de transesterificacion que es la conversion de triglicéridos polares en
ésteres-alquilicos, esto proceso para que se realice necesita de reactivo un
alcohol que puede ser metanol o etanol dado el caso en su utilizacién y un
catalizador (una base o un &cido), logrando glicerol como producto adicional de
esta reaccion. Los compuestos que se obtienen originalmente de este proceso
son moléculas lineales del éster que es el biodiesel y estan compuestas por
ésteres de acidos grasos y el alcohol. El proceso de transesterificacion demanda
tres moles de alcohol por un mol de triglicéridos que da como resultado un mol
de glicerol y tres moles de metil ésteres que es basicamente el biodiesel obtenido
(Tejeda-Benitez, Henao-Argumedo, Alvear-Alayon, & Castillo-Saldarriaga,
2015).



1.2.2. JUSTIFICACION METODOLOGICA

El desarrollo de este trabajo de investigacion aportara informacion referente a la
generacion de biodiesel mediante la utilizacion de microalgas como materia
prima, tomando como referencias investigaciones cientificas de obtencion de
biodiesel a partir de microalgas realizadas a nivel mundial. Este proyecto se
realizara mediante experimentacion a escala de laboratorio, donde se describira
las etapas realizadas, por medio de un cultivo adecuado para lograr una alta
productividad de lipidos que se extraer4 de la biomasa para que luego se

transforme a través de una reaccién catalitica en biodiesel.

1.2.3. JUSTIFICACION PRACTICA

Este proyecto pretende beneficiar a la sociedad en la incorporacion de energias
limpias y renovables que son amigables con el medio ambiente, también
favorecer en la generacion de nuevos métodos para fabricar biocombustibles y
generan puestos de trabajo que contribuyan a mejorar la economia del lugar
donde se desarrolle el trabajo. Este tipo de biocombustibles utilizan
eficientemente el area de terreno para su produccién y no ponen en riesgo la
seguridad alimentaria; luego de ser aprovechada la biomasa utilizada se puede
lograr otras utilidades como a la industria farmacéutica. Asimismo, la Chlorella
tiene un alto valor nutricional, se utiliza como proteccion contra la insuficiencia
renal. También existen especies de microalgas que pueden ser utilizadas como

alimento para animales (Palacios, 2013).

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Obtener biodiesel a partir del contenido lipidico de la biomasa de la
microalga Chlorella sp.



1.3.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

e Realizar un cultivo a gran escala de microalga de Chlorella sp.

e Extraery determinar la productividad del contenido lipidico de la biomasa
de la microalga Chlorella sp.

e Caracterizar el perfil bioquimico del aceite microalgal mediante
cromatografia de gases acoplado a deteccién de ionizacion de llama (CG-
FID).

e Producir y caracterizar el biodiesel mediante transesterificacion catalitica
a nivel de laboratorio.

1.4. DELIMITACION DE LA INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion consta de la parte tedrica y practica
experimental que fue desarrollada en un tiempo aproximado de cuatro meses en

los laboratorios de la Facultad de Ingenieria Quimica.

En la parte experimental, se determind las condiciones éptimas de cultivo,
seguido del crecimiento celular para la recoleccion masiva de biomasa, siendo
el potencial de produccién de lipidos lo requerido del aceite que tiene inmersa en
Su interior estas células, siendo la biomasa el componente principal para la
obtencion del biodiesel a través de la transesterificacion catalitica, estableciendo

la investigacion viable a nivel de laboratorio.

En el trabajo de investigacion se fundamenté en revistas, libros, articulos
cientificos, de cultivo, produccion y cosecha de Chlorella sp origen marina,
extraccion de aceite microalga de la especie ya mencionada, en base a diversos

métodos y la produccion de biodiesel.



Tabla 1. Matriz de consistencia

PROBLEMA

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

¢ Sera posible obtener biodiesel a
través de la transesterificacion
catalitica mediante la extraccion
del lipido de la biomasa de la

microalga Chlorella sp.?

Obtener biodiesel a partir del
contenido lipidico de la biomasa

de la microalga Chlorella sp

Desarrollar un gran cultivo de microalga Chlorella sp, posteriormente
recolectar la biomasa para extraer el contenido lipidico por medio del
método Soxhlet, luego transformar el aceite mediante transesterificacion

catalitica en biodiesel de tercera generacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

Realizar un cultivo a gran escala

de microalga de Chlorella sp.

Elaborar un cultivo de 1000 litros de la microalga Chlorella sp en
condiciones controladas de temperatura, nutridas con el medio de cultivo
Guillar F/2, aireacién constante y una luminosidad de 5000 lux o mas,
determinando la concentracién celular por el método de conteo utilizando
la cdmara de Neubauer, alcanzando la mayor concentracién celular en la

fase exponencial.

determinar la
del

lipidico de la biomasa de la

Extraer vy

productividad contenido

microalga Chlorella sp.

Obtener el contenido lipidico de la biomasa de la microalga mediante el
método Soxhlet utilizando la biomasa seca con un disolvente organico (n-
hexano) consiguiendo la productividad de aceite de Chlorella sp por cada

kilogramo de biomasa seca obtenida.




PROBLEMA OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL
Caracterizar el perfil bioquimico
del aceite microalgal mediante | Determinar mediante cromatografia de gases acoplado a deteccion de
cromatografia de gases | ionizacién de llama el perfil de acidos grasos (FAME’s) por medio del
acoplado a deteccion de|método de analisis AOCS CelB-89.
ionizacion de llama (CG-FID).

PROBLEMA OBJETIVO ESPECIFICO HIPOTESIS GENERAL

Producir 'y caracterizar el
biodiesel mediante
transesterificacion catalitica a

nivel de laboratorio.

Realizar la transesterificacion con metanol e hidroxido de potasio, luego
efectuar los métodos de ensayo de: poder calorifico, densidad °API,
gravedad especifica, carbon residual, punto de inflamacion, viscosidad

cinematica a 40° C al biodiesel obtenido.

Fuente: (Teran-Posada,2018).




1.5. HIPOTESIS GENERAL

Desarrollar un gran cultivo de microalga Chlorella sp, posteriormente recolectar

la biomasa para extraer el contenido lipidico por medio del método Soxhlet, luego

transformar el aceite mediante transesterificacion catalitica en biodiesel de

tercera generacion.

1.6. HIPOTESIS ESPECIFICAS

Elaborar un cultivo de 1000 litros de la microalga Chlorella sp en
condiciones controladas de temperatura, nutridas con el medio de cultivo
Guillar F/2, aireacién constante y una luminosidad de 5000 lux o mas,
determinando la concentracién celular por el método de conteo utilizando
la camara de Neubauer, alcanzando la mayor concentracién celular en la

fase exponencial.

Obtener el contenido lipidico de la biomasa de la microalga mediante el
método Soxhlet utilizando la biomasa seca con un disolvente organico (n-
hexano) consiguiendo la productividad de aceite de Chlorella sp por cada
kilogramo de biomasa seca obtenida.

Determinar mediante cromatografia de gases acoplado a deteccion de
ionizacién de llama el perfil de &cidos grasos (FAME’s) por medio del
método de analisis AOCS CelB-89.

Realizar la transesterificacion con metanol e hidréxido de sodio, luego
efectuar los métodos de ensayo de: poder calorifico, densidad °API,
gravedad especifica, carbon residual, punto de inflamacion, viscosidad

cinemaética a 40° C al biodiesel obtenido.
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1.7. VARIABLE INDEPENDIENTE:

e Potencial de produccion de lipidos de la microalga Chlorella sp.

1.8. INDICADORES

e Determinacion de lipidos.
e Analisis del aceite de microalgas Chlorella sp mediante cromatografia de

gases acoplado a deteccién de ionizacion de llama.

1.9. VARIABLE DEPENDIENTE:

Biodiesel de tercera generacion.

1.10. INDICADORES

e Poder calorifico,

e Densidad °API,

e Gravedad especifica,
e Carbon residual,

e Punto de inflamacion,

e Viscosidad cinematica a 40°
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1.11. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 2.0peracionalizacién de las variables

VARIABLES TIPO DESCRIPCION INDICADORES UNIDADES
Se utiliza el extractor Soxhlet para
mezclar la biomasa con el disolvente y Determinacion de lipidos |
m
Potencial de de esta forma obtener los lipidos
produccion de lipidos inmersos en la muestra.
_ INDEPENDIENTE
de la microalga Este método de analisis permite Andlisis del aceite de microalgas
Chlorella sp determinar la presencia y cantidad de Chlorella sp mediante cromatografia o
0
acidos grasos totales en el aceite de gases acoplado a deteccion de
microalgal. ionizacion de llama (CG-FID).
Poder calorifico Callg
i . Densidad °API, °API
Estos métodos de analisis establecen
Biodiesel de tercera las propiedades fisicas-quimicas del Gravedad especifica
- DEPENDIENTE , ,
generacion hidrocarburo obtenido compuesto por Carbén residual %(P)
metil ésteres (biodiesel). : —
Punto de inflamacion, °C
Viscosidad cinematica a 40° C Cst

Fuente: (Teran-Posada,2018).
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2. CAPITULO Il

2.1. MARCO DE REFERENCIA

2.1.1. MARCO TEORICO

Microalgas

Son microorganismos que logran desarrollarse en diversos tipos de aguas ya
sean dulces o saladas, sin importar que las mismas presenten diversas
composiciones. El cultivo y crecimiento de microalgas no provoca deforestacion
ni cambios negativos al medio ambiente, ya que para el crecimiento de estos
microorganismos no necesitan de la utilizacion de grandes espacios de tierras.
Diversos estudios mencionan que existen muchisimos tipos de estas microalgas,
de las que 30 000 han sido objeto de diversos estudios. El ciclo de crecimiento
de las microalgas es rapido, ya que son microorganismos autotrofos y realizan
el proceso de la fotosintesis, obteniendo finalmente energia quimica (Nufiez
Castellanos, 2017).

Por consiguiente, existen especies que se adaptan mejor a condiciones de
crecimientos especificas y locales, mientras que con otras fuentes de materias
primas para realizar biodiesel no existe esta posibilidad. La productividad en
correlacién con el espacio fisico que se utiliza para generar el biodiesel es 40 a
132 veces inferior que con otras fuentes convencionales que se utilizan para
hacer biocombustibles, la biomasa de las microalgas producen tres
componentes esenciales como son los carbohidratos, las proteinas y los lipidos,
cabe mencionar que estos lipidos se producen en mayor cantidad que los lipidos
que tienen las plantas terrestres y debido a esta razén forman una buena fuente

para la obtencién de biodiesel (Nufiez Castellanos, 2017).

Ademas, estos lipidos contienen el doble de la energia que se concentra en los
carbohidratos, lo que con lleva a un aumento significativo en el poder energético
del biodiesel. Debido a las condiciones donde cumplen sus etapas de vida las
microalgas, varia la acumulacién del contenido lipidico de las mismas. Una de

las microalgas que alcanzan cerca del 75 % de aceite es la Botryoccus braunii.
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Las microalgas del género Chlorella alcanzan cantidades de aceites entre 10-
60% (Nufiez Castellanos, 2017).

Chlorella Sp.

Chlorella sp., es una microalga de color verde que tiene una forma elipsoidal, la
misma que crece como celulas simples. Estas células corresponden a las de tipo
Chlorophyta y la variedad de Chlorophyceae. Estos microorganismos se han
utilizado en cultivos con propdsitos alimenticios y produccién de metabolitos.
Este tipo de microalga ha sido aplicado a tratamientos de aguas residuales
siendo efectiva en la remocién de nitrogeno, fosforo, demanda quimica de
oxigeno y metales. Para la produccién de lipidos de esta cepa se sugiere la
disminucién del nitrégeno ureico en la alimentacién de la microalga ya que de
esta manera se logra un aumento en el peso seco celular, debido a la

acumulacion de lipidos (Infante et al., 2012).

llustracion 1. Célula de Chlorella Sp.
Fuente: (Martinez Tristan, 2012)

Este tipo de células presentan estructuras celulares como: membrana celular
ndcleo, clorofila y deméas pigmentos en los cloroplastos similares a los
encontrados en las plantas, este microorganismo mientras tenga la accién
directa de la luz solar, diéxido de carbono obtenido del agua, nutrientes minerales
y biologicos, tiende a multiplicarse perennemente debido al proceso de
separacion celular en el cual una célula se divide en una proporcion 1:4, hasta
obtener una proliferacion general. Gracias a este proceso de division celular, el
alga Chlorella consigue ser sembrada en grandes cultivos. Dentro de las
caracteristicas el tamafio promedio de estas células del género Chlorella es de
2-8 ym, por tanto, se asemeja a las dimensiones de las células humanas
(Martinez Tristan, 2012).
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Las especies Nannochloropsis salina y Dunaliella salina son las microalgas mas

competentes para la obtencion de grandes cantidades de acidos grasos segun

manifiesta un instituto de investigaciones en energias de tipo solar abreviado

SERI en inglés. De manera similar, en Estados Unidos un laboratorio de energias

abreviado NREL en inglés nombra a las especies Scenedesmus, Dunaliella, y

Chlorella como las més utilizadas y con gran éxito para generar biodiesel. La

tabla # 3 muestra el porcentaje de los lipidos contenidos de ciertas microalgas,

también las diferencias que existen entre cada especie y género de agua dulce

y marina (Arias Pefiaranda et al., 2013).

Tabla 3. Contenido Lipidico algunas microalgas.

AGUA DULCE/ MARINA MICROALGA LIPIDOS

Chlorella emersonii 63

Chlorella protothecoides 11-59
Chlorella pyrenoidosa 27

Chlorella sorokiniana 13-23

Chlorella saccharophila 18-54

Chlorella sp. 19-43

Chlorella vulgaris 15-58
Agua dulce Chlorella zofingiensis 51
Haematococcus pluvialis 35

Neochloris oleoabundans 26-38
Scenedesmus dimorphus 31

ncrassatulis 312

Scenedesmus obliquus 10-43

Scenedesmus rubescens 27-43

Scenedesmus sp. 7-53
Chlorella minutissima 57

Marina Chlorella sp. 35-52
Chlorella vulgaris 57
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AGUA DULCE/ MARINA MICROALGA LIPIDOS
Dunaliella tertiolecta 24
Nannochloris sp. 40
Nannochloropsis oculata 8-54
Nannochloropsis sp. 24-60
Tetraselmis suecica 20-54

Fuente: (Arias Pefiaranda et al., 2013)

Fotobiorreactores

Los fotobiorreactores son canales cubiertos en su totalidad en los que se lleva a
cabo el ciclo de vida celular de las microalgas. Estos conductos son expuestos
al aire libre para recibir la radiacion directa emitida del sol y también pueden
recibir radiacién artificial, esta es una gran ventaja frente a los estanques. Los
fotobiorreactores pueden ir situados también dentro de invernaderos de plastico
o de cristal, para de esta manera disponer de una temperatura ambiente mas

elevada (Palacios, 2013).

Existen diversos tipos de fotobiorreactores como los de tipos cerrados que son
tubos de plasticos o también de vidrio con una representacion triangular en los
cuales fluyen gases de oxigeno y didxido de carbono en sentido contrario de las
microalgas, también existen tubulares con desarrollo de forma heterotrofica en
el cual las microalgas circulan horizontalmente con su medio de cultivo haciendo
gue de esta manera no se asienten en la base del tubo y no necesite de luz sino
bastante glucosa. Asimismo se presentan los fotobiorreactores mixotréficos en
forma de columna dispuesto verticalmente con burbujas en el cual se suministra
en la columna di6éxido de carbono e iluminaciéon con ayuda de tubos que se
encuentran por dentro del fotobiorreactor, este tipo de fotobiorreactor se prioriza

realizar la fotosintesis (Nufiez Castellanos, 2017).
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Transesterificacion

El proceso llamado transesterificacion es la reaccion de tipo reversible que
ocurre entre triglicéridos con un alcohol para obtener biodiesel, el mismo que
esta compuesto por moléculas de alquil-éster, también se genera glicerol como
subproducto de esta reaccion, usualmente en este proceso se utilizan alcoholes
de bajo peso molecular como son: metanol y etanol. Para acelerar la reaccion se
usa un catalizador que puede ser una base (KOH o NaOH) o un &cido.
(Fernandez-Linares, Montiel-Montoya, Millan-Oropeza, & Badillo-Corona, 2012).

:r h’
CH~0—-C-R, CH,~0—C—R,
h’ CH,~0-H CH,~0-H
CH~0-C~—R, | i | CH-O-H  RCOOCH,
CH,~0~C~R, CH,~0~H
CH,=0-C=R, 4+ 3CHOH =— — & CH70-H ;. R,COOCH,
(f CH,~O-H CH,~O-M
CH.~0-C—R, ﬁ | ?l CH-0O-H  R,COOCH,
CH,~0-C-R, CH,~O-C-R,
i |
CH,-0-C-R CH,~O-H
Triglicéridos Metanol  Diglicéridos Mono glicéridos  Glicerol Metil ésteres

llustracidn 2. Reaccién general de transesterificacion
Fuente: (Ferndndez-Linares et al., 2012)

Biodiesel

El biodiesel es un compuesto que se utiliza como combustible liquido hecho de
alquil-ésteres de cadena corta, resultado de la reaccion entre triglicéridos con
alcoholes comunmente como metanol. La biomasa que se utiliza para obtener
los triglicéridos es renovable y no perjudicial con el medio ambiente. Entre las
biomasas renovables para obtener biodiesel se encuentran: aceites de diversas
plantas, microalgas y grasas de origen animal. Se han empleado diversas
metodologias para obtener biodiesel como son: uso directo de aceites o mezclas
de éstos con diésel fésil, microemulsiones, pirélisis y transesterificacion. De
estas cuatro técnicas la transesterificacion es la mas factible al problema de altas

viscosidades (Fernandez-Linares et al., 2012).
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2.1.2. MARCO CONCEPTUAL

CONTAMINACION AMBIENTAL: es el resultado procedente de las actividades
gue ha generado la humanidad, creando agentes fisicos o quimicos que dafian
el medio ambiente y producen el llamado efecto invernadero, el mismo que es el
resultado de la acumulacion de los gases nocivos que se almacenan en el aire
como el dioxido de carbono, azufre, entre otros. Estos gases se producen por la

combustion de combustibles fosiles convencionales (Bermeo Castillo, 2011).

COMBUSTIBLES FOSILES: son los provenientes de yacimientos de petréleo,
resultado de una serie de procesos quimicos que se realiza al crudo de petréleo
extraido del suelo. Estas fuentes de energia tiene una amplia demanda mundial
desde su descubrimiento, por tanto existe la posibilidad del agotamiento del
mismo, ademas de que el consumo de estos combustibles generan cambios

climéticos (Montero-Sanchez et al., 2012).

MICROALGAS: estas células poseen una inmensa capacidad para reducir el
cambio climatico y efecto invernadero ya que se las puede utilizar en
tratamientos de aguas captando diversos componentes, también en las
industrias pueden captar el dioxido de carbono que emana estas fabricas,
ademas debido a su alto contenido de lipidos es favorable para convertirlo en

biodiesel de tercera generacion (Nufiez Castellanos, 2017).

BIOMASA: se entiende como biomasa a la cantidad de materia organica de
origen vegetal u animal, la biomasa proveniente de microalgas posee altas
cantidades de vitaminas, proteinas y lipidos que son una opcion viable a
problemas medioambientales, ademas su proceso de fotosintesis ayuda al
aumento de oxigeno en el planeta y la generacién de biodiesel a través de su

contenido lipidico (Nufiez Castellanos, 2017).
BIODIESEL: este combustible esta compuesto por una mezcla de metil-ésteres

de acidos grados de carbono 14 al 22, resultado de la transesterificacion del

aceite microalgal. Este biodiesel puede ser usado puro (al 100%) o mezclado
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con diésel comercial en diferentes proporciones para sus diversas aplicaciones
(Arias Pefaranda et al., 2013).

2.1.3. MARCO CONTEXTUAL

A continuacion, se presenta un diagrama que explica los pasos para realizar la

experimentacion de este proyecto.

Diagrama de elaboraciéon de biodiesel proveniente de la microalga Chlorella sp.

1. Cultivo de la microalga Chlorella sp.
Condiciones de cultivo
Temperatura: 18 a 22 °C; Luminosidad: 4 750 a 5 250 lux.
Aireacion constante; Medio de cultivo F/2 de Guillard.

2. Obtencién de biomasa microalgal
Técnicas de recuperacion de biomasa
Pretratamiento; Concentracion de la biomasa.
Destruccion de pared celular; Deshidratacion.

3. Obtencion de aceite microalgal

Extraccion por método Soxhlet con solventes organicos
y purificacion del aceite microalgal

4. Obtencion de metilesteres (biodiesel)
Transesterificacion catalitica

5. Caracterizacion del biodiesel
mediante métodos de andlisis ASTM e INEN.

Fuente: (Teran-Posada,2018).
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2.1.3.1. Delimitacion espacial

El trabajo de titulacion se realizara en los laboratorios que se encuentran en la

Facultad de Ingenieria Quimica de nuestra Universidad.

2.1.3.2. Delimitacién temporal

La presente tesis se desarrollara en el periodo de cuatro meses

aproximadamente, en el ciclo 11 2018 — 2019.

2.1.3.3. Delimitacién del contenido
El trabajo de titulacién estara comprendido en cuatro fases, como primera fase,
en el desarrollo del cultivo en sistema estatico de la microalga Chlorella sp, en la
segunda fase se basa en la cosecha de la biomasa, la tercera en la extraccion
del aceite de la microalga, para finalizar la parte experimental en la cuarta fase,
en la transesterificacion catalitica para la obtencion de biodiesel.

2.1.3.4. Campo

Ingenieria Quimica (Ingenieria y Tecnologias Quimicas).

20



3. CAPITULO 1l

3.1. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Este trabajo de investigacion presenta una metodologia cuantitativa y del tipo
experimental debido a que se realiza una manipulacion de la variable
independiente sobre la variable dependiente, también es prospectiva ya que se
desarrolla en cuatro fases en base a una planificacion, de igual manera es
correlacional porque se comparan los datos que se toman al inicio y final de la
experimentacion. Este trabajo se llevé a cabo en los laboratorios de nuestra

facultad y la parte experimental quedo establecida en cuatro fases, que son:

Fase 1. — Diagrama de cultivo y escalamiento celular de la microalga Chlorella sp.

1. Condicionamiento de la cepa inicial
Tamafio: <250 ml.
Temperatura baja: >4 <12°C
Luminosidad: Baja.

2. Crecimiento de indculo

Se transfiere un indculo de 250 ml a un cultivo de 3,5
litros.

3. Crecimiento a escala baja

Se transfiere un indculo de 3,5 litros a un cultivo de 10
litros.

4. Cultivo a escala intermedia

Se transfiere un indculo de 10 litros a un cultivo de 100
litros.

5. Cultivo a gran escala

Se transfiere un inéculo de 100 litros a un cultivo de 1000
litros.

Fuente: (Teran-Posada,2018).
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Para lograr un excelente cultivo se debe tener en consideracion varios
requerimientos, realizando el monitoreo y evaluacion de los parametros como
pH, luminosidad, salinidad, temperatura, concentracion de nutrientes,
estableciendo la dosis correspondiente, esta etapa tiene la finalidad de alcanzar
la maxima productividad del desarrollo de las microalgas y la produccion de

lipidos, para obtener una cantidad masiva de biomasa de microalga.

Fase 2. — Diagrama de recoleccién de biomasa

s N
2. Pretratamiento a la
microalga

* Método de auto
coagulacion y floculacion:
Cambio de pH.

\_ J

s N
3. Concentracion de la biomasa
* Centrifuga:

* Velocidad de giro: 5000rpm,

» Tiempo de centrifugado: 5
minutos.

s N
4. Destruccion de la pared celular

* Microondas: Liberacion de
acumulacion de lipidos.
* Tiempo: 5 minutos
* Temperatura: 100°C-2450 Mhz

. Y,
e A
5. Deshidratacion de la biomasa
» Secado:

» Tiempo: 24h
» Temperatura: 60 °C
. y,

Fuente: (Teran&Posada,2018).
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Fase 3.- Diagrama de extraccidon de aceite natural sintetizado por la microalga Chlorella

Sp

6. Extraccion del aceite microalgal
* Método Soxhlet con solventes organicos.

7. Purificacion del aceite microalgal
+ Destilacién al vacio: Rotavapor.

Fuente: (Teran&Posada,2018).

Tercera fase, consiste en obtener el aceite presente en las microalgas de tal
manera se empleo el método de Soxhlet, conocido como lixiviacién o extraccion
sélido-liquido, que consiste en la extraccidbn de muestras sélidas, basado en la
separacion de componentes en combinacion con solventes organicos, el mas
apropiado es el hexano, debido a sus particulares propiedades fisicas como
solvente y bajo costo. Una vez alcanzado el aceite sintetizado de microalga, es
necesario purificar el mismo, realizando una destilaciébn simple o para mayor
eficiencia destilacion al vacio, esto se lo realiza con el designio de aislar el aceite
y el solvente organico utilizado, para el analisis FAME’s por cromatografia de

gases acoplado a deteccion de ionizacion de llama (CG-FID).

Fase 4. — Diagrama de transesterificacion catalitica para la produccién de biodiesel.

8. Sistema de Transesterificacion catalitica

Reaccion:  Trigiceridos (aceite microalgal) + Alc6éxido (Metanol + KOH)
= Metilesteres + glicerina

9. Purificacion del biodiesel
Separacion de biodiesel y glicerina.

Fuente: (Teran&Posada,2018).
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Cuarta fase, para la generacion del biodiesel se lo llevo a cabo mediante el
proceso de transesterificacion catalitica. El sistema de reaccion propuesto se
tom6 de investigaciones de produccion de biodiesel, en la cual, utilizan la
transesterificacion catalitica que consiste en construir un sistema, en el que se
utiliza un balén comunmente llamado de tres bocas al que se le adiciona un
condensador para la recepcion de los gases, una plancha de calentamiento que
proporciona agitacion magnética y un termémetro, esta fase tendra una duracion
de una hora, luego se procede a dejar en reposo en un embudo de decantacién
para la separacion de fases del biodiesel y glicerina, para consiguiente la

caracterizacion del biodiesel.

3.2. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.2.1. Materiales

e Termoémetro de vidrio de 0-100°C.

e Espatula de metal pequefia de hoja angosta.

e Capsula de porcelana de 100ml.

e Baldn de tres bocas de pirex de 50ml.

¢ Fiolas de pirex y de vidrio de 50,100,150 y 200ml.

¢ Vidrio reloj con un diametro de 100mm.

e Matraz Erlenmeyer de vidrio de 50,100,150ml.

e Lamparas fluorescentes LED marca Philix de 40 watts.

e Embudo de decantacion de vidrio de 100ml.
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Papel filtro estandar.

Mangueras de %2 pulgada de caucho.

Papel de aluminio.

Pipeta Pasteur de plastico de 1ml.

Camara Neubauer marca BOECO de 0-100mm.

Cubre objetos de vidrios de 25 x75 mm.

Vasos de precipitacion de vidrio de 50,100,150,200,1000ml.

Micropipetas de 0-100 pl.

Probetas de vidrio de 10,50,100,150ml.

Tubos de ensayo de vidrio de 10ml.

Soporte Universal de metal.

3.2.2. Reactivos

3,5 litros de indculo de microalgas Chlorella sp, concentracién celular
300.000 (cel/ml).

Medio de cultivo Guillar F/2: Nutrientes mayores, Metales, Vitaminas.

Clorox (hipoclorito de sodio comercial al 5.25%).

Tiosulfato de Sodio.
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O-Tolidine.

Solvente organico: Hexano al 98%.

Metanol al 98%.

KOH al 98%.

3.2.3. Equipos

Cromatografo de gases: marca H.P. 5890A Series Il con inyector
Split/splitless a 250°C con relacion Split 1:40 y detector de ionizacion de
llama FID.

Extractor Soxhlet de vidrio de 250 ml.

Microscopio bifocal marca Leica CME.

Rotavapor marca Heidolph.

Balanza analitica marca sartorius de 0,1 mg a 100 mg.

Centrifuga marca Hettich universal de hasta 5000 rpm.

Bombas de aireacion marca JAC modelo sp 2500.

Estufa eléctrica de hasta 150°C.

Plancha de calentamiento con agitador magnético modelo ms300Hs de
hasta 380°C y 1500 rpm.
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3.3. PROCEDIMIENTO

El trabajo de investigacion esta conformado por cuatro fases, las que se describe

a continuacion:

FASE 1

1. Pretratamiento del agua

Para alcanzar 6ptimos escenarios en las que estas células crezcan, sin
compuestos 0 agentes que contaminen el medio en el que viven, ademas de
eliminar el cloro residual procedente del agua. Se realiz6 el siguiente método de

esterilizacion.

1.1. Esterilizacion Quimica

Segun (Torrentera & J. Tacon, 1989) se utilizd6 416 mililitros de hipoclorito de
sodio al 6% aforado en un litro permaneciéndolo en la oscuridad, por tanto de
esta soluciéon se adiciona 0.25 ml por cada 1000 ml de agua, luego se deje
descansar por 12 horas esta disolucion. Posteriormente y se agrega 0.1 ml de
Tiosulfato aforado en 1 litro al agua del cultivo, después de 5 minutos se
incorpora aireacion al estante y se deja de esta manera por una hora. A la
culminacién de la hora se adiciona el alimento de estas células anticipadamente

desinfectados.

En el tratamiento de los recipientes para el cultivo, se emplearon tanques
rectangulares, material de fibra de vidrio, con diferentes capacidades de 10 litros,
200 litros, 500 litros, ademas esterilizando el agua marina con la que se llevara

a cabo los cultivos.

Este procedimiento se realizé cuando el inéculo de 10 litros se llevé a escala de
100 litros.
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e Se agrega: 15ml cloro en 100 litros H,O, se deja reposar por 12 horas,
luego se afade 15ml Tiosulfato de Sodio, una vez esterilizado el
recipiente y el agua esté libre de cualquier contaminante se afiade 25ml
Medio de Cultivo Guillard F/2.

Luego el cultivo de 100 litros, llevarlo a un cultivo de 500 litros, debemos agregar

las dosis:

e Se agrega: 60ml cloro en 500 litros H20, se deja reposar por 12 horas,
luego se aflade 60ml Tiosulfato de Sodio, una vez esterilizado el
recipiente y el agua esté libre de cualquier contaminante se afiade 100m|
Medio de Cultivo Guillard F/2.

Después de agregar tiosulfato de sodio para comprobar la presencia de cloro se

agrega 3 gotas de O-Tolidine

= R

_

llustracion 3.Comprobacion de presencia de cloro con O-tolidine
Fuente: (Teran&Posada,2018).
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2. Preparaciéon de medio de cultivo GUILLAR “F/2” (ver ANEXO D)

Segun (Torrentera & J. Tacon, 1989) recomienda emplear un mililitro de estos
compuestos por cada litro de agua proveniente del mar, y de esta manera

elaborar el fertilizante “F/2”.

- o -
e .. ®

llustracion 4. Vitaminas - Nutrientes mayores - Metales.
Fuente: (Teran & Posada,2018).

3. Mantenimiento de microalgas Chlorella sp.

El proceso del cultivo de la microalga Chlorella sp se ejecuté en un
fotobiorreactor, con los diferentes componentes necesarios para el desarrollo de
estas células, se desarroll6 esta experimentacion en el laboratorio de aguas y
medio ambiente de nuestra facultad, partiendo de un in6culo de 3,5 litros
adquirido en el (CENAIM — ESPOL).

3.1. Disefio de fotobiorreactor

Para el desarrollo de la parte experimental, para el primer cultivo 1 botellon de
plastico con capacidad de 10 litros, luego para el cultivo de 100 y 500 litros.

Se adecuo un reactor que estaba en el laboratorio de aguas de la Facultad,

fotobiorreactor para el cultivo de microalga Chlorella sp, con las siguientes
caracteristicas:
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Material: Fibra de vidrio

Dimensiones:
o Para el cultivo de 100 litros (81 cm de largo, 52 cm de ancho, 50
cm de altura).
Volumen total del recipiente = 81cm * 52cm * 50cm = 210600 cm?®
= 210.6 litros

o Para el cultivo de 500 litros (100cm de largo, 100 cm de ancho, 60
cm de altura).
Volumen total del recipiente = 100cm * 100cm * 60cm = 600000

cm? = 600 litros litros

Bombas de aireacion: Model: SP-2500; Voltage: 110V-60Hz; Power:
34W; Hmax: 2.0m; Qmax: 1400L/h; Maximum liquid temperatura 40°C, la

turbulencia que genera es para evitar que las microalgas sedimenten.

Fuente de luz: Lamparas LED: Lamparas fluorescentes de 65 a 80 W (4
750 a 5 250 lux), a una distancia de 15-20 cm, colocadas en la parte
externa lo que proporcionaba un nivel de iluminacion de la superficie de
cultivo de 4 750 a 5 250 lux,

Nutrientes: Medio de cultivo Guillard F/2

30



4. Proceso de cultivo de microalgas

Cultivos a gran
escala
c ifGeilos Cultivos a escala
P it intermedia
Ia C\ (7 a 14 dias) i i (7 a 14 dias)
(250 ml) (250 ml a 4L) (4L a 20L)
(>501)
>4 <12°C f———— >18<22%C |

llustracion 5. Etapas en la produccion de algas.
Fuente: (Helm, Bourne, Lovatelli, Tall, & Cigarria, 2006)

4.1. Cultivo de baja escala a escala intermedia

Al empezar nuestro proceso, partimos con un inéculo 3,5 | en volumen, crecié en
un periodo de 8 a 10 dias, controlando temperatura, luminosidad, con un flujo de
aire con agitacion permanente, una vez el cultivo de haber alcanzado una
densidad poblacional alta se emplea el mismo para hacer que se desarrolle otro
a una escala intermedia como se muestra en la ilustracion 6, el cultivo realizado

fue de 10 litros, se replica el ciclo ya mencionado.
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llustracion 6. Representacion de indculo de 10 litros en fase exponencial al noveno dia con una
concentracion celular de 13.850.000 (cel/ml)
Fuente: (Teran & Posada,2018).

4.2. Cultivo de escala intermedia a gran escala

Dia 0 — Cultivo de 100 litros

llustracion 7. Representacién de cultivo de 100 litros en el momento de escalar con una
concentracion celular de 750.000 (cel/ml)
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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Dia 1 — Cultivo de 100 litros

llustracién 8. Representacion de cultivo de 100 litros en el segundo dia con una concentracion
celular de 2.900.000 (cel/ml)
Fuente: (Teran & Posada,2018).

Dia 4 — Cultivo de 100 litros con agua tratada

llustracion 9. Representacion de cultivo de 100 litros en el quinto dia con una concentracion
celular de 10.250.000 (cel/ml).
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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4.3. Cultivo de gran escala a uno de mayor volumen

Dia 1 — Cultivo de 500 litros

llustracion 10 Representacion de cultivo de 500 litros en el momento de escalar con una
concentracion celular de 1.750.000 (cel/ml)
Fuente: (Teran & Posada,2018).

Dia 2— Cultivo de 500 litros

llustracidon 11 Representacién de cultivo de 500 litros en el segundo dia con una concentracion
celular de 2.900.000 (cel/ml)
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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Dia 4 — Cultivo de 500 litros

llustracién 12 Representacion de cultivo de 500 litros en el cuarto dia con una concentracion
celular de 8.250.000 (cel/ml)
Fuente: (Teran & Posada,2018).

Dia 8- Cultivo de 500 litros

llustracion 13 Representacion de inoculo de 500 litros en fase exponencial al octavo dia
con una concentracion celular de 14.900.000 (cel/ml).
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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5. Método de conteo celular

Determinacion de la densidad de poblacion de las microalgas

Se realiz6 el conteo celular mediante hematocitbmetro o cdmara de Neubauer
para observar el crecimiento celular de las microalgas, se toma 1 mililitro de
muestra con una pipeta Pasteur, seguidamente se toma 20 microlitros y se
coloca en la camara que tiene adherido el cubreobjeto, procurando que la
muestra cubra toda la superficie de la cdmara, dejando transcurrir de 5 a 10
minutos con la finalidad que la muestra se estabilice. El conteo celular se realizé
de formaen L, con un aumento de 4x para visualizar los cuadrantes de la camara,
seguido de un aumento de 10x y 40x, se toma apunte del nUmero de células

contadas en los cuadrantes A, B, C, D, E.

E .

Células H Hl_"
T F ) & [ 1

1 mm

RIS

= L
Criterios de conteo: ] | I 414 .
v'Orden . = i EEEERE
v/Células a contar =Objetivo 10X |  —
— 1 T — Profundidad 0.1 mm
®
® o ) l

n? de células x 10.000
n2 de cuadros contabilizados

- |Concentracién (cel/ml)=

ol vvens

llustracion 14 Representacion de lectura en la camara de Neubauer
Fuente: (Torrentera & J. Tacén, 1989)

Camara de Neubauer.

Segun (Cartagena Arévalo & Malo, 2017) la cAmara de Neubauer consta con
una cuadricula de recuento que presenta 9 cuadrados grandes, con dimensiones
de 1 mm? cada uno. Estos cuadrados a su vez se subdividen en 16 con bordes
de un tamafo de 0,25 mm. El cuadrado grande del centro esta fraccionado en
25 subdivisiones medianas con bordes de 0,2 mm y a su vez sigue subdividenos
en 16 cuadrados pequefios con pequefios bordes de 0,05 mm y una zona de

0,0025 mm?. El conteo realizado en el cuadro grande del centro se utiliza para
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células de pequefio tamafio como de 2-8 um que presenta este tipo de microalga,
el resto de cuadriculas sirven para contar células mas grandes. Para establecer
la cantidad celular que se observa y cuenta por medio de este método se utilizd
la siguiente ecuacion:

cel Numero de las células * Inverso de la dilucién mm?3

Concentracion T = # cuadrantes lefdos 0,001ml
25

(area * profundidad * volumen) *

Ecuacion 1. Célculo de la concentracion celular (Arévalo & Malo, 2017)

llustracién 15. Conteo de microalgas en microscopio con aumento de 40x
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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FASE 2

6. Concentraciéon de biomasa:

llustraciéon 16. Biomasa humeda recolectada
Fuente: (Teran & Posada,2018).

6.1 Pretratamiento de la biomasa
6.1.1. Auto-floculacién
El ph del cultivo de microalgas es de 8 a 9 segun reporta (Palomino, 2016), en

este estudio se obtuvo un ph de 8.48, siendo adecuado para la recoleccion de

biomasa.

llustracién 17 Medicion de pH
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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Presencia de biomasa en el cultivo, en el fondo del recipiente

llustraciéon 18 Presencia de biomasa en el cultivo
Fuente: (Teran & Posada,2018).

6.1.2. Floculacion y sedimentacién.

Para una mayor recuperacion de microalgas por sedimentacion, afiadimos un
floculante al cultivo, aglomerando las particulas, se utilizd un tipo de
polielectrolito anionico. La floculacion se llevé a cabo en vasos de precipitado
con 50 ml de muestra, colocando gotas de polielectrolitos, dejando actuar el

polielectrolito en un tiempo aproximado 6 minutos por cada muestra.

llustracion 19. Floculacién de microalgas con polielectrolito
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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7. Centrifugacion.

Se prepararon 8 viales con 9ml de solucion de cultivo en la centrifuga proveniente
del laboratorio de biotecnologia de nuestra facultad y se lo realiz6 con una
velocidad de giro de 5000 rpm por 5 minutos.

llustracion 20 Preparacion de viales con muestra de microalga
Fuente: (Teran & Posada,2018).

llustracién 21 Representacion de biomasa centrifugada
Fuente: (Teran & Posada,2018).
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8. Destruccion celular

Luego de la centrifugacion se debe destruir la pared celular de la microalga, para
la liberacion de los lipidos de su sitio intracelular, se lo realizd por el choque
inducido con ondas de alta frecuencia, afectando la polaridad de los elementos
que forman parte de la estructura interna de la microalga. La extraccion de lipidos
asistida por microondas fue atacada con microondas a 100 °C y 2450 MHz,

durante 5 minutos (Palomino, 2016).

9. Deshidratacion de la biomasa:

9.1. Secado.

El secado se lo realizo en una estufa eléctrica, a una temperatura de 60 °C,
segun (Palomino, 2016) mantener la biomasa a esa temperatura conserva una
alta concentracién de triglicéridos, disminuyendo ligeramente el rendimiento de

los lipidos.

<> ESTUFA
#9 ELECTRICA

llustraciéon 22 Biomasa a 60°C en la estufa eléctrica
Fuente: (Teran & Posada,2018)

FASE 3

10. Extraccion del aceite

La obtencion de los lipidos de estas células se realiz6 mediante el método de

extraccion Soxhlet, empleando como solvente organico el n-hexano.

41



Procedimiento: Aceite

1) Se pesa 50 gramos de biomasa microalgal.

llustracion 23 Mediciéon de biomasa seca
Fuente: (Teran & Posada,2018)

2) Se prepara el Soxhlet.
3) Se afiade 50 gramos de biomasa en el Soxhlet.
4) Se afiade el solvente organico: 250 ml de Hexano.

llustracion 24. Soxhlet
Fuente: (Teran & Posada,2018)

5) Empieza la extraccion de lipidos de la biomasa microalgal.
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6) Se da por finalizada la extraccion al apreciar que en el reflujo ya no

hay cambio de color.

llustracién 25. Extraccién lipidica de microalga
Fuente: (Teran & Posada,2018)

11. Purificacion del aceite

11.1 Destilacion

Para la purificacion del aceite se realiza por destilacién simple o al vacio, en este
caso lo realizamos por destilacion al vacio con el rotavapor, con el fin de
recuperar el solvente y el aceite esté libre de otros componentes.

1) Se pone en calentamiento el H20 o aceite.

2) Se coloca el balén con la mezcla en el rotavapor.

3) Se produce la vaporizacion y condensacion del solvente utilizado.

4) Se deja reposar el aceite

43



llustracién 26. Procedimiento de separacion de liquidos en el Rotavapor
Fuente: (Teran & Posada,2018)

12. Caracterizacion del aceite microalga

Andlisis Cromatografia de gases acoplado a deteccién de ionizacion de
llama (GC- FID)

Para la caracterizacion del perfil de acidos grasos FAMEs del aceite microalga,
se realiz6 por el método AOCS Ce 1B-89, utilizando un cromatografo de gases
(GC-FID), este método esta disefiado para analizar la cantidad y el porcentaje

de acidos grasos que contienen los aceites.

FASE 4

1. Transesterificacion catalitica.

Consiste en un sistema conformado con un balén de tres bocas, al mismo que
se le acopla un condensador para la recepcion de los vapores, plancha de
calentamiento con agitaciébn magnética y con un sensor de temperatura, un
recipiente de almacenamiento del alcéxido.

1) Se pesa 23 gramos de aceite de microalgal, 4,69 gramos de metanol, y
0,23 gramos de KOH.
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llustracién 27. Medicién de gramos de aceite y reactivos.

Fuente: (Teran & Posada,2018)

llustracion 28 Aceite microalga - Metanol - KOH
Fuente: (Teran & Posada,2018)

2) Se coloca el aceite microalgal en un matraz Erlenmeyer, calentandolo en
una plancha de calentamiento a una temperatura de 110°C por una hora,

con la finalidad de eliminar el H20 que esté presente.

3) Se mezcla el alcohol (metanol) con el catalizador (KOH), para que la

mezcla sea homogénea se le aplica agitacion constante.
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llustracion 29 Preparacion del sistema para transesterificacion catalitica
Fuente: (Teran & Posada,2018)

4) Una vez que el aceite ha alcanzado una temperatura de 40°C, se mezcla
el alcoxido (metanol + KOH) con el aceite microalgal, se le agrega

lentamente en una plancha de calentamiento con agitacion magnética.

llustracion 30. Obtencién de biodiesel
Fuente: (Teran & Posada,2018).

5) Se produce una reaccion exotérmica.
6) Se realiz6 este proceso durante una hora, a una temperatura de 60°C
hasta 65°C, con 1100 rpm, tiempo que toma alcanzar la conversion mas

significativa.
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7) Finalizada la reaccion, se deja reposar la mezcla reaccionante
(metilesteres + glicerina) en un embudo de decantacién, para separar los

subproductos.

llustracion 31. Metilesteres y glicerina
Fuente: (Teran & Posada,2018)

8) Se retira la glicerina siendo un subproducto de la transesterificacion.
9) La parte superior, siendo metilesteres, se somete a evaporacion, para

eliminar componentes que no reaccionaron.

llustracion 32. Purificacién de metilesteres
Fuente: (Teran & Posada,2018)
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13. Determinacion de tasa de aumento de biomasa de las

microalgas por dia

llustracion 33 Biomasa Microalga
Fuente: (Teran & Posada,2018)

El incremento de la densidad celular por dia basado en peso hiumedo se la
recolect6 en el dia 8, siendo la fase exponencial del cultivo, se la procedi6 a
centrifugar con todo el cultivo para luego colocarlo en una estufa eléctrica a 60°C,
debido a que a esa temperatura se conserva una elevada concentracion de

triglicéridos.

Para calcular la cantidad de biomasa en peso seco se utilizé la ecuacién de
Krebs (1985) como se utiliz6 en la obra de (Sacristan-De Alva, Luna-Pabello,
Cadena-Martinez, & Alva-Martinez, 2014):

r=({nN;,— InNy)/t
Ecuacion 2. Ecuacion de Krebs (1985) (Sacristan-De Alva et al., 2014)

Donde:

r = Tasa de aumento de biomasa por dia

In = logaritmo natural

N, = densidad poblacional inicial

N, = densidad poblacional después del tiempo t (dias).
(VER CALCULOS ANEXO C.1)
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SEGUIMIENTO DE CRECIMIENTO DE BIOMASA

Segun (Aguilar et al., 2011) para el seguimiento de crecimiento de biomasa, se
determinaron los valores de productividad (g biomasa bs/ g*dia), utilizando la

siguiente ecuacion:

K= (A_Cb)
Cb At
Ecuacion 3. Productividad de biomasa (Aguilar et al., 2011)
Donde:
K= Tasa de crecimiento.
Cb= Concentracion celular final.
ACb= Variacion concentracion celular (Concentracion final - concentracion
inicial).
At= Variacién tiempo (Tiempo final - tiempo inicial).
(VER CALCULOS ANEXO C.2)

14. Caracterizacion del biodiesel

La caracterizacion del biodiesel se hizo en base a los requisitos sefialados por la
NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 1489:99 y en los parametros mas
significativos de un hidrocarburo: poder calorifico, Densidad °API, gravedad

especifica, carbon residual, punto de inflamacion, viscosidad cinemaética.
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4. CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS

Evaluacién de biomasa

Crecimiento de microalga Chlorella sp

Se realiz6 el conteo celular a los cultivos de 10, 100 y 500 litros, para control del

crecimiento celular mediante la técnica de la camara de Neubauer, los conteos

se muestran en las tablas 4,5 y 6, donde la columna de nimeros corresponde a

las células contadas a través del microscopio en el Laboratorio de Microbiologia

de nuestra facultad.

Tabla 4 Cultivo de 10 litros

CONTEO CELULAR DEL CULTIVO DE 10 LITROS

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/ml) Numero de
células

1 300.000 5

2 1.200.000 24
3 2.150.000 43
4 4.650.000 93
S 9.350.000 187
6 12.750.000 255
/ 13.300.000 266
8 13.550.000 271
9 13.850.000 277
10 12.900.000 258

Fuente: (Teran & Posada,2018)
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Tabla 5 Cultivo de 100 litros

CONTEO CELULAR DEL CULTIVO DE 100 LITROS

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/ml) Numero de
células

1 750.000 15
Z 2.200.000 2
3 4.250.000 85
4 7.900.000 158
5 10.250.000 205
6 12.200.000 244
7 13.400.000 268
8 13.750.000 275
9 14.050.000 281
10 12.400.000 248

Fuente: (Teran & Posada,2018)

Tabla 6 Cultivo de 500 litros

CONTEO CELULAR DEL CULTIVO DE 500 LITROS

Tiempo (dias) Concentracion celular (cel/ml) Numero de
células

1 1.750.000 35
2 2.900.000 =8
3 4.700.000 o4
4 8.250.000 165
5 11.500.000 230
6 13.850.000 77
7 14.300.000 286
8 14.900.000 298

Fuente: (Teran & Posada,2018)
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Productividad de biomasa del dia 1 hasta su fase exponencial en el dia 10:

Tabla 7. Tasa especifica de crecimiento de biomasa en la fase del cultivo.

Tiempo (dias)

Tasa de crecimiento de biomasa
x10-1

25

32

38

37

34

30

| N O g A~ WO DN

26

Tasa de crecimiento

Fuente: (Teran-Posada,2018)

Productividad de biomasa (g /L d)

40
35
30
25
20
15
10

3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Gréfica 1. Tasa especifica de crecimiento

Fuente: (Teran-Posada,2018)
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En la tabla # 7 se muestra la tasa especifica de crecimiento de biomasa en los
dias del cultivo del cultivo de 500 litros y en la grafica 1 se observa el dia de la
mayor tasa de crecimiento. (VER CALCULOS ANEXO C.1)

En el octavo dia de cultivo se muestra una tasa de 0.26 y se obtiene una
productividad volumétrica de biomasa de 0.126 (g bs/ g * dia). (VER CALCULOS
ANEXO C)

Perfil de los metil-esteres de los acidos grasos (saturados e insaturados)
de aceite de Chlorella sp (% total de FAMES/LT), (mg/g).

En la extraccion de los lipidos realizada en el Soxhlet, con una carga 400 gramos
de biomasa seca 1 litro utilizando como solvente organico al hexano se obtuvo

48 ml de aceite microalgal.

llustracién 34 Aceite microalgal
Fuente: (Teran & Posada,2018)

La cantidad y tipos de acidos grasos del aceite obtenido se muestran en el
resultado del analisis FAMEs y en la tabla # 8. (VER ANEXO A)
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Tabla 8 Acidos grasos saturados e insaturados obtenidos del ensayo en laboratorios U.B.A.

Formula Nombre
o % FAMES/LT
molecular Acidos grasos
mg/g
FAMEs
C10:0 Acido Caprico ND ND
C12:0 Acido Laurico 5,76 4,34
Acido
C13:0 _ _ ND ND
Tridecanoico
C14:0 Acido Miristico 3,11 2,34
Acido
C15:0 , ND ND
Pentadecanoico
C16:0 Acido Palmitico 10,06 7,57
C16:1 Acido Palmitoleico 11,37 8,56
Acido
C17:0 . 15,25 11,48
Heptadecanoico
C18:0 Acido Estearico 4,50 3,39
C18:1n9c Acido Oleico 11,39 8,58
C18:2n6c¢c Acido Linoleico 25,10 18,90
C12:2n6 Acido g-Linoleico N.D. N.D.
C18:3n3 Acido Linolénico 7,59 5,71
C20:0 Acido Araquidico ND ND
C20:1n9 Acido Eicosenoico ND ND
Acido
C20:3n6 _ _ 0,75 0,57
Eicosapentaenoico
Acido
C20:4n6 o N.D. N.D.
Araquidonico
C22:0 Acido Behenico N.D. N.D.

Fuente: (Teran & Posada,2018)




Obtencion de biodiesel

llustracion 35 Biodiesel a partir de microalgas
Fuente: (Teran-Posada,2018)

Analisis realizados a biodiesel obtenido

Tabla 9 Andlisis realizados a muestra de biodiesel a partir de microalga

) METODO DE
PARAMETROS UNIDADES | RESULTADOS |
ANALISIS
Poder calorifico Cal/g 9457 ASTM D 240
Densidad °API °AP| 12,06 ASTM D 287
Gravedad
N 0,9857 ASTM D 1298
especifica
Carbén residual %(P) 0,10 ASTM D 189
Punto de
. _ °C 112 INEN 808
inflamacién
Viscosidad
cinematica a Cst 4.14 INEN 928
40°C

Fuente: (Teran-Posada,2018)
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4.2. ANALISIS DE RESULTADOS

Crecimiento de microalga Chlorella sp

Concentracion celular (cel/ml) - Cultivo de 10 litros

16.000.000

14.000.000

12.000.000

10.000.000

8.000.000

6.000.000

4.000.000

mero de células (cel/ml)

3
Z  2.000.000

0

2 4 6
Tiempo (dias)

Grafica 2. Curva de crecimiento del cultivo de 10 litros

Concentracion celular (cel/ml) - Cultivo de 100 litros

16.000.000

14.000.000

12.000.000

10.000.000

8.000.000

6.000.000

4.000.000

Numero de cel (cel/ml)

2.000.000

0

Fuente: (Teran-Posada,2018)
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Gréfica 3. Curva de crecimiento del cultivo de 100 litros

Fuente: (Teran-Posada,2018)
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Concentracién celular (cel/ml) - Cultivo de 500 litros
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14.000.000
12.000.000
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6.000.000
4.000.000
2.000.000

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Numero de células (cel/ml)

Gréfica 4. Curva de crecimiento del cultivo de 500 litros
Fuente: (Teran-Posada,2018)

En la grafica 2, 3 y 4 podemos observar las curvas de crecimiento celular de las
microalgas Chlorella sp en un tiempo de 10 dias. En el cultivo de 10 litros el
namero maximo de desarrollo en la etapa que se alcanza la mayor poblacion
celular fue de 13.550.000 — 13.850.000 células/ml y el minimo fue entre 300.000
— 1.200.000 células /ml, en el cultivo de 100 litros el nimero maximo de
crecimiento en la fase exponencial fue de 13.750.000-14.050.000 células/ml y el
minimo fue entre 750.000- 2.200.000 células /ml, en el cultivo de 500 litros el
namero maximo de crecimiento en la fase exponencial fue de 14.300.000-
14.900.000 células/mly el minimo fue entre 1.750.000 — 2.900.000 células /ml.

Andlisis de biomasa de las microalgas

En la determinacion del crecimiento de las microalgas, la ampliacion de biomasa
por dia, en peso seco fue de 0.26, con una productividad de biomasa durante
todo el cultivo de 0.126 (gbs/ g * dia), estos resultados se asemejan a los
reportados en el articulo de Montero-Sanchez en el 2012 de 0.150 (g / L * dia)
(Montero-Sanchez et al., 2012).
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Andlisis de lipidos totales de aceite microalgal

Lipidos totales de aceite microalgal

70
60
50
40
30
20

10

Porcentaje

m Acidos grasos saturados m Acidos grasos insaturados
m Acidos grasos monoinsaturados ® Acidos grasos poliinsaturados

Gréfica 5 Lipidos totales aceite microalga
Fuente: (Teran-Posada,2018)

En el perfil lipidico de los esteres metilicos presentes en el aceite, se reportd que
el porcentaje de FAMES/LT de acidos grasos saturados es 38,68%, de acidos
grasos insaturados es 61,32%, de acidos grasos monoinsaturados es 22,76%,
acidos grasos poliinsaturados es 38,56%. En la composicién de microalgas los
acidos grasos insaturados mas importantes son el 4cido palmitoleico, oleico y
linoleico, con 11,37%, 11,39%, 25,10% respectivamente y &cidos grasos
saturados como el palmitico con 10,06%. Hay otros tipos de &cidos grasos de
cadena de carbonos impar que se producen biolégicamente, se reporta la
presencia de acido Heptadecanoico con 15,25%.

Cabe recalcar que de acuerdo (Arias Pefiaranda et al., 2013) los acidos
favorables para la generacion de biodiesel son los acidos grasos del tipo
saturados y monoinsaturados, todos estos que estan compuestos del carbono
16 al 20 en especifico con mas valor de transformacion en metil-éster al acido

oleico (11,39% obtenido en este proyecto).
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Analisis del biodiesel obtenido.

Tabla 10. Tabla comparativa del biodiesel con el diésel convencional

Parametros Unidades Biodiesel Diesel tipo 1 | Diesel tipo 2
10800 10800
Poder
. Fuente: Fuente:
calorifico kCal/kg 9457 ] ]
' (Pérez etal., | (Pérezetal.,
Inferior
2016) 2016)
Densidad
°AP| 12,06
°API
Gravedad
N 0,9857 0,832 0,87-0,95
especifica
Carbdn
. %(P) 0,10 0,15 0,15
residual
Punto de _ _
) _ °C 112 40 min 51 min
inflamacion
Viscosidad 1,3 min 2.5 min
cinematica a Cst 4,14
40°C 3,0 max 6,0 max

Fuente: (Teran-Posada,2018)

En la tabla # 10 (VER ANEXO B) se hace una comparacion del biodiesel
obtenido con el Diesel convencional comercializado en nuestro pais en base a
los requisitos establecidos por la NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN
1489:99 (VER ANEXO E) en los pardmetros punto de inflamacion, carbon
residual y viscosidad cinematica.

Los datos de la tabla antes mencionada nos indica que el biodiesel obtenido es
un crudo pesado con 12,06 °API y gravedad especifica de 0,9857. Con respecto
al poder calorifico del biodiesel es 12,436 % inferior al diésel convencional, el
poder calorifico fue de 9457 kCal/kg muy similar al de 9500 kCal/kg que reporta
(Pérez et al.,, 2016) en su libro catalogado como Produccién de Biodiesel
mediante transesterificacion in situ a partir de algas marinas, en cuanto a su
punto de inflamacion de 112°C es superior al establecido en las normas
ecuatorianas, por el resultado mostrado de la viscosidad cinematica y de la

gravedad especifica el biodiesel se asemeja al diésel tipo 2.
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4.3. CONCLUSIONES

Se llevo a cabo un cultivo total de 1000 litros de la microalga Chlorella sp
en condiciones controladas con una temperatura de 18 a 22 ° C, nutridas
con el medio de cultivo Guillar F/2, aireacion constante y una luminosidad
de 5250 lux determinando la concentracion celular por el método de
conteo utilizando la camara de Neubauer, alcanzando la fase exponencial
en el octavo dia del cultivo con un total de 14.900.000 células/ml con una
tasa de aumento de biomasa por dia, basada en peso seco de 0,26 y una

productividad durante todo el cultivo de 0.126 (g bs/ g * dia).

La extraccion del contenido lipidico de la biomasa de la microalga se
efectu6 mediante el método Soxhlet utilizando 400 gramos de biomasa
seca con 1 litro de disolvente organico n-hexano obteniendo una
productividad de 120 ml de aceite de Chlorella sp por cada kilogramo de
biomasa seca obtenida.

La caracterizacion del perfil bioquimico del aceite de microalga mediante
cromatografia de gases acoplado a deteccion de ionizacién de llama
muestra 38,68% de acidos grasos saturados y 22,76% de acidos grasos
monoinsaturados, conteniendo acidos grasos del subtipo de cadena larga
con bajo nivel de instauracion como son acido palmitoleico 11,37%, oleico
11,39%, y miristico 3,11%, también los acidos de cadenas de carbonos
Ci16 a C20 como el linoleico 25,10% linolénico 7,59% palmitico 10,06%
estearico 4,50% todos estos son favorables para optimizar las
propiedades de generacion del biodiesel. Asimismo, se muestran otros
tipos de acidos presentes en el aceite como el laurico 5,76%,
heptadecanoico 15,25%, y eicosapentaenoico 0,75% en diversas

proporciones.

La producciéon fue de 435 miligramos de biodiesel por cada gramo de
aceite microalgal. En base a los resultados fisicoquimicos de la

caracterizacion del biodiesel el poder calorifico fue de 9457 kCal/kg muy
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similar al obtenido de 9500 kCal/kg por (Pérez et al., 2016) en su libro
Produccion de biodiesel mediante transesterificacion en situ a partir de
algas marinas. El biodiesel obtenido presenta caracteristicas equivalentes
al diésel tipo 2 de acuerdo con los pardmetros de carbon residual 0,10
%(P) y viscosidad cinematica a 40 °C que dio 4,14 Cst establecidos como
requisitos en la norma INEN 1489:99, también se establecio segun su

°API y gravedad especifica como un crudo pesado.
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4.4. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacién de la biomasa que se genera de estas
microalgas para consumo animal, debido a su composicion bioquimica
por ser una buena fuente de vitaminas y ademd@s tener un alto valor
proteico siendo asi un alimento beneficioso segun se menciona en la tesis
Produccion de biodiésel a partir de microalgas. Analisis de ciclo de vida y

factibilidad econdmica de (Palacios, 2013).

Para estudios posteriores se sugiere utilizar otras cepas de microalgas
que produzcan una mayor cantidad de biomasa en diversas condiciones
de cultivo y por tanto se aproveche el perfil lipidico ideal para obtener

biodiesel (Nufiez Castellanos, 2017).

Se sugiere para proteger el medio ambiente la produccidén de microalgas
con el fin de emplearlas como sistema de captura de grandes cantidades
de CO:2 siendo una forma de atenuar los dafos potenciales del efecto
invernadero y darle diversas utilidades a su biomasa recolectada como se
menciona en el “Estudio del cosechado de cultivos de microalgas en agua

residual mediante técnicas de centrifugado” de (Bermeo Castillo, 2011).

Se recomienda que para estudios posteriores se analice la puesta en
funcionamiento de una planta de produccién de biodiesel a partir de
microalgas teniendo en cuenta un analisis de la factibilidad de inversion y

reduccion de costos de produccion.
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4.5. ABREVIATURAS

CG: Cromatografia de gases.

FID: Deteccion de ionizacion de llama.

FAMESs: Esteres metilicos de Acidos Grasos.

LT: Lipidos totales

ND: No detectable

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados.
%v/v: Porcentaje volumen/volumen
%w/v: Porcentaje peso/volumen
cel: Células.

rpm: Revoluciones por minuto.

v/v: Relacién volumen/volumen.
mg/g: miligramo/gramo.

Cel/ml: células por mililitro

°C: grado Celsius.

Cst: centistokes
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ANEXO A INFORMES

ANEXOS

RESULTADOS (PERFIL FAMES) DE ACEITE DE MICROALGAS

Analytical
Laboratories

Testing & Consulting

WWW.UBA-LAB.COM

INFORME DE RESULTADOS
IDR 23540-2018
Facha: 14 de Diclembre del 2018
DATOS DEL CLIENTE
Mewmibre POSADA ESPINOSA MARCOS WELLINGTON
Diraczitn Samanes 4 Mz 111V 27
Teddfana DGE11BBATD
Conlacio &r. Marcos PosadaiDenis Taran
DATOS DE LA MUESTRA
Tipa dé muesira Aceie de Micraalgas Canfidad Apeoa. 10 ml
Mo, dé musshras 1{n=1) Lol NiA
Prasantacidn Frazeo de vwdio Facha de peoapditn 04 de Dicemibie dal 2018
Cobacla dé muestra Falizadn por &l Clienle Facha de colacta de mussira NA.
COMDICIONES DEL ANALISIS
Ternperabura ("C) | 218 Huimedad |%:) | 570
Fescha di rico de Andlisis (08 de Diciembre dal 2018
Fstha die Findlizsson del andisis (8 de Dicigmbve dal 2018
RESULTADOS
CODIGOD Limita da
CODMG0 CLIENTE UBA PARAMETROS METODD RESULTADOS |  Urndad Cuantfieasion
Parfil da
h::::l::& UBA-23540-1 | Acidos Grasos ACCS Ce 18-85 Se anexa matg. % i1
[FAME's)
PERFIL DE FAMES
Agido Graso FAME'S % FAMESILT i
Capic A 100 W.0. W.DO.
Lawric acid 12:0 6,78 4.4
121 W.0. W.D0.
Tridecylic acid 130 W.D. W.D.
Ihyrishic: acid 10 311 23
Mhyristoksic acd 1l W.0. W.D0.
Peanfadacyic 16:0 W.O. W.O.
Palmilic acd 16:0 10,08 157
Palmilolais acid (cs-9) CiE-18:1jn-9) 1.5 B5E
Palmilalaidic aad (irang-S) Trang-18:1{nd) W.O. W.O
Margaric acid 1.0 15,25 1,48
16:2nE) M.0. M.D.
16:2n4d) E12 385
16:3n4d) N.D. N.D
16:4n1) W.D. W.O!
Bhaaric scd 180 450 3,38
Oleie acid iis-4) Cit-18:1(n-4) 11,08 B.58
Eladic acid {bians-8) Trang-18:1{r3) N.O. N.O
16:4R-3) W.D. W.O:
18:5nd) N.D. N.D
1B:HR4) W.D. WL
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Analytical
Laboratories

Testing & Consulting

WWW. UBA-LAB.COM

Linaleic acid {cis, cis) cis, cis 18:2{n-6) 2510 18,80
Lino=laidic acid {irans, frans) frans, trans 18:2(n-6) H.D. N.D.
Arachidic acid 20:0 .0 N.D.
g-Linolenic acid 18:3n-6) H.D. N.D.
Linalenic acid 18:3n-3) 754 511
20:1{n8) W.D. N.D.
18:4{n-3) N.D. ND.
Henelcosanolc ackd 2.0 W.D. N.D.
20:3(n-6) H.D. N.D.
20:4n-6) H.D. N.D.
Behemic acid 20 H.D. N.D.
20:3{n-3) W.D. N.D.
Arachidonic ackd 204{n-6)+ W.0. N
224{n-11) W.O. ND.
221(n8) W.D. N.D.
20:4{n-3) H.D. N.D.
21:5n-3 H.D. 0.
Eicosapentaenoic acid
Lignoceric acid 240 .0, ND.
22:4(ng) W.D. N.D.
22:4(n-3) W.D. N.D.
22.6(n-6) H.D. N.D.
22503 H.D. 0.
Docosahexaenol: acid
Total Omega-3 [ET] §,28
Total Omega-6 25,10 18,80
Total Omega-8 22 76 17,14
Relaclon n-3n-6 0,33 0,33
Total Saturados 3468 2813
Total Insaturados f1,32 46,17
Total Monolnsaturados 2276 1714
Total Polinsaturados 34,56 2803
Total HUFA's 0,75 0,57
Observaciones:

1. Los resuftados emifidos en este informe, comesponden dnicamente & a(s) muestrajs) recibides por el laboratorio. Mo skendo
exiensive 8 cualguier lote.

2. Este reporte no debe ser reproducido parcial o fotsimente, excepto con |8 aprobacian escrits por parte del laborsiorio.

3. Momenclatura: N.D. = No Detectable; LT. = Lipidos Totales; FAME 's: Esleres metilicos de Acidos Grasos!
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RESULTADO DE ANALISIS A BIODIESEL DE MICROALGA

LABORATORIO DE
ESPECTROMETRIA
LESPEC - ESPOL

RESULTADOS DE
ANALISIS

cODIGO:

LESPEC-MCZ301-02

Haoja 1 de 1

Ref. Solicitud N°: 262-2018

Area: HIDROCARBUROS

Fecha de recapcidn de muestra(s) en Laboratoria: 2018-12-16

Fecha de inicio / finalizacion de ensayo: 2018-12-167 2018-12-20

Analizado par. Ing. Tyrone Alcivar R

Fecha de entrega de reporte a Asistanie Administrativa: 2018-12-20

Humedad / Temperatura promedio del Laboraforio: 50% / 26°C

Resultados lMétodo de Andlisis
Parametros Unidades
Paodar calarifico Calfg 8457 D 24b
Densidad "AFP "&F 12,06 ASTM D2ar
Gravedad especifica - 0.9857 ASTM D208
Carbon residual "(P) 0,10 D18
Punto de inflamacidn "C 112 IMEM 808
Viscosidad crlnemélln:a a Cat 414 INEN 828
40°'C
Cbsarvaciones: Analisis realizados a muesira de Biodiessd & partir de micmalgas
g
i
Director Técnico Analista

Racibido por.
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ANEXO B TABLA COMPARATIVA

Tabla 1. Tipos de crudo segun su °API

Escala , o
Crudo Densidad Descripcion
API
Facil transporte y extraccion, ideal
_ 0.87-0.83 _ _
Ligero 30-40° para refinar en combustibles y
g/cm3 )
derivados.
. 0.92 - 0.87 Facil transporte y extraccion, ideal
Mediano 22-29.9° _ _
g/cm3 para combustibles y derivados.
1.00-0.92 Facil transporte y dificil extraccion,
Pesado 10-21.9° . , .
g/cm3 ideal para combustibles y derivados.
Menos >1.00 Dificil transporte y dificil extraccion,
Extrapesados . i
10° g/cm3 ideal para derivados.

Fuente: (Nava, 2014)
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ANEXO C CALCULOS

C.1 Determinacion de tasa de aumento de biomasa de las microalgas por

dia

Calculamos:

(In (2.900.000) — In (1.750.000) )
r =

= = 2
Cp > 0,25
In (4.700.000) — In (1.750.000
¢y U )= In( ) _ o 32
3
In (8.250.000) — In (1.750.000
¢y U )= In( ) _ o 38
4
In (11.500.000) — In (1.750.000
¢, _p_ Ui )= In( ) _ o 37
5
In (13.850.000) — In (1.750.000
¢ _p_ Ui )= In( ) _ o a4
6
In (14.300.000) — In (1.750.000
Cb=r=( ( ) ( ))=0.30
7
In (14.900.000) — In (1.750.000
¢y U )= In( ) _ 096

8

C.2 Productividad volumétrica de biomasa

Calculamos:

N 1 ((14900000 — 1750000
= *
14900000 8—-1

) = 0.126 (gbs/ g  dfa).
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ANEXO D MEDIO DE CULTIVO GUILLAR “F/2”

PREPARACION

Solucién Primaria de Metales Traza

A. Con “Secuestrante Férrico” (Cloruro Férrico):

Disolver 5 gr del Secuestrante Férrico en 900 ml de agua destilada y afiadir 1 ml

de cada una de las soluciones primarias de metales traza preparados

anteriormente; aforar a un litro y asegurar que el pH quede cerca de 4.5. Use 1

ml de esta solucion por cada litro de agua de mar para hacer el medio de cultivo.

Agua de mar filtrada (54, 10y, etc.) y de ser posible irradiada con UV (Torrentera

& J. Tacon, 1989).

B. Con EDTA y Cloruro Férrico (FeCl.6H20)

Disuelva 3.15 g de FeCl.6H20 6 4.36 de EDTA (Naz2) en 900 ml de agua

destilada, agregue 1 ml de cada una de las soluciones stock primarias de metales

traza y afore a 1 litro, asegure un pH de 2.0. Use 1 ml de esta solucién por litro

de agua de mar para preparar el medio “f/2” (Torrentera & J. Tacén, 1989).

Tabla 2. Medio Guillar F/2 - Metales Trazas

Metales Traza M

Primaria
CuS04.5H20 0.98 % wiv
ZnS04.7H20 2.2 % wiv
ZnCl2 1.05 % w/v
CoCl2.6H20 1.0 % w/v
MnCl2.4H20 18 % wiv
Na2Mn0Oa4.2H20 0.63 % w/iv

Fuente: (Torrentera & J. Tac6n, 1989)
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Solucién Primaria de Vitaminas

Solucion Primaria de Biotina: Se prepara a partir de cristales de BI,
disolver 10 mg de biotina en 96 ml de agua destilada. Haga esta solucion
ligeramente acida para ser autoclavada y manténgase en un congelador
(Torrentera & J. Tacon, 1989).

Solucién de Bitamina Bi2: A partir de Cyanocobalamina U.S. de 1000 mg/
ml solucidn inyectable. Tomar 1 mly aforarlo en 100 ml de agua destilada.
La solucion se acidifica para ser autoclavada y se congela (Torrentera &
J. Tacon, 1989).

Solucién Primaria de Vitaminas

Tomar 1 m de la solucion primaria de Biotina 'y 0.1 ml de la solucién stock
primaria de Bi2, aforar a 100 ml con agua destilada y afadir 20 mg de
Tiamina HCI (Torrentera & J. Tacon, 1989).

Se pueden preparar ampolletas de 2, 5 6 10 ml y almacenarlas estériles
(acidificas) en el congelador. Use ¥ ml de esta solucion por cada litro de

agua de mar para preparar el medio “//2” (Torrentera & J. Tac6n, 1989).
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ANEXO E NORMATIVA

PRODUCTOS DERIVADOS DEL PETROLEO NTE INEN 1489:99

Insdifeta Ecualeriana de Mommalizacion, INEN - Gasilla 17-01-390% - Baquerizo 454 y fve, & de Disiembre - Quite-Ecuader - Prahibida [a reproduceion

COU: BE2.7TEEEZ.04 I]Eﬂ ClU: 3230
CE 7o.180.20 PE 0Z.02-304
Norma Técnica PRODUCTOS DERIVADOS DEL PETROLEO. S
Foustorians DIESEL. Cusrta ravigian
Obligstori
igatoria REQUISITOS 1000-06
1. OBJETO

1.1 Esta rorms establece los requisitos que debe cumchr 2l dissel que s2 comercizliza en el psis.

2. DEFINICIONES
2.1 Die=el. Es =l combustible constituide por fraccionss intermedias del petrdlec.

22 Diesal No. 1. Es el combustible utilizade er maguinas que reguieren cambios frecusntes de
velocidad v carga, asi como también para usos domésticos.

23 Dissel No. 2. E:s =l combustible utilizads pars uso industrial y para miotorss de combustion
interna de autoignicidn.

24 Diessl No. 2 ds bajo contenido de szufre. Es el combustinle uifizade en automolores de
dieszl, gus requisren de bajo contenide de szufre v alta velocidad.

3. REQUISITOS

3.1 Enlatabla 1, s= indica los requisitos gue debe cumplir 2l dissel No. 1.

TAEBLA 1. Reguieitoz del diesel Mo. 1

REQUISITCS LIMID AL KINIMO M AXIRO METODO DE
EMNSAYD

Punio de nflamaciin " &0 - HTE NEM 1 047

Agus y sedimenio % =n valumen - 0,05 MTE MEM 1 424

RAesiduno  carsonoso soove o 108 del 5% =0 paso 0,15 HTE MEM 1 451

mesdug d= la destiaciin

Cenless % &N pESS 1.0 HTE IMEM 1 452

Tempemiunade destlaciin del 505 "C B HTE INEM 525

Wiscoskad ciremaica s 27.8°C == I | f] HTE IMEM E10

Anufre 5% =0 paso 0,20 HTE INEM 1 420

Corosicn g = Bming de coore - - P2 NTE MEMN 27

Indice de crizno calodnda - a0 NTE BEM 1 435

3.2 Enlatabla 2, 5= indica los reguisitos gue debe cumplir 2l dissel Ne. 2.

TABLA 2. Requigitos del disesl Mo, 2.
REQUISITCS LIMID AL RINIMO M AXIRO METODO DE

| ENSAYO

Punto de inflamackin b 51

Agus y sedimenio % =n valumen -

Residuo  cersonoso sooee o 108 del 5% a0 paso

mesdug d= la destiaciin

Coanizes S5 B pasD 0,01

Tempemiunade destlaciin del 505 "C - 380

Wiscoskdiad cimemaics a 27,80 cBt 2.5 g0

Anufrs S5 B paso o7

Corrosian 2 i Amina de coore - [k

Indice da cetanic celosnda - 4

DESCRIFTORES: Productios d=i peirdien, diesal, rmquiskcs

e A
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ANEXO F FOTOGRAFIA DE REACTIVOS Y EQUIPOS UTILIZADOS EN LA
EXPERIMENTACION

REACTIVOS

Figura 2 Cloro

Figura 4 Tiosulfato de sodio

Figura 5 Metanol Figura 6 O tolidine
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REACTIVOS

Figura 7 Etanol

Figura 8 Hidréxido de Sodio
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EQUIPOS

Figura 5 Balanza analitica

Figura 6 Sistema Soxhlet

77



EQUIPOS

Figura 9 Micropipetas

Figura 10 Autoclave
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