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® Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura, concentracion de NaCl y
fotoperiodo sobre la productividad de lipidos y el perfil de acidos grasos del aceite de
Nannochloropsis sp., el cual se utiliz6 como materia prima para la elaboracion de biodiésel.
Las mejores condiciones ambientales para el crecimiento celular y productividad de lipidos
fueron: 0,025 g NaCl L™; 21 °C y 16:8 h luz:oscuridad. Los componentes mayoritarios del
biodiésel obtenido a partir del aceite de Nannochloropsis sp. fueron el acido palmitico, &cido
oleico y &cido linoleico, los cuales proveen caracteristicas deseables al biocombustible. Las
propiedades del biodiésel obtenido en las condiciones antes mencionadas fueron: nimero de
cetano 61; estabilidad oxidativa 11 h; viscosidad 2,71 mm? s™; densidad 887 kg m™; punto de
obstruccion del filtro en frio -9,46 °C, las cuales satisfacen lo establecido en las normas
ASTM D6751y EN 14214,

Palabras clave: Nannochloropsis sp., biodiésel, productividad de lipidos, &cidos grasos.
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® Abstract

The aim of this paper was to evaluate the effect of temperature, NaCl concentration and
photoperiod on lipids productivity and fatty acids profile of Nannochloropsis sp. oil, which
was used as a feedstock for biodiesel production. The best environmental conditions for cell
growth and lipids productivity were: 0,025 g NaCl L™, 21 °C and 16:8 h light/dark. The major
components of biodiesel obtained from Nannochloropsis sp. oil were palmitic acid, oleic acid
and linoleic acid, which provide desirable characteristics to the biofuel. The biodiesel
properties obtained under the above conditions were: cetane number 61; oxidation stability 11
h; viscosity 2,71 mm? s*; density 887 kg m™; and cold filter plugging point -9,46 °C, which
satisfies the international standards ASTM D6751 and EN 14214.

Keywords: Nannochloropsis sp., biodiesel, lipids productivity, fatty acids.

® Introduccion

El agotamiento de los combustibles fésiles, el incremento del precio del petroleo y sus
derivados, la creciente demanda mundial de energia, los problemas progresivos de
contaminacion del aire, suelo y agua ocasionados por el uso extensivo de los combustibles
fosiles, asi como las preocupaciones por la salud y seguridad publica, han motivado la

basqueda de fuentes de energia renovables, sustentables y amigables con el ambiente /1/.

En la actualidad, los biocombustibles se consideran como una de las alternativas més
prometedoras para reducir la dependencia mundial de los combustibles fosiles, reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero, promover la generacion de nuevas fuentes de
empleo en las zonas rurales y aumentar la seguridad de abastecimiento energético /2/. Entre
los posibles biocombustibles propuestos se destaca el biodiésel, porque podria ser
suministrado de manera sostenible a partir de recursos renovables, y por sus diversas ventajas

ambientales, econdmicas y sociales.

El biodiésel es una mezcla de ésteres monoalquilicos de acidos grasos (FAME) de cadena

larga obtenidos por transesterificacion de aceites vegetales, grasas animales, aceites usados o
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lipidos de microalgas /3/. Comparado con el diésel del petroleo, el biodiésel ofrece diversas
ventajas, tales como: es un recurso energético renovable, biodegradable, produce menos
emisiones toxicas (monoxido de carbono, compuestos aromaticos, hidrocarburos, particulas
en suspension, 6xidos de azufre y metales), es menos volatil, mas seguro de transportar,
almacenar y manipular, y aumenta el rendimiento, reduce el desgaste y extiende la vida util de

los motores, entre otras ventajas /1, 4, 5/.

Las microalgas son una fuente sustentable de lipidos que pueden ser utilizados como materia
prima para la produccion de biodiésel /6/ debido a su elevado contenido de lipidos, perfil
idoneo de &cidos grasos para la obtencion de biocombustible de calidad, alta productividad de
lipidos referida a la unidad de é&rea, facilidad de cultivo, elevada eficiencia fotosintética,
capacidad para crecer en aguas marinas, dulces, residuales y salobres, velocidad de
crecimiento relativamente alta; ademas, las microalgas pueden proporcionar beneficios
ambientales a través de la captura de CO, atmosférico, y con ello pueden contribuir a mitigar

el cambio climatico, entre otras /2, 7, 8/.

Se ha demostrado que el contenido de lipidos y el perfil de acidos grasos de las microalgas
varia no solo entre especies e incluso entre cepas de microalgas, sino también en funcién de
las condiciones de cultivo, del periodo de cosecha y de la edad del cultivo /1, 2, 5/. Entre los
factores operacionales que afectan tanto el contenido de lipidos como el perfil de acidos
grasos de las microalgas se encuentran la temperatura, el fotoperiodo y la salinidad del medio
de cultivo /9-11/. Basado en lo anterior, el objetivo principal del presente trabajo fue evaluar
el efecto de la concentracion de NaCl, temperatura y fotoperiodo sobre el crecimiento celular
y produccion de lipidos por Nannochloropsis sp., asi como sobre las propiedades del biodiésel

obtenido por transesterificacion de los lipidos.

® Material y métodos

Microorganismo

La microalga utilizada en este trabajo fue Nannochloropsis sp., la cual fue proporcionada por
el Departamento de Biologia Comparada de la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional
Auténoma de Mexico, México.
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Medio de cultivo

Durante el desarrollo de este trabajo se utiliz el medio basal de Bold /12/. La microalga se
conservo en viales y cajas Petri que contenian medio basal de Bold y 1,5 % (w/v) de agar
bacterioldgico.

Los inoculos se obtuvieron mediante la transferencia de colonias individuales de la microalga
a matraces Erlenmeyer de 500 mL, que contenian 333 mL de medio de cultivo estéril de Bold.
Los cultivos se mantuvieron con una aireacion constante de 1 vvm, a 25 °C, con una

intensidad luminosa de 80 pE m? s,

Cuando el cultivo se encontraba en fase exponencial de crecimiento se recolectaron las células
mediante centrifugacion a 3 000 rpm durante 10-15 min. El paquete celular se lavo dos veces
con medio de cultivo estéril y a continuacion se resuspendio en un pequefio volumen de
medio de cultivo. Una muestra de esta suspension celular se utilizé como indculo en los

experimentos realizados en el presente trabajo.

Condiciones de cultivo

Los experimentos para determinar el efecto de la concentracion de NaCl, temperatura y del
fotoperiodo sobre el crecimiento celular, consumo de nitrato, produccion de lipidos y la
composicion de acidos grasos de la microalga se realizaron en matraces Erlenmeyer de
500 mL que contenian 333 mL de medio de cultivo. Se ensayaron cinco concentraciones de
NaCl (0,005; 0,012 5; 0,025; 0,05 y 0,1 g L™), dos temperaturas (21 y 30 °C) y tres
fotoperiodos (12 h de luz por 12 h de oscuridad, 16 h de luz por 8 h de oscuridad y 24 h de
luz). Cada matraz se inocul6 con un pequefio volumen de suspension celular concentrada para
obtener una concentracién inicial de biomasa de aproximadamente 0,016 7 g L™ A los
cultivos microalgales se les suministro aire estéril con un flujo de 1 vwm, y la temperatura e

intensidad luminosa se mantuvieron a 25 °C y 80 tE m™ s, respectivamente.
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Se recolectaron muestras a diferentes tiempos de incubacion, a las que se les determino la
concentracion de biomasa y de nitrato residual. EI contenido de lipidos y la composicion de
acidos grasos de la microalga se evaluaron al inicio de la fase estacionaria de crecimiento.

Con los resultados obtenidos se estimo la velocidad especifica méaxima de crecimiento, tiempo
de duplicacion, productividad de biomasa y de lipidos, eficiencia global y velocidad

volumétrica global de consumo de nitrato, asi como las propiedades del biodiésel.

e Métodos analiticos

Concentracion de biomasa

Se determind por medio del peso seco de la masa celular. Para ello, las muestras se filtraron a
través de membranas de fibra de vidrio (Whatman GF/A) de 1,6 um. Posteriormente, las
membranas se colocaron en una estufa a 90 °C, hasta alcanzar el peso constante. El peso de la
biomasa se estimd por diferencia de pesos. Los filtrados obtenidos se utilizaron para

determinar la concentracion de nitrato residual.
Concentracion de nitrato

La concentracién de nitrato residual se determind por medio del método de reduccién de
cadmio (NitraVer® 5), siguiendo los procedimientos descritos en el Hach Water Analysis
Handbook /13/.

Determinacion de la concentracion de lipidos

La determinacion de la concentracion de lipidos se llevd a cabo gravimétricamente. Las
células microalgales se separaron por centrifugacién a 3 000 rpm durante 15 min. Las células
se lavaron dos veces con agua desionizada y a continuacion se secaron por liofilizacion.

A continuacion, una muestra de 30 mg de biomasa seca se mezcl6 con 15 mL de una solucién
de metanol-cloroformo (2:1, v/v) y se sonicd durante una hora. Luego, a la suspensién
sonicada se le adicionaron 5 mL de cloroformo y 5 mL de una solucién de NaCl al 1 % (w/v).
La mezcla resultante se centrifugd a 3 000 rpm durante 10 min, y se recuperé la fase de
cloroformo, la cual contenia los lipidos totales. Por ultimo, el cloroformo se separd al vacio en

un rotavapor rotatorio. El residuo se considerd como lipidos totales /14/.
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Determinacién de la composicion de los &cidos grasos

Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) se obtuvieron mediante el método descrito por
O’Fallon et al. /15/ con ligeras modificaciones. A las muestras del aceite extraido (10 mg) se
les adiciond 0,5 mL de trifluoruro de boro en metanol (12 %, w/v) y 100 uL (0,1 mg) de &cido
heptadecanoico como estandar interno. Se incub6 en un bafio de agua a 90 °C durante 20 min
con agitacion. Después de enfriar, se afiadieron 0,5 mL de hexano y 1,0 mL de agua destilada,
y se mezcld. A continuacion, se centrifugd y la capa de hexano que contenia los FAME se
colocé en viales de cromatografia de gases.

La separacion y cuantificacion de los FAME se llevo a cabo utilizando un espectrofotometro
de masas (Agilent Serie 5975C) acoplado a un cromatdgrafo de gases (Agilent 6850 Series Il
Network System). El cromatografo de gases esta equipado con un detector de ionizacién de
flama y una columna capilar (Agilent 19091S-433E, 30 m - 250 um - 0,25 um). La
temperatura inicial del horno fue de 150 °C; se mantuvo durante 2 min, posteriormente se
incrementd a 200 °C con una velocidad de 5 °C/min, y luego se elevd a 260 °C a una
velocidad de 3 °C/min. La temperatura del inyector y del detector se mantuvo en 220 y
290 °C, respectivamente. Se utilizé helio como gas acarreador, con un flujo constante de

1,0 mL min™.

Estimacion de las propiedades del biodiésel

La estimacion de las propiedades del biodiésel obtenido en cada una de las condiciones
experimentales se realizdO con base en modelos matematicos propuestos en la literatura
(tabla 1).

® Resultados y discusion

Efecto de la concentracion de NaCl sobre el crecimiento celular, consumo de nitrato y
produccién de lipidos

La figura 1 muestra las curvas de crecimiento de Nannochloropsis sp. a las diferentes
concentraciones de NaCl ensayadas. Se aprecia que las mayores concentraciones de biomasa

se alcanzaron a concentraciones de NaCl de 0,025 y 0,05 g L™, con valores de 0,57 y
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0,54 g L, respectivamente. En contraste, la menor concentracion de biomasa (0,24 g L™) se

obtuvo a la menor (0,005 g L™) y mayor (0,1 g L™) concentracién de NaCl ensayada.

Tabla 1. Modelos empleados para la determinacion de las
propiedades del biodiésel

Propiedad Correlacion Referencia
pB :ZXipi
Densidad a 250,718 db + 280,399 — 92,180 (m + 1)
. 230, + 280,899 — 92,180 (m + 1] 1
15 °C (kg m™®) pi =851 471 + 16/
’ 1214 +n
Lnvg = Z Xilnwi
403,66 10977 n
Liv, _ipp-cane = 2,177 = 0202 n + ——+ ——
Viscosidad
cinematica a In ¥ 18— —g5g3— 205LS 1171
40 °C (mm?s™) T
18225
Invog.; = —4.01 — ——
. o 1685,5
CNg= ZA’J’C.-'.-J' Inv,qgz = —4,018 —
NuUmero de N = Z A /18/
cetano
CN,=—21,157 + (7,965 — 1,785 db + 0,235 db*)n — 0,099n°
Estabilidad 117,925
oxidativa a Estabilidad oxidativa =—+ 2,590 5 /19/
=
110 °C (h) =
Punto de nube
R CP=0,526 (PAME) -4,992 0<PAME <45 120/
o de fluld -
Punto de fluidez
o PP=0,571 (PAME)-12,240 0 < PAME < 45 120/
(PP) (°C) (PAME)
Punto de CFPP= 8,924 3*LCSF (A)-19,325
obstruccion del 21/
filtro en frio LCSF (A) = MP.,g » C18 0wt %) + MP..y = C20(wt %)
(CFPP) (°C) - '
HHV = 0,462 5v + 39,45 .

Poder calorifico
(MJ kg™

db: namero de dobles enlaces en la molécula del acido graso; m: nimero de 4tomos de carbono en el
alcohol usado para la transesterificacion; n: nimero de 4tomos de carbono en el &cido graso original; T:
temperatura absoluta (K); z: contenido de acidos linoleico y linolénico (% w); PAME: contenido de metil
éster del 4cido palmitico; LCSF (A): factor de saturacion de cadena larga, MP: punto de ebullicion
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Fig. 1 Efecto de la concentracion de NaCl sobre el crecimiento de
Nannochloropsis sp.

La velocidad especifica méxima de crecimiento (umax) de Nannochloropsis sp. fue afectada
por la concentracion de NaCl (tabla 2). Las velocidades especificas maximas de crecimiento
més altas fueron de 0,142 y 0,15 d™* y se obtuvieron a concentraciones de NaCl de 0,012 5y
0,025 g L, respectivamente. A concentraciones superiores de NaCl, la velocidad especifica
disminuyé de manera significativa, lo que ocasion6 un incremento en el tiempo de

duplicacion de las células (tabla 2).

Tabla 2. Pardmetros de crecimiento celular, consumo de nitrato y produccion
de lipidos por Nannochloropsis sp. a diferentes concentraciones de NaCl

Concentracion de NaCl (g L™) 0,005 | 0,0125 | 0,025 | 0,05 0,1
Kmax (A7) 0,125 | 0,242 | 0,150 | 0,076 | 0,09

Tiempo de duplicacion (d) 5,51 4,88 462 | 9,08 | 6,89
Productividad maxima de biomasa 0,019 | 0,016 | 0,023 | 0,024 | 0,017

(gL*d?
Eficiencia de consumo de nitrato (%) 100 100 100 100 100
Velocidad de consumo de nitrato 16,67 | 16,67 | 16,67 | 14,70 | 14,70
(mg L"d")

Rendimiento lipidico (%) 41,00 | 30,70 | 30,72 | 21,0 | 37,06
Productividad de lipidos (mg L™ d™) 393 | 477 | 695 | 505 | 2,71
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La productividad maxima de biomasa también fue afectada por la concentracion de NaCl, ya
que los mayores valores de productividad (0,023-0,024 g L™ d?) se encontraron a
concentraciones de NaCl de 0,025 y 0,05 g L™, respectivamente. A concentraciones
superiores e inferiores de NaCl se observo una menor productividad de biomasa (tabla 2).

Se sabe que la acumulacion de NaCl en los cloroplastos de plantas superiores o en el
citoplasma de las células de cianobacterias provoca un estrés salino que afecta su tasa de
crecimiento, lo que a menudo se asocia con la disminucion de las actividades de transporte de
electrones en la fotosintesis /22/. Sobre la base de estos antecedentes, se puede relacionar el
bajo crecimiento celular a una concentracién alta de NaCl con el desequilibrio del

metabolismo fotosintético, pues afecta directamente la eficiencia fotosintética de la microalga.

En la figura 2 se aprecia que la microalga fue capaz de consumir todo el nitrato presente en el
medio de cultivo, por lo que la eficiencia global de consumo de la fuente de nitrégeno fue del
100 % (tabla 2) a todas las concentraciones de NaCl ensayadas. Sin embargo, el tiempo en el
que se consumid totalmente la fuente de nitrégeno fue menor (15 dias) y, en consecuencia, la
velocidad volumétrica de su consumo fue mayor (16,67 mg L™ d™) a las tres concentraciones
més bajas de NaCl (0,005; 0,012 5y 0,025 g L™).
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Fig. 2 Perfil de consumo de nitratos por Nannochloropsis sp. a diferentes
concentraciones de NaCl
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La productividad de lipidos mas alta fue de 6,95 mg L™ d™ y se obtuvo a una concentracién
de NaCl de 0,025 g L™, valor que corresponde al del medio de cultivo de Bold. Los menores
valores de productividad de lipidos se alcanzaron a la concentracion mas baja (0,005 g L™) y
més alta (0,1 g L) de NaCl ensayadas. Con base en lo anterior, los siguientes experimentos

se realizaron utilizando una concentracién de NaCl de 0,025 g L™.

Efecto de la temperatura sobre el crecimiento celular, consumo de nitrato y produccion
de lipidos

Los perfiles de crecimiento celular de Nannochloropsis sp. a 21 y 30 °C se muestran en

la figura 3.
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Fig. 3 Efecto de la temperatura sobre el crecimiento de Nannochloropsis sp.

Se evidencian diferencias notables en el crecimiento de la microalga a las temperaturas
ensayadas. A una temperatura de 21 °C se alcanz6 una concentracion de biomasa final de
0,54 g L™, mientras que a 30 °C apenas se obtuvo 0,29 g L™ a los 23 dfas de incubacion.

La velocidad especifica maxima de crecimiento de Nannochloropsis sp. fue mucho mayor a
una temperatura de 21 °C en comparacion con la obtenida a 30 °C y, en consecuencia, el
tiempo de duplicacion de la microalga a esta Gltima temperatura fue aproximadamente 74,5 %
superior con respecto a la de 21 °C. La productividad maxima de biomasa alcanzada a 21 °C
fue 91,66 % superior a la obtenida a 30 °C (tabla 3).
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Los resultados anteriores concuerdan con lo reportado en la literatura para Nannochloropsis

oculata, en donde el crecimiento celular de la microalga se favorecio a 20 °C /11/.

Tabla 3. Parametros de crecimiento celular, consumo de
nitrato y produccion de lipidos por Nannochloropsis sp.
a distintas temperaturas

Temperatura (°C) 21 30
Hmax (™) 0,150 0,086
Tiempo de duplicacién (d) 4,62 8,06
Productividad maxima de biomasa | 0,023 0,012
(gL™d?
Eficiencia de consumo de nitrato 100 100
(%)
Velocidad de consumo de nitrato 16,67 11,90
(mgL*d?)

Rendimiento lipidico (%0) 30,72 31,75
Productividad de lipidos (mg L*d™) | 6,95 3,83

El nitrato se agotd a los 15 dias de incubacion cuando la microalga se cultivo a 21 °C; en
contraste, se requirieron 23 dias de cultivo para que se consumiera totalmente la fuente de

nitrégeno a la temperatura de 30 °C (figura 4).
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Fig. 4 Efecto de la temperatura sobre el consumo de nitrato
por Nannochloropsis sp.
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Aun cuando la eficiencia global de consumo de nitrato fue del 100 % a las dos temperaturas
ensayadas, la velocidad volumétrica de consumo alcanzada a 21 °C fue significativamente

superior a la lograda a 30 °C (tabla 3).

La temperatura de crecimiento también afecta la composicion bioquimica de las células. Para
el caso de microalgas como Nannochloropsis, Chlorella o Scenedesmus, se ha encontrado que
temperaturas entre 20 y 25 °C son Optimas para la produccion de lipidos, mientras que
temperaturas superiores reducen sensiblemente la cantidad de lipidos producidos /23/.

Es de notarse que a las dos temperaturas ensayadas en el presente trabajo, el contenido de
lipidos de Nannochloropsis sp. fue semejante (30,72-31,75 %); sin embargo, la productividad
de lipidos fue mucho mayor a la temperatura de 21 °C (6,95 mg L™ d™); ello se debi6 a que la

productividad de biomasa a dicha temperatura fue mayor que a 30 °C.

Es conveniente mencionar que la productividad de lipidos esta directamente relacionada con
la productividad de biomasa y con el rendimiento de lipidos /1/. El analisis de varianza de una
via corroboré que existe diferencia significativa entre las productividades de lipidos obtenidas
a 21y 30°C (P < 0,05). Sobre la base de estos resultados, los siguientes experimentos se

realizaron a 21 °C.

Los resultados anteriores coinciden con lo encontrado en algunas microalgas dulceacuicolas,

tal como Scenedesmus sp. LX1, la cual exhibe mayor productividad de lipidos a 20 °C /23/.

Efecto del fotoperiodo sobre el crecimiento celular, consumo de nitrato y produccion
de lipidos

La variacion de la concentracion de biomasa de Nannochloropsis sp. con respecto al tiempo
de incubacion a los tres fotoperiodos evaluados se muestra en la figura 5.

Se encontrod que la concentracion de biomasa aumentd con el nimero de horas de exposicion a
la luz. Cuando la microalga se expuso continuamente a la luz (24 h), se alcanzé la mayor

concentracion de biomasa al final del experimento, con un valor de 0,96 g L™, mientras que se
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obtuvieron 0,54 y 0,07 g de biomasa L™ cuando se aplicaron 16 y 12 h de luz,
respectivamente.
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Fig. 5 Efecto del fotoperiodo sobre el crecimiento de Nannochloropsis sp.

En consecuencia, la velocidad especifica maxima de crecimiento y la productividad méaxima
de biomasa aumentaron y el tiempo de duplicacién de la microalga disminuy6é con el
incremento en el nimero de horas de exposicion a la luz (tabla 4). Estos resultados indican
que los cultivos de Nannochloropsis sp. estuvieron limitados por luz cuando se utilizaron
fotoperiodos de 16 h de luz y 8 de oscuridad, y de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

Tabla 4. Pardmetros de crecimiento celular, consumo de
nitrato y produccion de lipidos por Nannochloropsis sp.
a diferentes fotoperiodos

Fotoperiodo 12:12 | 16:8 | 24:0
(Horas luz:oscuridad)
Mmax (d7) 0,087 | 0,150 | 0,230
Tiempo de duplicacion (d) 7,97 | 462 | 3,00
Productividad méaxima de biomasa 0,006 | 0,023 | 0,041
(gL*d")

Eficiencia de consumo de nitrato (%) 97,31 | 100 | 97,95
Velocidad de consumo de nitrato 10,57 | 11,90 | 10,64

(mgL"d?)
Rendimiento lipidico (%) 11,00 | 30,72 | 15,99
Productividad de lipidos (mg L™ d™) 0,27 | 6,95 | 6,54
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En los primeros ocho dias de incubacion, la velocidad de consumo de nitrato se incremento
con el aumento en el numero de horas luz (figura 6); sin embargo, la eficiencia global y la
velocidad volumétrica global de consumo de nitrato fueron ligeramente superiores en el
fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 h de oscuridad (tabla 4).
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Fig. 6 Efecto del fotoperiodo sobre el consumo de nitrato por
Nannochloropsis sp.

El mayor rendimiento y productividad de lipidos de Nannochloropsis sp. se encontré a un
fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Aun cuando Nannochloropsis sp. acumuld
menor cantidad de lipidos al cultivarse con un fotoperiodo de 24 h de luz que con 16 h de luz
y 8 h de oscuridad (tabla 4), la productividad de lipidos alcanzada en ambos fotoperiodos fue
similar; esto se debe a que en el fotoperiodo de 24 h de luz se obtuvo la mayor productividad

de biomasa.

Los resultados anteriores muestran claramente que el crecimiento celular y la produccién de
lipidos por Nannochloropsis sp. dependen de la salinidad (NaCl) del medio de cultivo,

temperatura y fotoperiodo que se utilicen durante el cultivo de la microalga.

Efecto de la concentracion de NaCl, temperatura y fotoperiodo sobre la composicion de
acidos grasos de Nannochloropsis sp.

En la tabla 5 se muestran los acidos grasos detectados en los lipidos extraidos de la microalga

una vez que se llevé a cabo la reaccion de transesterificacion.
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A todas las concentraciones de NaCl ensayadas, el &cido palmitico y oleico estuvieron

presentes en los lipidos de la microalga (tabla 5).

Tabla 5. Perfil de &cidos grasos de Nannochloropsis sp. a las diferentes

condiciones ambientales evaluadas

Acido graso (%)

Experimentos

la 2a 3a 4a | *Control | 1b 1c 2c
Acido miristico Cl14:0| 0,71 | 0,72 | ND | 0,11 0,17 0,25 | ND ND
Acido palmitico C16:0 | 29,72 | 28,69 | 25,05 | 20,10 30,31 43,88 | 25,86 | 51,37
Acido Cl16:1 | ND ND | 7,86 | 7,57 ND ND | 557 | 3,32
7-palmitoleico
Acido palmitoleico | C16:1 | ND ND | 3,81 | 2,29 1,21 ND | 1,13 | ND
Acido 7,10- Cl6:2 | 2,29 | 258 | 243 | 2,11 3,62 103 | 3,03 | 1,31
hexadecadienoico
Acido 7,10,13- C16:3| 6,31 | 573 | ND ND 8,46 ND ND ND
hexadecatrienoico
Acido 4,7,10,13- C16:4 | ND ND ND | 19,69 ND ND ND ND
hexadecatetraenoico
Acido esteérico C180| 6,48 | 838 | 1,28 | 1,06 1,60 6,63 | 0,76 | 3,88
Acido oleico C18:1|21,11| 20,58 | 0,3 0,15 25,57 28,13 | 41,60 | 30,74
Acido vaccénico C18:1 | ND ND ND ND ND 5,49 ND ND
Acido linoleico C18:2 | 10,84 | 11,53 | 14,41 | 15,80 14,71 8,07 | 14,81 | 7,65
Acido linolénico C18:3 | 13,50 | 11,94 | 25,71 | 27,08 ND ND ND ND
Acido araquidonico | C20:4 | 7,77 1,33 | 19,44 | 4,04 1,28 ND 0,86 ND
Acido behénico C22:0| ND ND ND ND ND 3,53 ND ND
Acido C22:6| ND | 6,97 | ND | ND 11,84 | 299 | 6,39 | 1,73
docosahexanoico
Acido lignocérico | C24:0 | 0,74 | 0,66 | ND ND 1,25 ND ND ND
Acido nervénico C24:1 | ND 0,39 ND ND ND ND ND ND
Acido cer6tico C26:0| 054 | 050 | ND | ND ND ND | ND | ND
Acidos grasos
_satu rados 38,19 | 38,96 | 26,34 | 21,27 33,32 54,30 | 26,62 | 55,25
Acidos grasos
monoinsaturados 21,11 | 20,97 | 11,67 | 10,00 26,77 33,62 | 48,30 | 34,06
Acidos grasos
polinsaturados 40,71 | 40,07 | 62,00 | 68,72 39,91 12,09 | 25,08 | 10,69

a: Efecto de la concentracion de NaCl [g L'l]; 1:0,005; 2:0,012 5; 3:0,05; 4:0,1; b: Efecto de la temperatura (°C);
1:30; c: Efecto del fotoperiodo (h); 1: 12:12 , 2: 24:0. *Control: 0,025 g L™ NaCl, 21 °C y 16:8 h. ND: No detectado.
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El &cido oleico es el principal componente del biodiésel y es un importante indicador de la
calidad del mismo. Se ha informado que los aceites ricos en acido oleico son adecuados para
la elaboracion de combustibles, ya que se obtiene una adecuada estabilidad oxidativa,
lubricidad, calor de combustion, calidad de ignicion y una baja viscosidad. Debido a lo
anterior, es deseable que la productividad de acido oleico sea alta. Asimismo, el acido
palmitico, al ser un acido graso saturado de cadena larga, le imparte al biodiésel mayor

namero de cetano y, por lo tanto, mayor estabilidad oxidativa.

Se observé que, en general, la concentracion de NaCl no influyd considerablemente en el tipo
de &cidos grasos presentes en los lipidos, pero si en la concentracion de los mismos. La
concentracion de &cidos grasos saturados y monoinsaturados se incrementd a bajas
concentraciones de NaCl (0,005 y 0,012 5 g L™) y la de 4cidos grasos polinsaturados aumentd
a altas concentraciones de la sal (0,05 y 0,1 g L™). Altas concentraciones de acidos grasos
polinsaturados no son convenientes para la elaboracion de biodiésel porque afectan de manera

negativa su estabilidad oxidativa.

Se ha reportado que la composicion de &cidos grasos de Dunaliella es afectada por la
salinidad del medio de cultivo. Con esta microalga se encontrd que el incremento de la
concentracion de NaCl de 0,4 a 4 M provoc6 un aumento en el contenido de acidos grasos

saturados y monoinsaturados y un decremento en el de &cidos grasos polinsaturados /24/.

En el presente trabajo se encontré que a una concentracién de NaCl de 0,025 g L™,
correspondiente a la del medio basal de Bold (control), se tiene un balance adecuado de
acidos grasos saturados y monoinsaturados, asi como un contenido apropiado de acido

palmitico y oleico.

Respecto al efecto de la temperatura sobre la composicion de acidos grasos de los lipidos de
Nannochloropsis sp. se encontro que se incremento significativamente el contenido de acidos
grasos saturados y en menor proporcion el de acidos grasos monoinsaturados cuando la
microalga se cultivo a 30 °C. Aun cuando es deseable que el biodiésel contenga &cidos grasos

saturados y monoinsaturados, puesto que le confieren estabilidad oxidativa y un nimero de
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cetano alto, una alta concentracion de &cidos grasos saturados compromete las propiedades de
flujo del biodiésel a bajas temperaturas /25/. En base a lo anterior, una temperatura de 30 °C
no es conveniente para la produccion de biodiésel a partir del aceite de Nannochloropsis sp.

En la tabla 5 también se muestra la composicion de &cidos grasos obtenida para los
fotoperiodos ensayados. Se evidencia que en el cultivo expuesto a un mayor tiempo de
iluminaciéon se sintetiz6 mayor cantidad de acidos grasos saturados, con un valor de
aproximadamente 55,25 %, porcentaje que en su mayoria se debe al &cido palmitico. En
contraste, el cultivo expuesto a menor tiempo de iluminacién presentd un menor contenido de
acidos grasos saturados, pero mayores niveles de acidos grasos monoinsaturados, como el
acido oleico. Estos resultados son congruentes con el hecho de que en la fase oscura de la
fotosintesis es donde se favorece la sintesis de &cidos grasos insaturados /26/. Aun cuando en
el fotoperiodo de 24 h de luz se alcanzd una alta concentracién y productividad de biomasa,
asi como una alta productividad de lipidos, el contenido de acidos grasos saturados es muy
alto. Asimismo, resulta conveniente tomar en cuenta que las microalgas son organismos
fotosintéticos que requieren de periodos de luz y oscuridad para que sus actividades
metabolicas ocurran en forma sincronizada y adecuada durante largos periodos. Desde el
punto de vista de viabilidad econdmica y financiera también es conveniente operar los
fotobiorreactores con periodos de luz y oscuridad, ya que los costos de iluminacion impactan

negativamente en la economia del proceso de produccion.

Teniendo en cuenta el perfil de acidos grasos (balance aceptable de &cidos grasos saturados y
monoinsaturados, asi como un contenido conveniente de acido oleico y palmitico) y la
productividad de lipidos, el fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad resulta mas
ventajoso para la produccion de biodiésel a partir de los lipidos de Nannochloropsis sp.

Estimacion de algunas propiedades del biodiésel

Se sabe que las propiedades importantes del biodiésel, tales como la densidad, viscosidad,
numero de cetano, estabilidad oxidativa, propiedades de flujo en frio, calor de combustion,
entre otras, dependen directamente de la composicion de los acidos grasos que se encuentran
en el aceite microalgal. Para la obtencion de biodiésel de buena calidad es necesario verificar

que el aceite utilizado como materia prima contenga acidos grasos de cadena larga con un
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bajo grado de insaturacion (preferentemente &cidos palmitico, oleico y miristico), que
permitan disminuir las emisiones toxicas y mejorar las propiedades del biocombustible sin
comprometer sus caracteristicas de flujo, viscosidad y lubricidad. En cuanto a los acidos
grasos polinsaturados, la norma europea EN 14214 limita el contenido de acido linolénico y

de los acidos grasos con cuatro enlaces dobles o mas a 12 % y 1 %, respectivamente /27/.

En la tabla 6 se muestran las principales propiedades de los biodiésel obtenidos a partir de los
lipidos de Nannochloropsis sp., y se comparan con lo establecido por la European Union
Standards EN 14214 y la American Standards for Testing Materials ASTM 6751.

Se aprecia que, en general, el biodiésel obtenido bajo todas las condiciones ambientales

ensayadas cumple con las especificaciones de alguna de las normas establecidas.

Tabla 6. Propiedades de los biodiésel obtenidos a partir de los lipidos de
Nannochloropsis sp.

Propiedad Experimentos EN ASTM
la | 2a | 3a | 4a |*Control | 1b 1c 2c | 14214:2008 | D 6751
Densidada%S °C | 885 | 885 | 892 | 897 887 875 | 882 | 875 860-900 ND
(kgm™)
Viscosidad 3,19 13,19 | 2,55 | 2,46 2,71 3,68 | 3,06 |3,75| 3,50-5,00 |1,9-6,0
cinematica a
40 °C
(mm®s™)
Poder calorifico | 41 | 41 | 41 | 41 41 41 41 41 35 ND
(MJ kg™
NUmero de cetano| 59 | 61 | 49 | 46 61 72 63 71 Min.51 | Min. 47
Estabilidad 7 8 6 5 11 17 11 18 Min. 6 Min. 3
oxidativa a
110 °C (h)
Punto de nube (°C)|10,64 10,10/ 8,18 | 5,58 | 10,95 |[18,09| 8,61 |22,03| Especifico faie
por pais
Punto de fluidez | 4,73 | 4,14 | 2,06 |-0,76| 5,07 |12,82| 2,52 (17,09 ND ND
¢C)
Punto de 20,64(32,35+11,43+12,79] -9,46 |21,57|-14,63 | 4,57 Variable ND
obstruccion del
filtro en frio (°C)
Porcentaje de 4cido|13,50(11,94|25,71 27,08 - - - - Max. 12 ND
linolénico

a: Efecto de la concentracién de NaCl [g L™]; 1: 0,005, 2: 0,012 5, 3: 0,05, 4: 0,1; b: Efecto de la
temperatura (°C); 1:30; c: Efecto del fotoperiodo (h); 1: 12:12 , 2: 24:0, *Control: 0,025 g L™ NaCl, 21 °C
y 16:8 h. ** Las propiedades a bajas temperaturas no se especifican, deben ser acordadas entre el
proveedor del combustible y el comprador, ND: no determinado.
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Cuando se utilizé una temperatura de 30 °C y un fotoperiodo de 24:0 h, la densidad fue menor
que la que presento el control, caso contrario en los valores de viscosidad cinematica, pues los
obtenidos a las condiciones mencionadas fueron mayores que las del control; esto podria ser
debido a un mayor contenido de acidos grasos saturados /3/. El poder calorifico del biodiésel
obtenido en todas las condiciones ambientales ensayadas fue de 41 MJ kg*, el cual es

superior al valor minimo sugerido por la norma EN 14214.

El nimero de cetano de los biodiésel obtenidos en la mayoria de las condiciones ambientales
cumple con lo establecido en las normas europea y americana, con excepcién de los
producidos cuando se utilizaron las concentraciones mas altas de NaCl, lo cual podria deberse
a la mayor proporcion de &cidos grasos polinsaturados de los aceites obtenidos en estas

condiciones.

Asimismo, el alto contenido de acidos grasos polinsaturados de los aceites obtenidos a las
concentraciones mas altas de NaCl también repercutié de forma adversa en la estabilidad
oxidativa de los biodiésel producidos en dichas condiciones, por lo que se consideran mas
susceptibles a oxidarse durante el almacenamiento.

Los mayores valores de estabilidad oxidativa se obtuvieron con los biodiésel obtenidos a
21 °C y 0,025 g NaCl L™ (experimento control), a 30 °C, en el fotoperiodo de 24 h de luz;
ello se debe al contenido bajo de &cidos grasos polinsaturados de los lipidos.

Por otra parte, los limites de las propiedades de flujo a bajas temperaturas (punto de nube,
punto de fluidez y punto de obstruccion del filtro en frio) no estan establecidos en las normas,
debido a que dependen de la temporada estacional y ubicacion geografica del pais donde se
produzca y utilice el biodiésel. Por ejemplo, en Espafa el punto de obstruccion del filtro en
frio es aceptado como 0 °C en verano y -10 °C en invierno /27/. En las condiciones
ambientales ensayadas en el presente trabajo, los biodiésel que entran en las especificaciones
para Espafia son los obtenidos en el fotoperiodo de 12:12 h y a las concentraciones mas altas
de NaCl, ademéas del control, en las que se obtuvo un valor negativo para el punto de
obstruccion del filtro en frio, el cual representa la temperatura mas baja en la que un

combustible tendra problemas para la libre circulacion en el motor. Esto es importante, ya que
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en los paises de clima templado frio un punto de obstruccion del filtro en frio alto causa una

obstruccion de los motores de los vehiculos con mayor facilidad.

Por ultimo, la norma europea establece que el limite m&ximo de acido linolénico debe ser
menor a 12 %. Las Unicas condiciones ambientales en las que los biodiésel no cumplen con

este criterio es a concentraciones de NaCl mayores que el experimento control (> 12 %).

Lo anterior muestra que las propiedades del biodiésel producido a partir de los lipidos de
Nannochloropsis sp. cumplen, en general, con las especificaciones internacionales. Sin
embargo, las condiciones ambientales de cultivo de la microalga en las que se obtiene un
balance adecuado entre el crecimiento de la microalga, productividad de lipidos y calidad

adecuada del biodiésel es a una concentracién de NaCl de 0,025 g L™, 21 °C y 16:8 h.

e Conclusiones

Las condiciones ambientales adecuadas para obtener un balance adecuado entre productividad
de biomasa, productividad de lipidos y perfil de &cidos grasos para la elaboracién de biodiésel
a partir de Nannochloropsis sp. son: concentracién de NaCl de 0,025 g L™, temperatura de
21 °C y un fotoperiodo de 16:8 h. Con estas condiciones se tienen las propiedades de
biodiésel que cumplen con los limites establecidos por los estandares internacionales ASTM
D 6751y EN 14214,

Ademas, el perfil de &cidos grasos de Nannochloropsis sp. exhibe un alto contenido de acidos
palmitico y oleico, lo cual es un indicador del potencial de esta microalga para la elaboracion

de un biocombustible de alta calidad.
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