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RESUMEN

Con el presente estudio se evaluaron las condiciones de cultivo de la microalga
(Chlorella sorokiniana) para desarrollar un protocolo que permita obtener biomasa
algal con diferentes aplicaciones entre ellas la obtencion de biodiesel.

Se evalud medios de cultivo inorganicos como Guillard, Sueoka y Remital ademas
de medios organicos formados por lixiviado avicola en proporciones 30, 50 y 80%.

Se encontré que el mejor crecimiento de C. sorokiniana se dio en el medio Remital
(1gfit) con una concentracion celular de 8,5 x 10% células/ml a los 13 dias con
iluminacion permanente, 25°C y aireacion. La cepa analizada de C. sorokiniana
mostré un bajo rendimiento lo que indica que no es adecuada para la produccioén
de biodiesel pero por la calidad de sus acidos grasos puede ser utilizada como
alimento vivo para larvas de peces, fuente de proteinas o en la industria
cosmetica.

Palabras clave: Chlorella sorokiniana, medios de cultivo, biomasa algal.
© 2010.



1. INTRODUCCION

Actuaimente la humanidad afronta una grave problematica debido al aumento de
la demanda energética mundial, agotamiento de los combustibles fosiles,
incremento del precio del petréleo y las dificultades ambientales causadas por los
gases de efecto invernadero como son la contaminacidén local del aire y el
calentamiento giobal.

Esta situacion demanda urgentemente fuentes alternativas de energia basadas en
procesos sustentables, renovables y amigables con el ambiente, que ademas
posibilitan la captura de CO,;. Una alternativa energética promisoria que ha
resultado muy atractiva en afos recientes es el biodiesel (Donohue & Codgell,
2006; Schenk et al., 2008; Meng et al., 2009; Rodolfi et al., 2009).

El biodiésel es un biocombustible que se fabrica a partir de cualguier grasa animal
o aceites vegetales, que pueden ser ya usados o sin usar. Se suele utilizar girasot,
canola, soja o jatropha, los cuales, en algunos casos, son cultivados
exclusivamente para producirlo. Se puede usar puro 0 mezclado con gasoil en
cualquier proporcion en motores diésel. El principal productor de biodiésel en el
mundo es Alemania, que concentra el 63% de la produccién. Seguido por Francia
con el 17%, Estados Unidos con el 10%, Italia con el 7% y Austria con el 3%.
(http:/Awvww biodisol.com) [(Daniel ariza 2006)]

En los ultimos afios se ha promovido un gran interés por los biocombustibles,
debido al aumento en la demanada de combustible y la disminucion considerable
de las reservas de petroleoc en el mundo y también debidc a que los gobiernos
pretenden disminuir su dependencia de los combustibles fésiles para asi lograr
mayor seguridad energética. Ademas, se mencionan diversas ventajas de los
biocombustibles con respecto a otras energias, como la menor contaminacion
ambiental, la sustentabilidad de los mismos y las oportunidades para sectores
rural sin embargo, con esta vision se pone en riesgo la seguridad alimenticia, ya
que se necesita gran cantidad de tierras fértiles para la produccion de estas
especies oleaginosas.

En comparaciéon con otras energias alternativas, como la proporcionada por el
hidrogeno, el reemplazo de los combustibles fésiles por biocombustibles en el
sector de transporte puede ser realizado con menores cosios, debido a que no
requieren grandes cambios en la tecnologia actuaimente utilizada, ni tampoco en
el sistema de distribucion. Utilizar otro tipo de energia, como la obtenida a través
del hidrégeno, que se basa en una tecnologia totalmente distinta, requeriria
grandes cambios en el stock de capital. Esto no implica que se deban descartar
nuevas fuentes de energia, sino gque los biocombustibles seran los que tendran

mas crecimiento en el corto plazo. ( http://mww. zonaeconomica. com/biocombustibles) [(Federico Anzil,
junio de 2007)]



Las algas son organismos acuaticos que capturan luz solar y el dioéxido de carbono
para hacer la fotosintesis y asi producir su energia, ademas producen aceites
vegetales que se pueden transformar en biodiesel. El rendimiento en produccion
de biodiesel con algas es 300 veces superior al que se alcanza con soja y unas 25
veces al que se consigue con palma. A ello hay gque afiadir el tiempo record de
crecimiento de las algas que es solo de unos pocos dias lo que contrasta con los
tiempos de crecimiento mucho mas largos de las plantas oleoginosas.

Recientemente se viene estudiando el cultivo de algas microscépicas como una
opcion de gran potencial para produccidon de combustibles liquidos para el
transporte ya que reducen las emisiones de gases de efecto invernadero y
presentan una Eroductividad muy elevada. Cuando se comparan las
productividades {(m” de aceite producidos por km? de superficie) las algas alcanzan
rendimientos (m* aceite producido por km? cultivado) de 10.000-20.000 m®km?,
que resultan mucho mas elevado que el alcanzado por ia colza (120 m>km?), la
soja (40 m*/km?), la mostaza (130 m®km?) y la paima (600 m*/km?).

Las cepas de Chlorella tienen un gran potencial como fuente para la produccién
de biodiesel por su rapido y facil cultivo. El contenido de lipidos en Chlorella bajo
condiciones de crecimiento general es del 14-30% de la biomasa seca (lllman et
al., 2000; Spolaore ef al, 2006, Xu et af, 2006), pero no se conocen los
requerimientos comerciales para la produccion de biodiese!.

Chlorella sorokiniana es una microalga que ha sido estudiada intensamente en los
Uitimos afos por su capacidad para producir acidos grasos de interés comercial
tanto para la industria de alimenios y concentrados como para la produccion de
biocombustibles (Chen, 1996; Miac and Wu, 2004).

El cultivo de micoralgas fiene una gran ventaja respecto a los otros cultivos de
produccton de biodisel, ya que para tener la misma produccién de biocombustible
se necesita mucho menos cantidad de tierra fértil.

El cambio del uso de la tierra de agricultura de pan coger a industrial para la
produccion de biocombustibles en el departamento del Meta pone en riesgo la
seguridad alimentaria de la regién (Guevara, 2008). Por lo tanto se requiere
desarrollar alternativas tecnoldgicas que permitan la obtencion de biocombustibles
sin tener que sacrificar el suelo utilizado para ia produccion de alimentos. Chiorella
se vislumbra como una alternativa promisoria ya que para su cultivo no se requiere
suelo y ademas no es considerada como un alimento en nuestra dieta alimenticia.



2. JUSTIFICACION

Existe una crisis energética mundial y dentro de las arternativas que se perfilan se
encuentra el biodiesel. El biodiesel se obtiene principalmente de fuentes vegetales
como la palma africana, pero este cultivo tiene un alto impacto ambiental y social,
en este escenario surgen las microalgas como una opcidn para producir biodiesel
de alta calidad utilizando agua residual y secuestrando carbono (Sawayamal et al.,

1995 Chisti,2008)

Este trabajo esta enfocado en estandarizar y desarrollar un protocolo que permita
obtener biomasa algal, la cual tiene diferentes aplicaciones entre ellas la obtencion
de biodiesel. La Chiorella tiene un gran potencial como fuente para la produccién
de bicdiesel por su rapido crecimiento y facil cultivo.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el crecimiento de Chlorella sorokiniana en diferentes medios de
cultivo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Comparar las curvas de crecimiento de Chlorella sorokiniana, Chlorella
vulgaris y Chiorella nativa en medio sueoka, extracto de suelo y lixiviados
avicolas.

o Evaluar los medios de cultivo: organico (lixiviado al 30%, 50% y 80%) e
inorganico (Guillard, Suecka y Remital) en el crecimiento de Chlorelia
Sorokiniana.

» Establecer un protocolo para la produccion de inoculo de la microalga
Chlorella sp.



4. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

El surgimiento del nuevo mercado de los agrocombustibles para satisfacer la
demanda de los paises con grandes industrias del sector automotriz ha generado
en Latinoamérica un afan desmedido por empezar a producir bicdiesel. La
agricultura empieza a sustituir el petréleo para reducir la dependencia del
hidrocarburo. Es asi como en los llanos orientales se esta incrementando la
compra de tierras que seran dedicadas a la siembra de palma africana.

Los biocombustibles son un tema que esta generando considerable atencion
ultimamente. En EEUU se estan invirtiendo grandes sumas en el desarrollo de los
mismos. El etanol a partir de granos o celulosa, y el biodiesel a partir de aceites
vegetales son [os mas conocidos, pero hay muchos otros. Uno de estos es el
biodiesel a partir de algas. ( http://iwww.ingenieriaquimica.org/articulos/biodiesel
apartir de algas).

La variedad de aceites vegetales que pueden emplearse para la produccion de
biodiesel es diversa y el rendimiento del proceso depende de la materia prima
empleada y la tecnologia de procesamiento. Las fuentes actuales de biodiesel
comercial incluyen el aceite de soya, canola, palma, maiz, las grasas animales y el
aceite residual de cocina. Sin embargo, la produccién de biodiese! a gran escala
de estas fuentes, no puede satisfacer de manera realista la demanda existente por
combustibles para el transporte, ya que desplazaria los suelos agricolas de su uso
para cultivos de pan coger. Por ejemplo, si en América, se cultivara palma de
aceite (un cultivo con alta produccién de aceite) en un 24% de la tierra cultivable 6
un 846% del area cultivable de Estados Unidos (E.U.) sembrada en maiz, sélo se
satisfaria el 50% de las necesidades de biodiesel del transporte. Mientras que sélo
el 3% del area cultivable de E. U. seria suficiente para producir la biomasa algal
necesaria para cubrir la misma demanda, considerando la obtencién del 30% del
peso seco de las algas en aceite (Chisti, 2007).

Por tanto, las micro algas emergen como una de las opciones mas promisorias por
su amplia disponibilidad y alta produccién de aceite. A diferencia de los cultivos de
oleaginosas, las micro algas pueden crecer en lugares fuera de los suelos
agricolas y los bosques como lagos, unidades de fermentacién e inclusive aguas
servidas (Valderrama et al., 20002; de-Bashan ef al., 2004), lo cual minimiza los
dafios causados a los ecosistemas y las cadenas alimenticias (Sheehan ef al.,
1998; Chisti, 2007).

En este proyecto se pretender evaluar las condiciones de cultivo de la microalga

(chlorella sorokiniana) para la produccion de biodiesel, ya que en la Orinoquia

colombiana se estan llevando multiples proyectos para produccion de biodisel pero
10



no hay un estudio tal que asegure la produccién del biocombustible necesaric para
nuestra zona y la seguridad alimentaria, una buena alternativa de produccién de
biocombustible para la Orinoquia sin poner en riesgo la seguridad alimentaria es
la produccion de microalgas como son la ( chlorella sorokiniana).
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1. MARCO TEORICO

¢QUE ES UN BIOCOMBUSTIBLE?

Segun la etimologia de la palabra se considera un combustible de origen biologico.
Asi tal cual incluso el petréleo lo seria, pues procede de restos fosiles de seres
que vivieron hace millones de afios. Pero se tiende a definir como biocombustible
a un combustible de origen biolégico obtenido de manera renovable a partir de
restos organicos.

Esta fue la primera fuente de energia que conoci¢ la humanidad. La madera o
incluso los excrementos secos son biocombustibles. Si se administra bien la
madera de los bosques puede ser un recurso renovable {mal administrado es un
desastre ecoldgico). Una biomasa seria virutas de madera producto de la limpieza
de bosques y de su explotacidn racional. Toda sustancia susceptible de ser
oxidada produce energia, Si esta sustancia procede de plantas, entonces al ser
quemada (oxidada) devuelve a la atmésfera el didéxido de carbono que la planta
tomo del aire tiempo atras. Por tanto, si miramos el punto de vista ecologico es un
sistema gue respeta el medio ambiente, porque no hay un aumento neto de gases
de efecto invernadero. [(Martinez 2007)]

CLASES DE BIOCOMBUSTIBLES

Las fuentes de bioenergia pueden ser biomasa tradicional quemada directamente,
tecnologias a base de biomasa para generar electricidad, y biocombustibles
liquidos para el sector de transporte.

- La biomasa tradicional es utilizada por los campesinos ya que es la quema de
lena o madera para poder hacer sus diferentes alimentos calentar algo. Esta
energia es neutra en emisiones de CO2 (utiliza fotosintesis reciente), .

- La biomasa para generar electricidad, este sistema es utilizado en paises
industrializados con elevados recursos forestales, que utilizan madera para
generar electricidad claro que esta obtencidon de madera atenta la seguridad
ecoldgica del pais ya que destruye la biodiversidad de los diferentes paisajes de
este.

- Con el incremento en la demanda de combustible se vio la necesidad de buscar
nuevas alternativas y es hay donde los combustibles liquido y biclégico entran a
cumplir un gran papel ya que los biocombustibles liquidos proporcionan
actualmente aproximadamente la energia equivalente a 20 millones de toneladas

12



de petroleo (lo que equivale al 1% del combustible utilizado mundialmente para
transporte por carretera,.

Los biocombustibles que mas se utilizan son el etanol y el biodiesel. Ei etanol
puede ser utilizado en motores que utilizan nafta, mientras que el biodiesel puede
ser utilizado en motores que utilizan gasoil.

El etanol es un biocombustible a base de alcohol, el cual se obtiene directamente
del azucar. Ciertos cultivos permiten la extraccion directa de azdcar, como la cafa
azucarera (Brasil), la remolacha (Chile) o el maiz (Estados Unidos). Sin embargo,
practicamente cualquier residuo vegetal puede ser transformado en azucar, o que
implica que otros cultivos también pueden ser utilizados para obtener alcohol.
Aunque con la tecnologia disponible actualmente este ultimo procesc es muy
costoso, se pronostica que ocufran avances en este sentido (las Hamadas

tecnologias de segunda generacion). (Ecopetrol 2008)
hitp:/fwww.zonaeconomica.com/biocombustibles [ (Federico Anzil, junio de 2007}]

CRECIMIENTO DE LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLE

El crecimiento en el sector transporte, se encuentra ligado a una demanda
energética y se ha estimado que a nivel mundial y, combinando el factor
demografico (8 mil millones de habitantes en 2020 y 10 mil en 2050) a una tasa
anual de crecimiento de la economia mundial del 3,5% durante las proximas dos
décadas, deberia pasar de 9,3 mil millones de toneladas de combustible a 15 mil
millones de combustible (Kroguer 20086). El uso de energia en el sector transporte
acarrea graves consecuencias para la calidad del medio ambiente y para el
cambio climatico mundial, debido a que es responsable del 60% de las emisiones
de gases contaminantes a la atmdésfera. En la Unién Europea (UE) el transporte es
responsable del 21% de las emisiones de gases de efecto invernadero. Para
Colombia, en el afio 2002, se obtuvieron las siguientes estadisticas: CO: 1.111,93;
PST: 49,21, PM10: 35,43, SOx: 105,14, NOx: 234,38 (contaminantes por ton de
combustible consumido en 2002) (Desarrollo de Biocombustibles en Colombia,
2005).

Debido al agotamiento de las reservas de combustibles fosiles, actualmente, el
precio del petréleo se encuentra en un constante aumento y la necesidad de
encontrar fuentes alternativas de energia se hace mas evidente. Para
contrarrestar la demanda excesiva de combustible, se ha encontrado en los
biocombustibles una nueva fuente renovable de energia que ayude a sustentar la
demanda energetica mundial y a reducir las emisiones de CO; (Hill et al., 2006).

El biodiesel contiene alquil-esteres de acidos grasos y gracias a la legislacién
vigente (Ley 939 de 2004; resolucién 1180 de 2006) es una realidad comercial en
nuestro pais. La demanda de biodiesel ha sido creciente en los Gltimos afos

13



debido a la normatividad gubernamental que establece la sustitucién de hasta un
5% del ACPM con biodiesel en los refinerias nacionales a partir de enero del 2008,
esto condujo a un crecimiento del area sembrada en palma africana (Elaeis
guinensis) (Tabla 1 y 2) y el desarrollo de proyectos de plantas extractoras y/o
productoras de biodiesel distribuidas en las diferentes regiones del pais (Tabla 3 y
4).

Tabla 1. Hectareas sembradas en palma africana (Elaeis guinensis) en
Colombia ano 2006.

Area sembrada En produccion En desarrollo
‘Zona Casanare 76.687 47.582 29.105
Zona Norte 04.224 53.994 40.300
Zona occidental 33.889 25.044 8.845
Zona oriental 96.273 57.025 38.238
Colombia 300.142 183.645 116.498

Fuente: Fedepalma, 2009, CUAL PAGINA

Tabla 2. Hectareas sembradas con Palma africana en la region Oriental {(afio

2006}
Departamento Hectareas sembradas
Meta 110.417
Casanare 11.800
Cundinamarca 1.200
Caqueta 748
Total Region Amazo-Orinoquia 124.095*

Total Pais 326.033

Fuente. Guevara, 2008 * Para el affio 2008 hay 20000 nuevas hectareas
sembradas aun improductivas.
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Tabla 3. Plantas extractoras de aceite en el Departamento del Meta

Municipio Plantas
San Carlos de Guaroa 5
Acacias 7
San Martin 3
Barranca de Upia 1
Cabuyaro 1
Puerto Gaitan 1

Fuente : Guevara, 2008 TITULO DEL DOCUMENTO.

Tabla 4. Proyectos de produccion de Biodiesel en Colombia

REGION TON/ANO PLANTAS HECTAREAS EMPLEOS
COSTAATLANTICA 286000 4  182.000 70.000
COSTA PACIFICA 100.000 1 25.000 11.000
MAGDALENA 100.000 1 25.000 11.0000
LLANOS ORIENTALES  235.000 3 59.000 26.000

~ Fuente: Guevara, 2008.
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El cultivo de micro algas

Las micro algas crecen de manera espontanea en ambientes acuaticos y
hiumedos. para la produccién de biocombustibles en masa se lleva a cabo su
cultivo controlado en plantas en tierra firme ya que se necesita ponerle las
condiciones optimas para su propagacion y asi en menor tiempo tener produccion
y con mayor cantidad respecto al tiempo. Diversas son las causas que llevan a
ello:

Solo se cultiva la variedad de micro alga adecuada en este caso chorella
sorokiniana, en funcién de la utilidad que se quiera obtener de ella. Se estima que
existen mas de 300.000 especies de algas.

Por oftro lado el cultivo asegura la produccidon dei volumen de micro algas
necesarias controlando aspectos como la extension del cultivo en caso del
proyecto 20-50-100 litros y su rendimiento.poniendole condiciones favorables para
su buen desarrolloy por ende la produccion va ha ser mucho mas rapido que en
condiciones naturalez.

También factores medioambientales desaconsejan la recoleccion o produccion de
manera artificial de micro algas en el mar. La mayor presencia (por reproduccion
forzada) o la reduccion (por recoleccion) de algas en la naturaleza altearian la
disponibilidad de alimento de muchos organismos impactando en la cadena
tréfica. De obtener las microalgas directamente de la naturaleza muchos
ecosistemas podrian entrar en colapso suponiendo una gran catastrofe.
(hitp://biodiesel.com.ar)

Técnicas de cultivo de las micro algas

Existen tres modalidades de cultivo de algas que las distintas compafias estan
estudiando. Estas modalidades son:

-Cultivo en estanques al aire libre- La forma mas simple de cultivo. Se trata
bastcamente de piscinas descubiertas expuestas al sol. Al agua de estas piscinas
s€ suministra nutrientes para que las microalgas puedan reproducirse a un ritmo
acelerado. Es el sistema menos eficiente aunque el mas econdmico.

-Cultivo de tanques en invernadero- Los tanques de agua en los cuales se
reproducen las micro algas estén protegidos por invernaderos. Se tiene noticia de
diferentes configuraciones de este tipo que van desde auténticos invernaderos en
los cuales se encuentran los tanques hasta pequefios estanques en los que se
coloca un vidrio o plastico encima.
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Las ventajas de este sistema son un mejor control de la temperatura y una pérdida
muy reducida de agua. Estos factores favorecen una mayor reproduccion de las
algas y por lo tanto un mayor rendimiento. Existen empresas productoras que
optan por este sistema por considerarlo en un buen equilibrio entre la eficiencia de
produccioén y los costos.

ESTRUCTURA DE
INVERNADERO
SISTEMA DE
AIREACION
SR R R

ESTANHQUE DE ALGAS

invernadero con cultivo de micro algas
(http./iwww sitiosolar.com/biocombustibles%20de% 20microalgas. htm)

-Cultivo en fotobioreactores-. Los fotobioreactores son conductos transparentes
aislados del exterior en los cuales se desarrollan las microalgas. Estos tubos se
colocan al exterior para captar mayor cantidad de radiacién solar. Un sistema
controlado informaticamente se encarga de suministrar a las micro algas CO; y
nutrientes para optimizar al maximo su productividad. Son a priori los sistemas
mas productivos de todos.

17



Esquema de fotobioreactor
{http:/iwww sitiosolar. com/bigcombustibles%20de%20microalgas.htm)

/

PROCESADO
DEL ALGA
CULTIVADA
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Fotobioreactor "airemar” de la empresa Biofuels systems
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PIDOS EN LAS MICROALGAS

Las micro algas con elevadas productividades lipidicas son deseables para la
elaboracion de biodiesel, razéon por la cual la cantidad de lipidos contenidos en la
biomasa y la velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabédlica y la

robustez del microorganismo, son parametros relevantes para su seleccidon (chist,
2007. Rosenberg st al., 2008).

L.a determinacion del contenido oleaginoso de las micro algas resulta complicada

a causa de su variacién ante condiciones distintas de cultivo; el crecimiento en
ambientes desfavorables o bajo situaciones de estrés, frecuentemente conlleva al
incremento de la fraccion lipidica, aunque en detrimento de la productividad
lipidica del cultivo. Los lipidos comprendidos en las micro algas por lo general
constituyen del 20 al 50% de su peso seco, sin embargo se han reportado valores
en un rango de! 1 al 80%, o incluso superiores, como se sefatan la Tabia 3
(Arredondo & Vazquez-Duhalt, 1991; Chisti, 2007; Hu et al., 2008; Schenk etaf.,
2008; Meng et al., 2009; Rodolfi et al., 2009). Las especies que producen mas de
un 30% de materias grasas se denominan‘oleaginosas’. (Arredondo & Vazquez-
Duhalt, 1991).

Los grupos taxondémicos a los cuales pertenecen las microalgas oleaginosas son
diversos. En los ejemplares eucariontes, el contenido lipidico es considerado como
propio de la especie y no del género, de manera tal que este parametro varia
notablemente entre las especies individuales de cada grupo taxondémico (Ben-
Amotz et al., 1985; Hu et al., 2008). No obstante, de acuerdo con Hu ef al. (2008),
es posible generalizar que micro algas oleaginosas eucariontes de grupos
diversos (clorofitas, diatomeas, crisofitas, haptofitas, eustigmatofitas, dinofitas,
xantofitas y rodofitas) presentan, bajo condiciones normales de cultivo, una
fraccién lipidica promedio del 25.1%, magnitud que es superior (45%) en
situaciones de estrés. Cabe destacar que la ubicuidad de las algas verdes
(clorofitas) en habitats diversos, ademas de la facilidad para su aislamiento y
desarrollo en condiciones de laboratorio, ha favorecido la identificacion de
numerosas especies oleaginosas en este grupo, condicién que no necesariamente
es distintiva del mismo. Las cianobacterias por su parte presentan bajos
contenidos lipidicos promedio (9.8%; Hu et al.,, 2008), sin embargo su aplicacién
en la produccion de biodiesel ha sido sugerida por Rittmann(2008) a causa de la
El estudio Evaluacion de las condiciones de cultivo de la microalga {(chlorella
sorokiniana) para la produccion de biodiesel produccion de lipidos paralela al
crecimiento y la sencillez para la manipulaciéon genética que ofrecen, en contraste
con las especies eucariontes Quimicamente los lipidos son sustancias de origen
biolégico que, siendo escasamente solubies en agua, pueden ser extraidas con
solventes organicos de baja polaridad. Las estructuras de estas biomoléculas
comprenden largas cadenas hidrocarbonadas, unidades de isopreno y grupos
funcionales diversos {oxigenados principalmente).
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En las micro algas los principales componentes de la fraccion lipidica son
triacilgliceroles, acidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, glicolipidos
(predominantes en membranas cloroplasticas), fosfolipidos (abundantes en
plasmalema y diversos sistemas endomembranosos) y pigmentos (carotenoides,
clorofilas, ficobilinas, etc.), aunque compuestos inusuales tales como acidos
grasos halogenados e hidroxilados, alquenonas de cadena larga, entre otros,
también ocurren (Cohen, 1986; Arredondo & Vazquez Duhait, 1991; Metzger &
Largeau, 2005; Guschina & Harwood, 2006; Hu et al.,2008). No todos los lipidos
micro algales son satisfactorios para ta produccion de biodiesel, sin embargo los
apropiados para ello (acidos grasos, libres y unidos covalentemente al glicerol y
sus derivados) son producidos con frecuencia y constituyen la mayor fraccion de
los lipidos totales, usualmente del 20% al 40% (Cohen, 1986; Chisti, 2007). Un
perfii de acidos grasos de cadena larga con un bajo grado de instauracion es
deseable para La elaboracién de biocombustible de calidad (Knothe, 2005).
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2. METODOLOGIA

LOCALIZACION

E! proyecto se realiz6 en la Universidad de los Llanos, sede Barcelona, kilometro 7
via a Puerto Loépez, localizada, a 384 m.s.n.m, latitud, 04°04'26.08" longitud,
73°34'50.52" oeste.

MATERIALES

El alga (Chlorella sorokiniana, Chiorella vulgars, Chlorella nativa),papel aluminio,
jabén liquido, Cajas de petri, cdmara de neubauer, hazas de henle, pipetas
pasteur, tapabocas, guantes, recipientes transparentes de vidrio con capacidad de
200ml y 3 lts, recipientes transparentes de plastico con capacidad de 50-250 y 500
Its, lamparas de nedn, estantes y soportes de metal, pH metro, aire acondicionado,
libreta de apuntes, Mecheras, Baldes, erlenmeyer sencillo, erlenmeyer con
desprendimiento lateral, embudo de ceramica para filtracion al vacio, Papel filtro,
jeringas de 1-5 y 10ml , agua destilada, autoclave, Remital(abono-
agroquimico),medios de cultivo (guillard, sueocka, lixiviado avicola), cloro
granulado, tiosulfato de sodio, Balanza electrénica,blower, mangueras tipo pecera,
Vaso de precipitado, mayas de recoleccidon screen de 57um, Libreta de apuntes,
lapiz, camara fotografica.

MEDIOS DE CULTIVO
Lixiviado avicola

Se toma 300 gr de gallinaza o pollinaza, se diluye en 1L de agua; se almacena en
un frasco sin tapa durante 8 dias. Luego se filtra al vacio en un erlenmeyer con
desprendimiento lateral y un embudo de ceramica para ser filtrada filtrada,
después de todo esto ya se puede utilizar el medio de lixiviado avicola y para
llevarlos al 30-50- y 80 % se hace de la siguiente manera:

300ml del fitrado por 700ml de agua destilada= lixiviado al 30%.
500mi del filtrado por 500ml de agua destilada= lixiviado al 50%.
800mi del filtrado por 200mi de agua destilada= lixiviado al 80%.

Medio Remital

Este es un fertilizante completo NPK, también llamado cafetero y es utilizado en
muchos cultivos. Se compone de los siguientes elementos:

Tomamos 1g de Remital y se diluye en 1L de agua destilada. Luego de esta
dilucién, se puede disponer de este medio para el ensayo.
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Medio Guillard

Se debe diluir 1 ml de medio guillard en un litro de agua destilada. (Ver anexo).

Medio Sueoka

Se requiere diluir 1ml por cada litro de agua destilada a utilizar. (Ver anexo).

Concentracion en g/L de Remital

Utllizamos 15 frascos esteriles con capacidad de 200ml y en cada uno aplicamos
5ml de inoculo (Chiorella sorokiniana), luego se lleva a volumen con medio
Remital (1g-2g9-3g-4g y 5g) y hacemos 3 replicas de cada unas de las
concentraciones anteriormente mencionadas. Hacemos monitoreo del crecimiento
algal con una camara de neubaber cada 48 horas, durante 15 dias. Luego se
monitoreaba la densidad de poblacién cada 48 horas con el espectrofotometro, ya
que con la camara de neubaber el conteo es mas dispendioso.

A los datos optenidos se les hizo analisis de varianza y pruebas de
comparacion muitiple de Dunett.
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3. RESULTADOS

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Evaluacién de los diferentes medios de culitivo lixiviado al 30%, 50% y
80%, Guillard, Sueoka y Remital.

Los datos obtenidos en el experimento (tabla 1) se observa que los mejores
medios para su buen y rapido desarrollo son:

« Chlorelia sorokiniana: Ei mejor medio es gillard, lixiviado
30% y lixiviado 80%.

» Chlorella nativa: El mejor medio es guillard y sueoka

e Chlorella vulgaris: El mejor medio es lixiviado 30 y sueoka.

 Tabla 1. Tiempo de generacion para todas cepas y medios de cultivo.

Medio Cepa # Generaciones Tg
Sueoka nativa 6,7 2,4E-02
Sueoka Sorokiniana 45 1,6E-02
Sueoka Vulgaris 6,7 2,4E-02
Guillard Nativa 6,8 2,5E-02
Guillard Sorokiniana 6,2 2,2E-02
Guillard Vulgaris 48 1,7E-02
Lixiviado 30% nativa 3,7 1,3E-02
Lixiviado 30% Sorokiniana 58 2,1E-02
Lixiviado 30% Vulgaris 6,9 2,5E-02
Lixiviado 50% nativa 4.8 1,7E-02
Lixiviado 50% Sorokiniana 1,9 6,9E-03
Lixiviado 50% Vulgaris 53 1,9E-02
Lixiviado 80% Nativa 43 1,6E-02
Lixiviado 80% Sorokiniana 56 2,0E-02
Lixiviado 80% Vulgaris 52 1,9E-02
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Figura 1. Crecimiento de C. sorokiniana en los diferentes medios de cultivo.
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Como podemos ver en la figura No. 1 el medio que presento mejor
comportamiento fue el gillard con una densidad 1,3E+09 en un tiempo de trece
dias a pesar de observarse una decrecimiento considerable-después de ese dia,
lo cual indica que el mejor momento para la cosecha es a los trece dias, seguido
por el medio sueoka y el de mas bajo comportamiento fue el de lixiviado 50% con
una densidad de en un tiempo de trece dias.

Los medios sueoka y lixiviado 80% tienen un comportamiento directamente
proporcionado al tiempo desde su inicio hasta los quince dias y no tiende a caer
como los medios guillard y lixiviado 30% que después del dia trece tienden a bajar
su densidad celular.
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Curvas de crecimiento de Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris vy
Chlorella nativa en medio sueoka, extracto de suelo y lixiviados avicolas.

Grafica2. Tiempo versus células de Cepas en medio sueoka
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