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Abstract— La idea de utilizar las microalgas como una fuente
biologica de biodiésel se estd tomando en serio debido al aumento
del precio de los combustibles fosiles. El objetivo de la investigacion
fue determinar los niveles optimos de las concentraciones de sulfato,
carbonato, nitrato y fosfato en el rendimiento de biomasa,
evaluando el efecto individual y combinado sobre el crecimiento de
la microalga, mediante la aplicacion de un diseiio experimental
factorial del tipo 2* en el rendimiento de biomasa de Botryococcus
braunii aislado de la zona alto andina de Cajamarca- Peri. De
acuerdo con los resultados del estudio de efectos individuales de
estas cuatro sales, se pudo establecer que las sales de carbonato y
nitrato ejercen un efecto significativo en el crecimiento de
Botryococcus braunii (p<0.05), se caracterizé usando un equipo de
cromatografia de gases acoplados a masas hallando que los
hidrocarburos generados tienen 26 a 32 carbonos en su
composicion.
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in the performance of Botryococcus braunii biomass isolated in the
high-Andean zone of Cajamarca-Peri. According to the results of
the study of individual effects of these four salts, it was stated that
carbonate and nitrate salts have significant effect on the growing of
Botryococcus braunii (p<0.05). This was characterized by using a
chromatography equipment of gases adapted to mass and it was
found that hydrocarbons generated have 26 to 32 carbons in their
composition.
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I. INTRODUCCION
Las fuentes de energia convencionales como los

combustibles fosiles, el petroleo, el carbon y el metano son
fuentes no renovables. Estas son las principales fuentes de
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energia en la actualidad [1]. De 1970 a 2015, el consumo de
combustibles fosiles fue de alrededor del 86% a nivel mundial
del consumo total. La produccion de petroleo alcanzara un
limite maximo para 2022 y también el consumo continuara
aumentando, impulsado principalmente por China e India[2]

La blisqueda de una menor contaminacion y menos
contribucioén al calentamiento global son los factores clave que
obligan a cambiar hacia una solucion alternativa con respecto
a combustibles, hoy en dia varios paises han enfatizado y
alentado el uso de combustibles alternativos como el biodiesel
por vias gubernamentales y regulatorias, tanto por incentivos
como por necesidades volumétricas prescriptivas[3]

En la ultima década, el biodiesel se propuso como una
opcion de combustible alternativo, por ello ha tenido un mayor
incremento en la produccion de otros biocombustibles[4] y en
esta tendencia de biocombustibles se ha generado la
revolucion de las materias primas de cuarta generacioén para
Biodiesel, las cuales tienen como caracteristica un alto
contenido energético, facil disponibilidad y menor costo
basado en tecnologias de biologia sintética. Las materias
primas de biodiesel se vienen mejorando para aumentar la
eficiencia de conversion a combustible con la ayuda de la
mejora en la biotecnologia de procesamiento de biomasa[5]

Las microalgas, como recursos de cuarta generacion de
produccion de biodiesel, pueden contribuir positivamente en
este objetivo, debido a los mayores rendimientos de energia
por hectarea en comparacioén con la materia prima de primera
y segunda generacion de obtencion de biodiesel.[6]. El cultivo
de microalgas es un tipo de acuicultura para generar alimentos
u otras productos de importancia que se pueden obtener de las
mismas. Estos son organismos fotosintéticos microscopicos
autotroficos y / o heterotrofos simples. Pueden ser de forma
unicelular o multicelular, creciendo en habitats acuaticos
marinos y de agua dulce. Se estima que existen entre 200,000
y 800,000 especies, de las cuales se han encontrado y
estudiado alrededor de 50,000 especies y que generan una
gran cantidad de lipidos que son adecuados para la produccion
de biodiesel[7]

Las microalgas al ser organismos fotosintéticos pueden
usar de manera eficiente CO, (fuente de carbono), luz (fuente
de energia) y agua para sintetizar fosfolipidos, proteinas,
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acidos nucleicos y lipidos ricos en carbono, que pueden
convertirse en biodiesel a través del proceso de
transesterificacion[8]

El biodiesel, es la mezcla de ésteres metilicos de acidos
grasos producidos por un proceso de transesterificacion, se
considera energia neutral en carbono y renovable y puede
satisfacer la creciente demanda del consumo de energia
mundial [9]

Actualmente, la produccion de microalgas se realiza
principalmente a escala de laboratorio y piloto, el sistema de
cultivo de microalgas se ha desarrollado desde estanques
abiertos tradicionales hasta diferentes fotobiorreactores
modernos[10]

El crecimiento de microalgas requiere luz solar y
nutrientes como agua, nitrégeno, carbono, fosforo y
oligoelementos de metales pesados como nutrientes. El
carbono y el nitrogeno se consideran los elementos mas
importantes en la ruta metabdlica fotosintética. Los iones
metalicos minerales juegan un papel importante en el
crecimiento de microalgas, como la osmoregulacion y la
capacidad osmoadaptativa, asi como la configuracion
molecular de los complejos fotosintéticos[11]

La microalga Botryococcus braunii estd ampliamente
distribuida en ambientes de agua dulce y es un productor de
hidrocarburos, que se acumula en su matriz de colonias. El
contenido de hidrocarburos en ellos es significativamente
mayor en comparacion con el de otras microalgas productoras
de biodiesel, alcanzando un peso seco promedio del 75%][12]

Debido a su facilidad de adaptacion, se ha detectado su
presencia en varios lugares alrededor del mundo, entre ellos la
ciudad de Cajamarca, lo cual brinda grandes facilidades para
el cultivo y estudio de la especie nativa de Botryococcus
braunii, con la ventaja de encontrarse ya adaptada a las
condiciones climaticas de la region. El propdsito de esta
investigacion fue determinar el efecto combinado de Nitrato
de potasio, Fosfato acido de potasio, Sulfato de magnesio
heptahidratado y Carbonato acido de sodio en el rendimiento
de biomasa de Botryococcus braunii para la obtencion de
biodiesel.

IT. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materia prima

Se utilizaron micro algas Botryococcus braunii aislada de
las lagunas de Alto Pert en la zona de Cajamarca - Peru, en la
figura 1 se muestra la zona de muestreo A, By C a 3933
m.s.n.m., en la Zona 17M con coordenada este de 763334.99
m E y coordenada norte de 9236298.22 m S.
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Fig. 1 Zona de muestreo de Botriococcus braunii

Para el aislamiento de la microalga se empled la técnica
de dilucién y enjuague con medio CHU 13 mostrado en la
Tabla 1 [13].

TABLE I

Composicion del medio CHU 13

Nutriente Cantidad
Nitrato de potasio 02¢g/L
Fosfato acido de potasio 0.04 g/L
Sulfato de magnesio heptahidratado | 0.1 g/L
Cloruro de calcio hexahidratado 0.08 g/L
Citrato de hierro 0.01 g/lL
Acido citrico 0.1¢g/L
Carbonato acido de sodio 0.4 g/L
Boro 0.50 ppm
Manganeso 0.50 ppm
Cinc 0.05 ppm
Cobre 0.02 ppm
Cobalto 0.02 ppm
Molibdeno 0.02 ppm
pH 75-11

Las caracteristicas morfologicas observadas en la cepa
obtenida de las lagunas de Alto Perti coinciden con lo
reportado por Lozoya [14], una micrografia se muestra en la
Figura 2.
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50 pm

Fig. 2. Botryococcus braunii aislado

2.2 Toma de muestra de medio de biorreactor

Se usaron frascos de plastico resistente, en los que la
biomasa de microalgas no se adhiera a las paredes del
recipiente, se us6 una intensidad luminica de 5000 luxes,
temperatura entre 20 £2 °C y fotoperiodo 12:12 con 5% de
inoculo. Luego del crecimiento por 20 dias se realizo la
filtracion obteniendo la biomasa [15].

2.3 Procedimiento de cuantificacion de biomasa

El contenido de hidrocarburo en la microalga se
determind por diferencia del peso seco antes y después de la
extraccion del hidrocarburo usando hexano, y su
caracterizacion usando cromatografia de gases acoplados a
masas (GC-MS) con una columna ultra inertes HP-1ms.

2.4 Analisis estadistico

Se us6 un arreglo factorial completo del tipo 24 para las
variables independientes: Nitrato de potasio, Fosfato 4cido de
potasio, Sulfato de magnesio heptahidratado y Carbonato
acido de sodio y como variable dependiente la biomasa (g/l).
Se us6 un analisis de Varianza (ANOVA) para determinar la
influencia de los pardmetros variables sobre las variables de
respuesta, dentro del Andlisis de Varianza se utilizaron los
diagramas de Pareto como herramienta estadistica. Se recurrid
a la metodologia de la Superficie de Respuesta, una
herramienta estadistica cuyo objetivo es optimizar la variable
de interés, determinando las condiciones dptimas de operacion
del sistema. El planteamiento del disefio experimental y el
analisis estadistico se desarrolld utilizando la herramienta
informatica STATISTIC 12.0.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto individuales de nutrientes en el rendimiento de
biomasa de Botryococcus braunii

Para el crecimiento de Botryococcus braunii se usé como
base el medio CHU 13, para una cinética de 20 dias teniendo
como insumos variables el Nitrato de potasio, Fosfato acido de
potasio, Sulfato de magnesio heptahidratado y Carbonato
acido de sodio.
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Fig. 3 Cinética de crecimiento de Botryococcus braunii
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En la figura 3 se muestra los resultados obtenidos durante
el seguimiento del cultivo para los 16 tratamientos aplicados,
para una cinética de 20 dias en donde se observan las
diferentes fases de crecimiento de Botryococcus braunii.
Inicialmente, una fase de latencia de aproximadamente 7 dias
de duracion, que se caracteriza por un incremento minimo en
la biomasa debido a la necesidad de adaptacion de la
microalga, a partir del dia 8 comenzo su fase exponencial, en
donde la microalga crece a su maxima velocidad y finalmente
entre los dias 18 y 19 entra en la fase estacionaria. estos
periodos concuerda con otras investigaciones donde muestra
periodos similares [16].

En la figura 4 se muestra el diagrama de Pareto para los
efectos que son significativos (p<0.05) mostrando una linea
vertical que representa el test del 95 % de nivel de
significancia, se observa que el Carbonato acido de sodio es
quien tiene el efecto mas significativo (p=0.0004) seguido por
el Sulfato de magnesio heptahidratado (p=0.0429) con
respecto al aumento de la produccion de biomasa de
Botryococcus braunii. Resultados parecidos en procesos de
optimizacion son evaluados en mas de una variedad de
microalgas con fines de obtencion de biodiesel [17].
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(4)Carbonato 8.579399

(3)Sulfato 279679

(2)Fosfato 1.662089

(1)Nitrato 0932464

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fig. 4 Pareto de efectos del disefio experimental

La fuente de nitrogeno afiadida fue la que menos efecto
tuvo en el crecimiento, esto corrobora investigaciones donde
se agregd nitritos y esta no afectd el crecimiento
de Botryococcus braunii, pese a que fue la unica fuente de
nitrogeno afnadida [18]. El nitrégeno en las plantas hace parte
de las proteinas, se encuentra en las bases nitrogenadas y es
uno de los componentes de la molécula de clorofila.

De los resultados individuales obtenidos (figura 5) se
aprecia un aumento progresivo en la concentracion final de
biomasa influenciada principalmente por el aumento en la
concentracion de carbonato de sodio. La disminucion de la
concentracion de fosfato en el medio presenta un efecto
negativo al limitar el crecimiento de la biomasa.
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Fig. 5 Gréfico de efectos principales

Un efecto que se destaca en la matriz experimental es la
disminucién de nitrato en el medio de cultivo, la cual produjo
un aumento inusual en la concentracion de biomasa (0.80
g/L); este efecto contradice lo reportado en la literatura
encontrado donde le proceso muchas veces aumenta la
biomasa en sentido proporcional a este nutriente.[19]

3.2 Efecto asociados de nutrientes en el rendimiento de
biomasa de Botryococcus braunii

Se generd una superficie de respuesta (figura 6 y 7), cuyo
modelo seleccionado tuvo un R? de 94.2345% lo cual muestra
un adecuado ajuste de los datos, la ecuacioén correspondiente
es la siguiente:

Biomasa (g/l) = -0.751875 + 2.175%(N) + 0.725%(F) +
5.85%(S) + 2.65%C) - 3875%(N)*(F) - 2.5%(N)*(S) -

3375*(N)*(C) - 0.75*(F)*S) + 0.6875*(F)*(C) -
10.75*%(S)*(C)
Donde: (N)Nitrato de potasio, (F)Fosfato acido de

potasio, (S)Sulfato de magnesio heptahidratado y (C)
Carbonato acido de sodio.

> 06

B <0575
[ <0475
Bl <0375

Fig. 6 Superficie de respuesta de la combinacion significativa de Sulfato y
Carbonato

Sulfato

m>o07
Bl <0625
oid = <0525
018 020 022 024 026 028 030 032 034 036 038 040 042%:8252
Carbonato W <0225
Fig. 7 grafico de contorno de la combinacion significativa de Sulfato y

Carbonato

Resultados muestran que otras fuentes de carbono como
CO; también son altamente eficientes para Botryococcus
brauni en altas concentraciones mayores a 0,06v/v [16], lo
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cual junto con los resultados de esta investigacion podrian
generar tecnologias viables para la produccion de este tipo de
microalga.

Al optimizar la respuesta de biomasa, obtenemos que el
valor optimo a obtener seria de 0.735625 g/l de biomasa de
Botryococcus braunii usando los nutrientes significativos
(Carbonato 4cido de sodio y Sulfato de magnesio
heptahidratado)

3.3 Caracterizacion por cromatografia de gases acoplados
a masas (GC-MS)

Del proceso de analisis por GC-MS se obtuvieron picos a
tiempos de retencion de 28.05 minutos que corresponden a un
91% del area total de la muestra, utilizando hexano como
solvente y de acuerdo a la comparacion con las muestras
patréon (alcanos), la biomasa obtenida corresponde a carbonos
en el intervalo Cy - C32. De acuerdo a la bibliografia esto
corrobora a la variedad de Botryococcus braunii del tipo A
que se caracteriza por formar n-alcadieno y / o N-trienos
(Ca3 — Cs33) [20] pero por el numero mayor de carbonos
detectados que fueron 32 se puede prever que también generd
botriococenos (Cszp — C37) y escualenos metilados (C31 — Cs4)
[21], [22]

Tal como se observa Botryococcus braunii puede
acumular niveles inusualmente altos de hidrocarburos
triterpenoides, lo que lo convierte en una fuente potencial de
productos quimicos de alto valor[23].

IV. CONCLUSION

De acuerdo con los resultados del estudio de efectos
individuales de estas cuatro sales, se puede establecer que el
Sulfato de magnesio heptahidratado y Carbonato acido de
sodio ejercieron un efecto significativo en el metabolismo de
la microalga Botryococcus braunii. Esto puede representar un
hallazgo importante en la viabilidad econémica del proceso de
obtencion de biodiesel a partir de este tipo de microalga y de
acuerdo con los resultados se corrobor6d que tanto la biomasa
como los lipidos tienen el potencial de ser utilizados como
materia prima para biocombustibles.
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