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Proyecto de Investigacién
La Alternativa a la "Alternativa”
Produccién de biodiesel ecolégico a partir de Scenedesmus
quadricauda

1. INTRODUCCION

El descubrimiento y el empleo de los combustibles fésiles produjo un cambio revolucionario en
las tecnologias de produccion aplicadas por el hombre. Comenzaron a emplearse a partir de la
Revolucién Industrial y su uso se ha incrementado sensiblemente.

Si bien esto permitié un desarrollo productivo nunca antes conocido en la historia del hombre,
también produjo un alto impacto negativo sobre el medio ambiente. La combustién de este tipo
de combustibles genera emisiones de gases tales como didxido de carbono, monéxido de
carbono y otros gases que han contribuido y aun contribuyen a generar y potenciar el efecto
invernadero, la lluvia acida, la contaminacion del aire, suelo y agua. Los efectos contaminantes no
s6lo estan vinculados a su combustidn sino también al transporte (derrames de petréleo) y a los
subproductos que originan (hidrocarburos y derivados toxicos). La situacion se agrava cuando se
considera la creciente demanda de energia, bienes y servicios, debido al incremento de la
poblacién mundial y las pautas de consumo.

Constantemente en nuestro mundo actual se hace referencia a una inminente crisis energética
como consecuencia de una escasez cada vez mayor de combustibles fosiles. Estos recursos
resultan invaluables para nuestra sociedad pues dependemos continuamente de los mismos en
numerosos aspectos de nuestras vidas. Esta dependencia ha llevado a que ante esta escasez se
produjera un aumento de la cotizacion de los combustibles existentes, generando un
consecuente encarecimiento de las industrias derivadas, los servicios y las manufacturas que
dependen de los mismos.

Pero esta preocupacion no es una nueva. Hasta tal grado fue este un interés vital para los paises
desarrollados que llegaron a recurrir a conflictos armados con el fin de apropiarse de estos
recursos irreemplazables en nuestra concepcion.

Por otra parte, esta crisis desencaden6é una busqueda de combustibles alternativos,
encontrandose el biocombustible como una solucion altamente viable. Sin embargo, la
elaboracion de combustible a partir de las plantas oleaginosas trae aparejada una secuela no
buscada que puede ser la causante de una catastrofe mayor: la escasez de alimentos en el
mundo debido a la utilizacidon de las tierras para cultivar plantas aptas para la generacion de
biocombustible en lugar de cereales u otros alimentos capaces de paliar el hambre.

Esto nos enfrenta a un grave dilema moral, ya que si bien la solucion légica (entre otras) a
problematicas tales como el calentamiento global o la escasez de combustibles es la produccién
de biocombustibles, esta trae aparejado la tala indiscriminada de zonas forestales y selvaticas
para destinar las tierras a plantaciones, reduciendo los “pulmones verdes” del planeta, fuentes de
oxigeno, un agotamiento y destruccién del suelo como consecuencia del monocultivo, puesto
que no se realiza la rotacidbn necesaria para preservar los nutrientes de la tierra v,
fundamentalmente, un aumento en la utilizacién de tierras cultivadas con vegetales Utiles a tal
fin, pero en detrimento de la funcion principal que debiera tener el suelo: generar alimentos para
la poblacidon mundial.

¢Cudl es, entonces, la alternativa a esta alternativa? Concreciones a estudios encuentran viable la
generacion de biodiesel a partir de algas unicelulares a fin de sobrellevar esta crisis alimentaria.

Las microalgas pueden convertirse en muy corto plazo en la principal y mas importante materia
prima para la produccién de biocombustibles, dado que algunas producen almidén capaz de ser
convertido en etanol (requerido en el proceso de obtencion de biodiesel) y otras producen aceite
gue se puede transformar en biodiesel, y, a su vez, esta alternativa presenta sus especificas
ventajas frente al cultivo de plantas oleaginosas:

- Contribuye a la preservacion del medio ambiente al absorber enormes cantidades de dioxido
de carbono. No se produciria un aumento de la concentracion de didxido de carbono en la
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atmosfera si se regula su produccién y consumo, ya que las microalgas utilizan eficientemente un
90% o mas del diéxido de carbono que les es inyectado.

- Cada pais podria autoabastecerse y se romperia la dependencia actual de los paises
productores de petrdleo.

- No existiria competencia con otras materias primas destinadas a la alimentacion debido a que
el cultivo de microalgas no requiere de tierra productiva. El mismo puede ser llevado a cabo bajo
condiciones agro-climaticas dificiles, con lo cual se deja una mayor superficie libre para la
produccién de alimentos.

- La productividad es ampliamente mayor en el caso de las microalgas, debido a que, en
condiciones favorables, pueden duplicar su masa en cuestion de horas. Asi, mientras que una
hectarea de soja produce unos 500 litros de biodiesel y una de palma algo méas de 5.000 litros al
afo, una hectarea de algas puede llegar a producir mas de 40.000 litros de biocombustible al
aho; ademas, las microalgas, a diferencia de los cultivos agroenergéticos tradicionales, se recogen
a diario.

- Se obtiene un biodiesel de excelente calidad.

Es en base a las problematicas mencionadas anteriormente y a las evidentes ventajas que supone
el cultivo de microalgas que surge este proyecto de investigacion, a fin de comprobar la
viabilidad del cultivo de las mismas para produccién de biodiesel.

En el presente trabajo se utilizara el alga unicelular Scenedesmus quadricauda, perteneciente a la
clase Chlorophyceae (algas verdes). Si bien ésta no es una especie de una gran productividad
lipidica, presenta una gran resistencia frente a organismos capaces de competir con la misma
para desarrollarse, y competitividad, resistencia a bacterias.

De esta manera se obtendra finalmente el aceite capaz de ser transformado en biodiesel y se
evaluard la viabilidad de esta alternativa a la produccion de combustibles fésiles y
biocombustibles en base a cultivos oleaginosos, en este mundo que nos exige reaccionemos lo
antes posible para evitar catastrofes que luego seran irremediables.

1.1 Microalgas

1.1 A Concepto y Caracteristicas

El término algas abarca un conjunto heterogéneo de plantas simples de gran diversidad en
tamafio, pigmentacion, mecanismo de reproduccion, composicidn, y habitat. Clasicamente, las
algas han sido asignadas a la mas baja division del reino vegetal, la divisién Thallophyta,
distinguido de los grupos de plantas mayores por su falta de diferenciacién en tallos y hojas.
Pero esta no es una distincion completamente satisfactoria; sin embargo, destaca correctamente
el relativo bajo nivel de especializacion celular caracteristica del grupo.

El estudio botanico de las algas se ha preocupado principalmente por los problemas descriptivos
sobre la morfologia, mecanismos de reproduccién, clasificacion sistematica, y ecologia. El mas
reciente sistema de clasificacion, que se basa en siete grandes divisiones, se ha resumido y se
presenta en el siguiente cuadro:

Division Pigmentacion * Otras caracteristicas
Unicelulares, multicelulares, algunos
Chlorophyta | Verde pasto macroscopicos; pared celular de celulosa y
pectina

Unicelulares, moviles; carentes de pared

Euglenophyta | Verde pasto celular

Microscépicas, la mayoria unicelular;
incluye el gran grupo de las diatomeas,
que poseen una pared celular que
contiene silice

Verde amarillenta a marrén dorado;
Chrysophyta | xantofilas y carotenos pueden
cubrir la clorofila

Verde amarillenta a marréon oscuro; | Unicelulares, moviles; pared celular de

Pyrrophyta predominan las xantofilas celulosa
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Verde oliva a marron oscuro;
Phaeophyta | predomina la fuco-xantofila y otras
xantofilas

Principalmente macroscopicas y marinas;
pared celular de celulosa y pectina

Multicelulares pero usualmente

Verde azulada; ficocianina microscopicas; algunas de sus formas se
vuelven unicelulares en medio turbulento,
generalmente con una vaina gelatinosa

Cyanophyta

En su mayoria macroscépicas; marinas;

Rhodophyta | Roja; ficocianina, ficoeritrina ;
parece celular de celulosa y pectina

? Clorofila, carotenos y xantofilas presentes en todas las divisiones

Este cuadro tiene en cuenta los siguientes criterios para llegar a esta clasificacién:
1. Pigmentos fotosintetizadotes.

2. Estructura del cloroplasto.

3. Naturaleza quimica de la pared celular.

4. Naturaleza quimica y almacenamiento de los productos de reserva.

5. Caracteristicas asociadas al aparato flagelar.

6. Caracteristicas citoldgicas.

Las algas son organismos generalmente acuaticos, aunque un nimero de formas son habitantes
normales del suelo y algunas especies se han adaptado a habitats poco comunes. Se encuentran
en forma abundante en rios y mares, pero cada especie se limita a uno u otro entorno. Su
distribucion es muy dispersa; pocas especies son endémicas a una region geografica
determinada.

Al igual que las de otras plantas verdes, las células de alga suelen contener un ndcleo, uno o mas
cloroplastos, y otras estructuras poco definidas, suspendidas en un citoplasma liquido o
semisolido. Los pigmentos de clorofila y carotenoides se localizan en los cloroplastos. (Una
excepcion a esta disposicion se produce en las algas verde-azuladas [Cyanophyta], en las que no
hay presencia de un nucleo u organizacion de cloroplastos.) La capa exterior del citoplasma se
encuentra limitada por una membrana plasmatica con caracteristicas distintivas de
permeabilidad que varian ampliamente entre especies. La célula se encuentra rodeada
generalmente por una vaina o una pared celular y, a menudo, embebida en una capa gelatinosa
de materiales similares a la pectina, de espesor variable. En algunas formas, la motilidad es
proporcionada por el accionamiento de uno o dos flagelos, similares a un pelo.

Muchas algas son unicelulares. En otros casos, las células permanecen unidas en una
organizacion colonial. Una colonia puede ser todavia de tamafio microscdpico. En otros casos, la
colonia puede adoptar la forma de una masa macroscopica o de un largo filamento.

La reproduccion sexual, con los cambios ciclicos que marcan la transicién de una generacion a la
siguiente, se lleva a cabo en muchas algas. Otras, como por ejemplo, la microalga verde-azulada,
Chroococcus, se limitan a los tipos de reproduccion asexual, tales como la fision binaria, la
division de una célula en dos células aproximadamente iguales. Entre las variaciones de la
reproduccién asexual se encuentra la produccion de autosporas como en Chlorella o
Scenedesmus; aqui una célula de gran tamafio rompe su pared celular, liberando numerosas
células pequenias.

Factores que intervienen en el crecimiento de microalgas

Muchos factores contribuyen para el desarrollo 6ptimo de los cultivos de microalgas, algunos de
éstos afectan las caracteristicas del crecimiento.

- Los recipientes de cultivo mas cominmente usados son de materiales no tdxicos como las cajas
de Petri, matraces Erlenmeyer, matraces Ferenback, carboys o garrafas, etc, adecuados para
cultivos de laboratorio. Para cultivos a gran escala los recipientes de plastico, madera y concreto
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son los mas recomendables, incluyendo los estanques rusticos en areas rurales son los sistemas
mas econémicos.

- En cultivos masivos, el flujo turbulento (aereacién) es un factor muy importante para la
homogenizacién de los nutrientes y para evitar la sedimentacién de las microalgas. Las
diatomeas suelen acumularse en lugares donde el agua no se mezcla, esto también depende de
la forma del recipiente de cultivo que cuando no es adecuado retarda el crecimiento. A su vez,
en el caso en que se suministre la luz en forma continua, el flujo se encargara de brindar ciclos
rapidos de exposicion-no exposicion, de manera que la microalga pueda realizar la respiracion
celular.

- Otro factor importante es la penetracién de la luz en el cultivo; en los cultivos masivos la
profundidad es tan grande que la intensidad de la luz incidente no es suficiente para la
fotosintesis, hasta el fondo del tanque. En los cultivos masivos a la intemperie la penetracion de
la luz es més efectiva, pero se debe reducir la intensidad de la luz fuerte, cubriendo estos
estanques con una malla. En cultivos a gran escala es recomendable la inyeccion de CO, (5.0%)
para contribuir al proceso fotosintético.

- Para muchas especies de Diatomeas la temperatura éptima oscila entre los 15 y 20°C, pocas
especies de esta familia crecen a mas de 28°C, las cloroficeas pueden soportar altas temperaturas;
un ejemplo es el cultivo masivo a la intemperie de Chlorella saccharophila, cuyas temperaturas
oscilan entre 12.5 - 30°C.

- El crecimiento y la division celular son afectados por la intensidad de la luz y el fotoperiodo
(horas de iluminacién y oscuridad) en relacién también a la temperatura, por ejemplo en
Diatomeas a 20°C y 1,000 lux se obtiene un crecimiento favorable.

Caracteristicas de algunas especies de algas unicelulares (Coll-Morales J., 1983)

Género Ciclo Temperatura éptima Diametro medio
Eﬁgﬁiﬂiﬁﬁﬂgﬂ@ 10 h 25°C 10.4p
Skeletonema (diatomea) 13.1h 18°C >20u
Dunaliella (cloroficea) 24 h 16°C 17.8u
Chlorella (cloroficea) 7.7 h 25°C Su
Tetraselmis (cloroficea) 18 h 18°C 18.4u
Monochrysis (crisoficea) 153 h 20-25°C 10u
Isochrysis (crisoficea) 30.2 h 20°C 10.2u

Requerimientos principales de los cultivos de microalgas

Requerimiento Compuesto quimico Valor
Luz 2,000 — 4,000 lux
Temperatura 20 - 28°C
Fisico Salinidad 0.37%o0

pH 55-7.5
Redox

Nutritivo | C CO,, CO, g/100 ml
O, H O,H,0 g/100 ml
N N, NH,*, NO, g/100 ml
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P PO, g/100 ml

S SO, g/100 ml
Na, K, Ca, Mg Sales g/100 ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, Si Sales mg/100 ml
Cu, Co, Cl, I, Sr, Rb, Al, Sales ug/100 ml
etc.

Vitaminas B12, tiamina, biotina pg/100 ml

En esta tabla se exponen los requerimientos principales de los cultivos de microalgas y sus
valores aproximados. En cada caso habrd que estudiar los requerimientos particulares de la
especie y de la variedad que se vaya a cultivar en las condiciones concretas de cultivo que se van
a utilizar, por lo que estos datos son solo orientacién (Kinne, 1979).

El fotoperiodo es un factor que regula la divisiéon celular, en diatomeas la reproduccion asexual
(division) ocurre durante el periodo de luz y éste es acelerado bajo iluminacién continua. En
contraste las especies formadoras de auxosporas (esporas sexuales), dan lugar a células del
mismo tamafo y esto ocurre en el periodo de oscuridad. Por lo tanto, el periodo de iluminacion
puede ajustarse de acuerdo a los objetivos del cultivo: el fotoperiodo continuo (horas de
iluminaciéon prolongada) produce crecimientos rapidos, un fotoperiodo con horas de luz y
oscuridad semejante al fotoperiodo solar mantiene un crecimiento normal y saludable.

Ademas del control de los parametros antes mencionados es necesario considerar que para el
establecimiento de un sistema de produccién de alimento vivo es importante el dominio de las
técnicas de aislamiento, purificacion y mantenimiento de cepas, asi como el conocimiento de la
fisiologia, ciclo de vida, bioquimica, etc. de las especies para determinar su factibilidad de cultivo.

Nutrientes

Las microalgas se desarrollan y multiplican en relacién a las condiciones fisicoquimicas del medio.
En términos generales son los macronutrientes o factores limitantes del crecimiento el carbono,
Nitrégeno, Fosforo, Silicio, Magnesio y Potasio, que se requieren en cantidades relativamente
grandes, mientras que los llamados micronutrientes (Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc, Sodio,
Molibdeno, Cloro y Cobalto) se necesitan en menores cantidades.

Refiriéndonos a la fuente de Nitrogeno, la mas utilizada es la urea, puesto que ésta no genera
grandes desequilibrios de pH como si lo hacen otros compuestos, y, al mismo tiempo, trae
aparejado un aumento en la productividad del cultivo.

Existen otros medios que incluyen en su composicion sustancias organicas (vitaminas,
aminoacidos) necesarios para aquellas especies de microalgas Auxotrofas, es decir que no
sintetizan por medio de la fotosintesis este tipo de compuestos y resultan factores que pueden
limitar su crecimiento; tal es el caso de Platimonas, Chrysophytas y algunas Bacillariophyceas.

Ciclo de Vida - Crecimiento

En condiciones 6ptimas, sin contaminacion, las algas pueden desarrollarse de manera continua,
siendo capaces de replicar su poblacién en 24 horas. Sin embargo es necesario suministrar
periddicamente cultivos de algas al sistema cuando se lo realice a gran escala. En cuanto a su
crecimiento, se ha logrado llegar a la cifra de 50 gramos de materia seca por metro cubico
diariamente en condiciones favorables dentro de bioreactores.

1.1 B Aspectos sobre el cultivo de microalgas para obtencion de biodiesel

Es posible obtener bioaceite y biodiesel mediante el cultivo micro-algas. Se requieren microalgas
con alto contenido de aceite y de desarrollo rapido.

Las ventajas fundamentales de la utilizacion de microalgas:
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- No requieren suelos agricolas, al contrario de los cultivos terrestres.

- Su produccion de biomasa por unidad de superficie, es hasta 100 veces mayor que la de
cultivos agricolas.

- Su cultivo es posible en regiones templadas y célidas, asi como en desiertos y costas donde los
suelos no son adecuados para produccidon de alimentos (pueden cultivarse microalgas en
estanques poco profundos para que la luz pueda penetrar). Asi mismo, las microalgas pueden
cultivarse en fotoreactores que se mencionaran en este documento.

- Estanques: Los estanques se disefian de tal manera que dentro ellos sea posible hacer circular
agua y nutrientes constantemente, alrededor y conjuntamente con las microalgas. De tal manera
las microalgas se mantienen suspendidas en el agua y, con frecuencia regular, son traidas a la
superficie. Es decir, el agua y los nutrientes para las microalgas son suministrados
constantemente. El agua que contiene algas es recibida al otro lado del estanque. Es necesario
un sistema de “cosecha” para separar el agua de las algas que contienen aceite natural.

- Didxido de Carbono: La habilidad de los cultivos de microalgas para utilizar altos volimenes de
diéxido de carbono (CO,) es tan grande que, el desarrollo de esta tecnologia fue motivado con la
idea de mitigar las emisiones de gases de efecto invernadero, haciendo pasar el CO, proveniente
de procesos industriales y de generacion de energia eléctrica mediante cultivo de micro-algas.

- Para producir biodiesel no Unicamente se requiere el bioaceite, sino también alcohol (metanol
6 etanol) que constituye alrededor del 10% del volumen total en la produccién. Uno de los
métodos para producir alcohol es mediante hidrdlisis y fermentacion de celulosa vegetal.

- Lipidos y carbohidratos se encuentran normalmente almacenados en la biomasa de las células
de microalgas. En algunos casos, la composicion de los lipidos puede ser regulada mediante la
adicion o restriccion de algunos componentes en su dieta. Restringir las fuentes de nitrogeno o
silice, asi como de otros factores de estrés, puede incrementar la produccion total de lipidos.

- El tipo y cantidad de lipidos y carbohidratos producidos por microalgas se encuentran
relacionados frecuentemente a factores del medio ambiente como luz, temperatura,
concentracién de iones y PH. No es raro encontrar niveles de lipidos entre 20 y 40% de la materia
seca. En ocasiones los niveles de lipidos en micro-algas son extremadamente altos. En la especie
denominada Botryococcus, la concentracion de carbohidratos en materia seca puede exceder de
90% bajo ciertas condiciones.

- La cosecha y manejo de microalgas debe ser conveniente en procesos termoquimicos de
licuefaccién. Las microalgas pueden ser convertidas en materia aceitosa bajo la influencia de alta
temperatura y alta presion. Rendimientos entre 30 y 40% de aceite pesado son posibles de esta
forma. Este aceite puede convertirse en biodiesel mediante proceso de transesterificacion.

De tal manera, se presenta posibilidad para que el cultivo de micro-algas se efectle cerca de
refinerias y plantas industriales que generan el CO, que sirve como alimento a las microalgas. Los
estanques para cultivo de microalgas pueden ser altamente eficientes en la utilizacion de CO,.
Hasta 90% 6 mas del CO, inyectado en los estanques puede ser utilizado eficientemente por las
microalgas.

Las investigaciones sobre cultivos de microalgas se han centrado en:

- Selecciéon de cultivos e ingenieria genética para incrementar la cantidad de lipidos en las
microalgas.

- Manipulacion genética del mecanismo por el cual las microalgas cambian de su estado normal
crecimiento a la produccién de lipidos, a fin de mantener mejor produccién de ambos
(crecimiento y produccién de lipidos).

- Optimizar las caracteristicas de los lipidos producidos por micro-algas para convertirlos en
combustibles mediante hidro-procesos.

- Trabajar en conjunto con personal de refinerias de petréleo para mejorar el hidro-proceso, a
fin de convertir el aceite de micro-algas en diesel 6 gas-avién.
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- El mejoramiento de los procesos tecnoldgicos y disefios de sistemas integrados para el uso de
subproductos generados en el cultivo de microalgas, a fin de optimizar la relacién costo-
beneficio en los proyectos.

Contenido de lipidos en diversos tipos de algas

Clase % Lipidos (materia seca)
Scenedesmus sp. 12-40
Chlamydomonas sp. 21
Clorella sp. 14-22
Spirogyra sp 11-21
Dunaliella sp. 6-8
Euglena so. 14-20
Prymnesium sp. 22-38
Porphyridium sp. 9-14
Synechoccus sp. 11

Fuente: Morton Satin, Chief Agro-Industries and Post-Harvest Management Service.

Composicion % (base materia seca)

Alga Proteina | Carbohidratos | Lipido | Acido Nucleico
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14 3-6
Scenedesmus quadricauda 47 - 19 -
Scenedesmus dimorphus 8-1 21-52 16-40 -
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21 -
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22 4-5
Chlorella pyrenoidosa 57 2 2 -
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21 -
Dunaliella bioculata 49 4 8 -
Dunaliella salina 57 32 6 =
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20 -
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38 1-2
Tetraselmis maculata 52 15 3 -
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14 -
Spirulina platensis 46-63 8-14 4--9 2-5
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7 3-45
Synechoccus sp. 63 15 11 5
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7 -

Fuente: Becker (1994)
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Inversidon y Costos

Algunos autores estadounidenses estiman que la inversién por hectdrea con estanques podria
estar entre 40 mil y 60 mil dolares. En algunas propuestas estadounidenses se mencionan
estanques con superficie de 8 hectdreas cada uno. En algunos estudios estadounidenses, los
costos de operacion incluyendo retorno de la inversion se estiman entre 10mil y 15 mil délares
por hectarea/afo. Sin embargo estos datos no reflejan costos reales en condiciones de paises en
desarrollo donde los costos de operacion e inversién podrian ser menores.

Unidades de cultivo

Las algas, tanto microalgas como macroalgas, pueden ser cultivadas tanto en estanques abiertos
como en recipientes cerrados, llamados biorreactores o fotobiorreactores.

El objetivo de todos los biorreactores y de los estanques es aprovechar al maximo la radiacion
solar incidente, ya que en algunos casos la productividad es directamente proporcional a la
radiacion captada. A diferencia de en los estanques, en los fotobiorreactores es posible controlar
un gran numero de variables fisicas y quimicas.

Recientemente, la investigacién se centra principalmente en fotoreactores, en lugar de estanques
para produccidon de microalgas. La razén para este cambio estd relacionada con problemas
previos encontrados en estanques abiertos como: invasion de algas indeseables con baja
produccién; vulnerabilidad de las microalgas a fluctuaciones de temperatura; pérdida de
microalgas por evaporacion de agua en estanques, etc.

Tipo de cultivo a desarrollar

- Cultivo estatico: desarrollo del cultivo hasta fase de crecimiento exponencial y la utilizacion del
volumen total del mismo. Generalmente el uso de estos cultivos es para fines de bioensayo o
bien para transferencia a volUmenes mayores (ver la Figura 6, que ilustra la secuencia del cultivo).

- Cultivo continuo: de acuerdo a Kubitschek (1970), un cultivo continuo es un sistema de flujo en
el cual las células individuales estan suspendidas en un volumen constante en un estado de
equilibrio dindmico, establecido por una remocion de cultivo y adicion de medio nutritivo por
unidad de tiempo con tendencia al infinito. Se habla de una diferencia entre un cultivo
semicontinuo y un cultivo continuo. Al parecer ésto es incorrecto, ya que la diferencia estriba en
el nimero de periodos de remocion del cultivo y adicion del medio nutritivo y en los sistemas
continuos este periodo de remocién y adicion es generalmente automatico en aparatos llamados
turbidostatos y Quimiostatos.

Cuando se requiere de grandes cantidades de células a intervalos frecuentes para alimentar
especies en cultivo (peces, crustaceos, moluscos), los cultivos semicontinuos o continuos proveen
un gran numero con mayor consistencia en forma uniforme y constante. En estos cultivos es
importante determinar la concentracion 6ptima de los nutrientes por unidad de tiempo en
relacién a la tasa de dilucién o cosecha del cultivo. Cuando se establece el estadio de equilibrio
del sistema, la produccién es maxima. En las Figuras 7 y 8 se muestran dos ejemplos de cultivo
semicontinuo.

- Cultivo masivo: se considera cultivo masivo a aquellos que se utilizan como alimento vivo de
peces crustaceos y moluscos y cuya produccion es a gran escala en tanques u otros recipientes
de volumen no controlado.

Existen muchas alternativas para la producciéon de microalgas en cultivo masivo, desde la
utilizacion de tanques de plastico, madera, concreto hasta los estanques rusticos, asi como la
utilizacion de fertilizantes minerales de tipo agricola hasta una gran variedad de escretas de
ganado como fuentes de nutrientes.

En relacion a la utilizacién de luz artificial o natural, ésta dependera del tipo de infraestructura
con que se cuente.

El control de la temperatura sera necesario en relacién del tipo de microalga en cultivo y de la
region climatica en donde se establezca el mismo.
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Métodos de esterilizacion

Existen diferentes métodos para lograr las mejores condiciones de desarrollo de las microalgas,
libres de microorganismos contaminantes, tanto del aire como del agua. A continuacién se
describen brevemente los métodos mas comunes de esterilizacion que varian en los resultados
de eficiencia, costos y tiempo invertido.

1. Esterilizacion Quimica

- Hipoclorito de sodio: uno de los métodos mas comunes dentro de este tipo de esterilizacion,
es el uso del Hipoclorito de Sodio (Cloro comercial), resulta ser de bajo costo y brinda buenos
resultados para desinfectar recipientes de cultivo, material de cristaleria y ademas podemos
esterilizar el agua de mar con la que preparamos el medio de cultivo utilizando Tiosulfato de
Sodio.

- Formol: se recomienda su uso en los casos en que exista una contaminacién en las
instalaciones o laboratorio por hongos y otros microorganismos. Se utiliza una concentracién de
0.1% al 10% (no se utilice para material de cristaleria o recipiente de cultivo).

- Solucioén de alcohol etilico al 70%: se recomienda para material de cristal (pipeta, cajas de Petri,
tubos de ensayo, etc.). Se pueden utilizar otro tipo de alcoholes (Isopropanol, o Propanol e
incluso el Fenol, pero éste ultimo es muy téxico).

2. Esterilizacion Fisica

- Esterilizacion por calor himedo: utilizando difusores de vapor a una temperatura de 120°C, se
recomienda para estanques y tuberias de agua y de aire, destruye microorganismos vivos e
incluso destruye esporas. Se recomienda utilizarlo por tres dias consecutivos. Este método recibe
el nombre de Tindarizacion.

- Autoclave: se recomienda para la esterilizacion de medios de cultivo, vitaminas, material de
cristal. Tiene la desventaja del tiempo que se invierte y el volumen que se puede esterilizar.

- Filtracidn: se utiliza para separar particulas organicas o microorganismos en los medios de
cultivo o instalaciones del sistema de aereacidn. Existen diferentes tipos de los que podemos
mencionar: filtros milipore (membranas, vidrio, celulosa, etc), filtros de fibra (algoddn, vidrio,
materiales sintéticos), filtros de tierra de diatomeas, geles de acrilamida (esferas de diferentes
tamafos en micras), empaques de algodon y carbén activado, y finalmente existen unidades
comerciales de esterilizacién con cartuchos sintéticos (0.45y, 3y, 5y, 20u) etc.

- Esterilizacion por U.V.: los efectos de la irradiacion ultravioleta son bacteriostaticos y
fungiostaticos en logitudes de onda menores de 500 NM (Jerlov, 1970). Se recomienda para
estos fines las longitudes de onda de 240 a 280 NM las maximas eficiencias se obtienen cerca de
los 254 NM (Kinne, 1976). Los rayos ultravioleta desinfectan el agua. El dato méas importante y
preciso sobre un tratamiento con rayos U.V. es la dosis de U.V. (hormalmente expresada en yW
seg/cm?) requerida para matar a un determinado porcentaje de la poblacion de organismos
contaminantes.

Determinacion de densidad de poblacién

Cuando el plancton es utilizado para alimentar larvas u organismos filtroalimentadores como los
moluscos, el suministro constante y la concentraciéon de estos alimentos son factores que
determinan la supervivencia y desarrollo de los organismos en cultivo. A continuacién se hace
una descripcién breve de los métodos que se utilizan para determinar el nimero de células
presentes en una muestra de plancton.

1. Hematocitdmetro o Camara de Neubaver

Mediante una pipeta Pasteur se toma una muestra de plancton y se desliza en la camara que
previamente tiene adherido el cubreobjetos, se deja pasar 5~10 minutos para que la muestra se
estabilice; se procede a contar mediante un contador de mano, en algunos casos es necesario
diluir la muestra cuando la densidad es alta y también fijada cuando el plancton es movil,
siguiendo los siguientes pasos:
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1. Se toma un milimetro de la muestra.

2. Se afade un mililitro de agua de mar filtrada ya preparada con formaldehido todo al 4%.
3. Se deja reposar por tres minutos.

4. La muestra se homogeniza con una Pipeta Pasteur.

5. Se cuentan las células de cada una de las cdmaras.

Una vez que se tiene el promedio de células de las camaras, el calculo total de células por
mililitro se lleva a cabo

2. Densidad Optica

Mediante un espectrofotdmetro se determina la concentracion celular de la muestra por
densidad éptica (calibrando con anterioridad el aparato, siguiendo las instrucciones del manual
correspondiente), se determina la transmitancia (Nm), que se extrapola con la recta patron antes
determinada que corresponda a la especie problema (se construye graficando transmitancia vs.
num. de células/ml). Asi en la interseccion de la recta conociendo la concentracion (Nm) se
puede calcular la cantidad de microalgas de la muestra problema. Por otro lado, conociendo la
ecuacion de la recta de cada grafica, segun la especie, se determina directamente la
concentraciéon de células de la muestra sustituyendo el valor dé la transmitancia en esta ecuacion.

3. Volumen Celular

Por centrifugacion, se obtiene “un paquete o pastilla celular” que desechando el sobrenadante,
puede ser pesado y determinado en unidades de peso W/v, la cantidad de células o biomasa de
la muestra problema en peso himedo o peso seco.

4. Composicion Quimica

En algunos estudios se puede determinar la concentracién de clorofila AB y otros pigmentos
presentes en la muestra. Debe considerarse que la composicién quimica del fitoplancton varia de
acuerdo al tipo de cultivo usado, medio nutritivo y otros factores por lo que es necesario realizar
el estudio de la composicién quimica (analisis proximal) de la especie de estudio en relacion al
tipo de cultivo desarrollado.

Cosecha

La cosecha de alga (separacién de agua y algas) puede efectuarse mediante centrifugacién o
filtrado. En condiciones dptimas es posible cosechar cada 3,5 6 4 horas.

Agua Residual

No es necesario tratar los excedentes de agua después de su uso en el cultivo de alga, sino que
se usa nuevamente en el flujo continuo del sistema. Esta agua contendra en ocasiones residuos
utiles de algas. Sin embargo, habrd que afadir CO, en cantidad proporcional a la cantidad de
agua residual re-utilizada.

Pulpa de Algas

La pulpa de algas (post-extraccion del aceite) contiene diversos compuestos nutritivos como,
acidos grasos poli-insaturados de cadena larga; vitaminas y antioxidantes como los
betacarotenos. Puede utilizarse en las industrias alimenticias y farmacéuticas porque contienen
también esteroles que pueden utilizarse como elementos de construccién de hormonas. Ademas
la cianobacteria es elemento potencial en aplicaciones bio-médicas en compuestos anti-virales,
anti-microbiales y anti-cancerigenos. El precio de la pupa de alga en Holanda oscila entre 1.00 y
3.00 Euros por kilogramo (Juschin 2007).
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1.1 C Scenedesmus quadricauda

Microalga perteneciente a la clase Chlorophyceae (algas verdes). Es un individuo colonial,
constituido por 2, 4 u 8 células dispuestas en forma lineal. Presenta un cuerpo celular alongado y
elipsoide, y una pared celular suave. 11-18 pm de largo, 3.5-7 ym de ancho. Las células centrales
son alargadas y sin apéndices; las terminales, se abomban en el centro y presentan dos espinas
que se proyectan hacia el exterior (10-17 um de largo). Requiere de las condiciones dptimas de
su clase para lograr una alta productividad: temperatura 25°C; flujo luminoso 2000 lux;
turbulencia; suministro de 5% CO, - 95% aire; adicidén de medio de cultivo nuevo; agua dulce.

Scenedesmus quadricauda - “The Japanese Fresh-water Algae”, 1977
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1.2 Analisis de los factores intervinientes en la problematica

1.2 A Agotamiento de los recursos naturales

Los recursos naturales pueden estar constituidos por cualquiera de los componentes de la
materia existente en la naturaleza que puedan ser potencialmente utilizados por el hombre.
Pueden ser renovables o no, dependiendo este caracter de la exploracion y explotacién de los
mismos y de su capacidad de reposicién.

No es renovable el recurso que no se regenera a corto plazo después de su uso y que se agota.
Es renovable, en cambio, aquél que se recupera luego de su utilizacion, tipicamente por reciclado
(p.e. el agua) o por reproduccién (p.e. recursos bioldgicos vegetales y animales). De acuerdo con
este concepto clasico de categorizacidon de los recursos naturales, los yacimientos minerales
como fuente de materias primas son recursos no renovables y el agua para consumo humano o
la madera de un bosque, renovables. Sin embargo, es cada vez mas complicado y costoso
potabilizar agua para beber debido a la calidad y cantidad de contaminantes presentes en los
ambientes acuaticos superficiales y subterraneos de donde se extrae. La tala indiscriminada de
bosques también se produce a mayor velocidad que la de reproduccién o recuperacién de los
arboles que lo componen. Cuando la existencia futura de un recurso natural estd condicionada a
su reposicion se habla de recursos hipotéticamente renovables.

Un recurso es tal si existe la posibilidad de aprovecharlo, de lo contrario no lo es. Por otro lado, el
concepto de recurso natural es dinamico si se tiene en cuenta la relacion entre el consumo que la
cultura de una sociedad genera con su situacidn socioecondmica y la tecnologia necesaria para
satisfacer dicho consumo. Asi, “algo” es recurso cuando la sociedad asi lo identifica y lo solicita. De
este modo, cada cultura desarrolla en el tiempo y el espacio una relacién propia con los recursos
naturales. El hecho de resolver necesidades individuales y colectivas respecto de la utilizacion de
los recursos naturales como fuentes de energia o de materias primas, puede conducir a su
agotamiento, limitando el desarrollo sustentable. Si la tasa de renovabilidad es menor que la tasa
de explotacion existe depredacion del recurso, cuando el aprovechamiento del mismo supera al
crecimiento o acopio y el recurso se agota. Esa tasa de renovabilidad depende de las leyes de la
naturaleza, mientras que la de explotacion se rige por factores sociales.

1.2 B Deforestacion

La deforestacién es una de las modalidades mas drasticas de las alteraciones de la cobertura de
la Tierra que se producen por accidon humana. La tala continua ha reducido la superficie cubierta
por los bosques a una cantidad estimada a 40 millones de km? de los cuales 12 millones son
bosques abiertos.

De los dos grandes componentes forestales de la Tierra, los bosques tropicales y los
extratropicales, particularmente en los primeros la silvicultura comercial descontrolada y la
agricultura, han y estan provocando una deforestacién masiva. En los Gltimos 50 afios, la mayoria
de los bosques tropicales han sido incorporados a la produccidn en gran escala. Las pluviselvas
ecuatoriales (cuenca del rio Amazonas, Africa central y sudeste asiatico) soportan una tasa de
deforestacion anual de 120.000 km? y 100.000 km? se ven afectados por una destruccion parcial.
A la actual velocidad de destruccion, se calcula que todos los bosques tropicales habran
desaparecido en la segunda mitad del siglo XXI. Los suelos de este tipo de bosque tienen
sistemas particulares de retencion de nutrientes que dependen de la existencia del bosque
mismo. Con la tala desaparecen estos mecanismos y se produce en un corto tiempo (1 a 3 afos)
el lixiviado de nutrientes y el terreno se convierte en poco apto para la agricultura, reinicidndose
el proceso de tala y ocupacion. En estas zonas se realiza una agricultura itinerante de cultivos
rozados a fuego. La quema de residuos ulterior a la tala libera enormes cantidades de diéxido de
carbono; el aumento de la concentracién de este gas en la atmdsfera es una de las causas del
llamado efecto invernadero. Si bien la cantidad de didéxido de carbono absorbido por la
vegetacion es reducida si se la compara con la transferida a los océanos, las masas boscosas
tropicales cumplen un importante rol como productores de oxigeno atmosférico y reguladores
de los ciclos hidroldgicos.

Los bosques tropicales tienen una diversidad en nimero de especies animales y vegetales mayor
que en cualquier otro sistema de la Tierra; por ejemplo, se estiman para la pluviselva unos 2
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millones de especies, de las cuales solo una sexta parte es conocida. A causa del proceso de
deforestacion muchas especies y poblaciones genéticamente diferentes se han perdido.

En la Argentina, la selva misionera o paranense, con caracteristicas muy similares a la pluviselva,
cubria mas del 80% del territorio de la provincia de Misiones. En extensas areas ha sido objeto de
una destruccion total o parcial intensa como consecuencia de la expansion de la actividad
agricola y la explotacién forestal. Similar proceso se ha producido en las yungas, formacién
selvatica de las laderas orientales de las sierras subandinas (Jujuy, Salta y Tucuman) y en el
bosque chaquefio.

1.2 C Cambio climatico global

Cambio global significa, en el uso restringido que se le da hoy al término, un calentamiento
global de la atmésfera producido por el aumento de la concentracion de los gases de
invernadero en la misma. Este aumento de temperatura trae aparejado un cambio en las otras
variables climaticas, es decir, un “cambio climatico global”.

Cambios cualitativamente y cuantitativamente diferentes se han producido con cierta frecuencia
durante todos los periodos geoldgicos y mucho antes de la aparicion del hombre. Si hablamos
de un posible cambio global actual pensamos en un cambio provocado por las actividades
globales del hombre, que abarcan la sobreexplotacion de los bosques, el uso indiscriminado de
las reservas energéticas, la produccién de alimentos y la actividad industrial en general.
Asimismo, el crecimiento desmedido de la poblacién mundial, en un planeta que podria absorber
tal vez, los desechos de una poblacion de mil millones de habitantes humanos, y ha llegado a un
estado de crisis al casi sextuplicar la cifra.

Las actividades mencionadas estdn cambiando paulatinamente la atmodsfera terrestre, reforzando
el efecto invernadero. En la cercania del suelo, la atmésfera contiene en el momento actual:
0,035% de CO,, 20,95% de O, 78,08% de N, y 0,3% de N,O (Datos de la Organizacién
Meteoroldgica Mundial, 1986).

1.2 D Efecto invernadero

Los gases de mayor concentracion que se encuentran presentes en la atmdsfera (oxigeno y
nitrégeno) no muestran efectos significativos sobre el clima. Si estos gases fueran los Unicos
componentes atmosféricos, la Tierra seria un planeta inhdspito debido a que la temperatura
media sobre su superficie seria de aproximadamente -18°C.

Sin embargo, algunos gases minoritarios actian en forma tal que permiten que la radiacion solar
penetre hasta la superficie terrestre y atrapan la radiacion infrarroja ascendente emitida por la
Tierra, que de otro modo escaparia al espacio. De esta manera se genera un fendmeno
denominado efecto invernadero, por analogia a lo que ocurre en los invernaderos, en los que el
vidrio actia permitiendo el paso de la radiacidon solar y retiene la radiacion infrarroja emitida
dentro del invernadero.

Por lo tanto este comportamiento selectivo de algunos gases atmosféricos frente a la radiacion
solar y terrestre produce calentamiento del aire proximo a la superficie terrestre, elevando la
temperatura media del planeta a +15°C.

El efecto invernadero es un fendmeno que ocurre en forma natural en la atmdsfera. No obstante,
su efecto beneficioso puede ser modificado por actividades humanas que aumentan la
concentracién en la atmésfera de muchos de los gases que lo producen.

El fuerte aumento observado desde la época industrial en la concentracion de la mayoria de los
gases de invernadero, estaria altamente vinculado con el aumento registrado en la temperatura
media global del ultimo siglo. Por lo tanto, el hombre a través de sus actividades, es capaz de
alterar un fendmeno beneficioso como es el efecto invernadero y provocar modificaciones en el
clima, generando multiples efectos en el equilibrio de los ecosistemas.

Gases de efecto invernadero

Los gases de invernadero mas importantes son: vapor de agua, didxido de carbono (CO,) metano
(CH,), 6xido nitroso (N,0), compuestos clorofluorcarbonados (CFC) y ozono (O;).
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En la tabla se enumeran los fendmenos naturales y actividades antropogénicas que dan origen a
estos gases, su concentracion y tasa de crecimiento anual en la atmosfera.

Concentracion | Crecimiento

Gas Fuente actual (ppm*) | anual (%)
Vapor de agua - Evaporacion Variable -
o - Combustién de carburantes fésiles
Dioxido de .
(petroleo, gas, hulla) y madera 353 0.5
carbono

- Erupciones volcanicas

- Descomposicion  anaerébica  de
vegetales en tierras hudmedas

Metano (pantanos, ciénagas, arrozales) 1.7 0.9

- Combustién de biomasa

- Venteo de gas natural

- Practicas agricolas (uso de

Oxido nitroso fertilizantes nitrogenados) 0.31 0.8

- Combustion de carburantes fésiles

- Origen sintético (propelentes de 0.00028 -

Chaeea oS aerosoles, refrigeracion, espumas ) 0.00048 4.0
Ozono L. - Combustién de carburantes fosiles 0.02 - 0.04 05-20
troposférico

*ppm partes por millén (en volumen)

El incremento en la concentracion de los gases de invernadero debido a actividades humanas, y
la consecuente potenciacion del efecto invernadero, es una de las causas probables del aumento
de 0.6°C de la temperatura media global observado en el periodo 1910 - 1995.

Dado que aun no se conocen mecanismos dentro del sistema Tierra-atmosfera, que
contrarresten el efecto de calentamiento asociado al aumento de la concentracion de los gases
de invernadero, es importante establecer controles sobre las emisiones antropogénicas de estos
gases y la busqueda de sustancias alternativas que permitan su reemplazo en algunas
actividades.

Diéxido de carbono

El diéxido de carbono (CO2) es un gas incoloro, denso y poco reactivo. Forma parte de la
composicion de la tropdsfera (capa de la atmédsfera mas proxima a la Tierra) actualmente en una
proporciéon de 350 ppm. (partes por millén). Su ciclo en la naturaleza estd vinculado al del
oxigeno.

El balance del didxido de carbono es sumamente complejo por las interacciones que existen
entre la reserva atmosférica de este gas, las plantas que lo consumen en el proceso de
fotosintesis y el transferido desde la troposfera a los océanos.

El aumento del contenido de didxido de carbono que se verifica actualmente es un componente
del cambio climatico global, y posiblemente el mejor documentado. Desde mediados del siglo
XIX hasta hoy, el aumento ha sido de 80 ppm.

El analisis de gases retenidos en muestras de hielo obtenidas a distintas profundidades en
Antértida y Groenlandia, ha permitido conocer la concentracion de didxido de carbono
atmosférico, y de otros gases del llamado efecto invernadero, durante por lo menos los ultimos
150.000 afios. Estas concentraciones han variado en la escala temporal de las glaciaciones, con
concentraciones bajas durante los periodos glaciales (temperaturas bajas) y relativamente altas
durante los periodos interglaciales (temperaturas altas), con transiciones rapidas tanto en la
variacion de la temperatura como de la concentracién de diéxido de carbono. Se ha discutido si
este aumento del contenido de didxido de carbono atmosférico corresponde o no a estas
fluctuaciones naturales, dado que transitamos por un periodo postglacial. A partir de la misma
fuente de informacion, las burbujas de gas retenidas en hielos de diferentes edades, se ha
comprobado que el actual incremento de la concentracion de didxido de carbono se superpone
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a la variacion esperada del mismo y los niveles alcanzados superan a los registrados en el pasado,
siendo el aumento sustancial y acelerado durante los Ultimos 160 afios e indudablemente
causado por la actividad humana.

Se estima que este aumento es causado por una concurrencia de factores entre los cuales el uso
de combustibles fésiles (carbén, petréleo y derivados, gas) y las quemas con fines agricolas
pueden sefialarse como los mas significativos. Se calcula que este aumento del nivel de didxido
de carbono ocasione cambios climaticos considerables.

1.2 E Poblacion mundial

La poblacién mundial actual es de aproximadamente 6.000 millones de personas y las
estimaciones mas recientes de la Naciones Unidas indican que para el afo 2025 sera de 8.500
millones. Si se analiza desde una perspectiva histérica su ritmo de crecimiento, se observa que
después de la Segunda Guerra Mundial se produce una explosién demogrdfica sin precedentes,
producto de un aumento de la tasa de crecimiento. Una forma de percibir este efecto es observar
como ha ido disminuyendo el tiempo transcurrido para que la poblacidon mundial se dupligue.

Afo Poblaci.()n Mundial Tiempo transcurrido para duplicarse
(millones) (aihos)
600 500 millones
1200
1800 1.000 millones
130
1930 2.000
46
1976 4.000

Los motivos de este incremento estan vinculados principalmente a un mejoramiento en las
condiciones sanitarias y alimentarias basicas; progresos en el campo de la medicina tales como el
descubrimiento de los antibiodticos y vacunas fueron decisivos para el aumento de la expectativa
de vida, las condiciones de reproduccién y sobre todo para la disminucién de la tasa de
mortalidad infantil. El indice de natalidad y supervivencia super6 ampliamente al indice de
mortalidad, y mejoraron sustancialmente las perspectivas de vida.

El incremento poblacional aumentd paralelamente el “consumo humano” en términos
energéticos, alimentarios y en general de productos y servicios.

Debido a las caracteristicas de los sistemas socioeconémicos y politicos adoptados, histdrica y
actualmente, las condiciones de vida de la poblacion mundial son muy desparejas sobre todo en
lo que se refiere a necesidades basicas: acceso a la salud, alimentos, vivienda, educacién, trabajo
y servicios. Las Ultimas estimaciones de las Naciones Unidas indican que aproximadamente el
20% de la humanidad vive en condiciones de pobreza absoluta, y es este sector de la poblacion el
que crece mas rapido. En el afio 1950, en los paises industrializados (desarrollados) vivia el 34%
de la poblacion mundial; 25 anos después, en 1975, esa cifra era de 28%, y en el afio 2000 los
paises “ricos” alojan aproximadamente el 21% de la poblacion mientras que en los mas pobres
reside el 79%.

El incremento demogréafico implica también un mayor impacto negativo sobre el ambiente,
producto de las actividades humanas de todos los sectores: del industrial, del energético, del
agropecuario y del de la produccién de residuos.

Otros dos factores criticos estan representados por el aumento del consumo de materias primas,
sobre todo aquellas provenientes de recursos naturales, y el consumo energético, que para las
Ultimas cuatro décadas mientras que el crecimiento demogréfico fue de 1,5% por afo, el
consumo energético crecid el 5% por afio.
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Este crecimiento ilimitado de la poblacién mundial conduce inexorablemente al deterioro del
ambiente, que si es limitado en tiempo y espacio y produce, como nos muestra la realidad,
profundas asimetrias sociales en cuanto a condiciones y calidad de vida que son cada dia maés
graves e inaceptables éticamente.

1.2 F Contaminacion por la industria petrolera

La contaminacion por petréleo se produce por su liberacién accidental o intencionada en el
ambiente, provocando efectos adversos sobre el hombre o sobre el medio, directa o
indirectamente.

La contaminacién involucra todas las operaciones relacionadas con la explotacién y transporte de
hidrocarburos, que conducen inevitablemente al deterioro gradual del ambiente. Afecta en
forma directa al suelo, agua, aire, y a la fauna y la flora.

- Efectos sobre el suelo: las zonas ocupadas por pozos, baterias, playas de maniobra, piletas de
purgay red caminera comprometen una gran superficie del terreno que resulta degradada.

Esto se debe al desmalezado y alisado del terreno, y al desplazamiento y operacidon de equipos
pesados. Por otro lado los derrames de petroleo y los desechos producen una alteracion del
sustrato original en que se implantan las especies vegetales dejando suelos inutilizables durante
anos.

- Efectos sobre el agua: en las aguas superficiales el vertido de petréleo u otros desechos
produce disminucion del contenido de oxigeno, aporte de solidos y de sustancias orgénicas e
inorgénicas.

En el caso de las aguas subterraneas, el mayor deterioro se manifiesta en un aumento de la
salinidad, por contaminacion de las napas con el agua de produccién de petréleo de alto
contenido salino.

- Efectos sobre el aire: por lo general, conjuntamente con el petréleo producido se encuentra gas
natural. La captacion del gas esta determinada por la relacién gas/petroleo, si este valor es alto,
el gas es captado y si es bajo, es venteado y/o quemado por medio de antorchas.

El gas natural estd formado por hidrocarburos livianos y puede contener diéxido de carbono,
mondxido de carbono y acido sulfhidrico. Si el gas producido contiene estos gases, se quema. Si
el gas producido es dioxido de carbono, se lo ventea. Si bien existen reglamentaciones, el venteo
y la quema de gases contaminan extensas zonas en la direccién de los vientos.

- Efectos sobre la flora y la fauna: la fijacion de las pasturas depende de la presencia de arbustos
y matorrales, que son los mas afectados por la contaminacién con hidrocarburos. A su vez estos
matorrales proveen refugio y alimento a la fauna adaptada a ese ambiente. Dentro de la fauna,
las aves son las mas afectadas, por contacto directo con los cuerpos de agua o vegetacién
contaminada, o por envenenamiento por ingestion. El efecto sobre las aves puede ser letal.

Si la zona de explotacién es costera o mar adentro el derrame de hidrocarburos produce dafios
irreversibles sobre la fauna marina.

- Efectos del transporte de petréleo: el transporte de hidrocarburos es el que ha producido los
mayores accidentes con graves consecuencias ecologicas.

1.2 G Consideraciones sobre la Produccion de Biodiesel

La produccion de biodiesel puede representar en algunos casos una alternativa econémica y
social en la reduccion de la contaminacién. Ademas, representa una solucién a nuestra actual
dependencia de los combustibles fosiles derivados del petréleo. Asi, el metiléster, el bioetanol y
el biobutanol de origen bioldgico se pueden usar de dos maneras: al 100% o mezclados en
ciertos porcentajes variables con el gaséleo (dando lugar al combustible llamado biodiesel) o la
gasolina.

El biodiesel es un biocombustible considerado “"ecoldgico” por algunos autores, es renovable,
pero no ilimitado. Se obtiene al mezclar gaséleo con un metiléster o etiléster a partir de un
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proceso de transesterificacion, al combinar aceite mas alcohol (metanol) y un catalizador
(hidréxido de sodio). Este aceite puede ser de origen vegetal o animal.

Algunas de las ventajas del uso del biodiesel son las siguientes:

- No se necesitan grandes cambios en el motor. Se precisan algunos cambios, no muy grandes,
en las partes del motor que tengan caucho o gomas que son atacadas por algunos tipos de
metilésteres que las estropean o llegan a disolverlas.

- Es biodegradable e inocuo para el ambiente. El biodiesel, a diferencia del petréleo y del
gasoleo, es un combustible biodegradable. Por ello, si hay derrames en el transporte maritimo
de biodiesel, no aparecen los problemas que aparecen con el petroleo.

- Genera empleo en zonas rurales. El biodiesel puede obtenerse a partir de aceites vegetales
puros o de aceites vegetales usados. Si se hace a partir de aceites vegetales puros, la
generacion de estos aceites provoca la creacién de empleo en zonas rurales, en el cultivo de las
especies vegetales empleadas para producir aceites (colza, girasol, soja, palma, jatrofa o piodn
manso, ricino, higuerilla...).

- Diversifica las fuentes de energia. Al utilizarse el biodiesel, como ocurre con el empleo de
cualquier otro biocombustible sélido (paja de cereales, lefias, astillas, pelets, briquetas, carbon
vegetal, etc), liquido (bioetanol, biobutanol, e-diesel, bio-oil, etc) o gaseoso (biogés de
vertedero, biogas de residuo ganadero, etc.), la matriz energética se diversifica. Ello es una gran
ventaja, pues permite también una diversificacion de la dependencia econémica en los paises
gue no tienen petrdleo ni gas natural.

- Reconocimiento de los derechos de CO2. Como ocurre con el empleo de otras fuentes de
energias renovables, pueden venderse derechos de CO2.

Como contrapartida, debemos considerar que:

- La produccién de biocombustibles se hace en detrimento de los cultivos de plantas comestibles
utilizando las reservas de agua, desviando tierras y capitales, lo que origina un aumento de
precios de los productos alimenticios, y «pondra en peligro el acceso a los viveres a los sectores
mas desfavorecidos. Las desastrosas consecuencias sociales de esta politica son facilmente
previsibles cuando se sabe que la inseguridad alimentaria ya afecta a 854 millones de personas.

- Sustituye a los cultivos alimentarios y fomenta el alza de los precios. La creciente demanda de
materias primas tales como maiz o cafia de azlcar para la produccion de combustibles de
origen vegetal, ha influido de manera determinante en el alza mundial de los precios de los
alimentos. Asi, el precio del arroz aumentd en un 75% entre febrero y abril de 2008 mientras
que el precio del trigo exploté en un 120% durante el mismo periodo (9). Lo mismo ocurrié
con otros productos basicos como la soja, el maiz, el aceite, la leche, la carne y otros.

- La pobreza y la indigencia aumentard de no tomarse medidas urgentes para aminorar los
efectos de estas alzas

Estados Unidos ha sido el principal promotor, con Brasil, de la politica de los biocombustibles, los
llamados "combustibles verdes", para hacer frente al alza de los precios del petréleo, ignorando
las consecuencias dramaticas y previsibles de semejante produccion. Asi, para satisfacer sus
necesidades energéticas, se promueve una estrategia que va a llevar a gran parte de la
humanidad a una catastrofe. No hay ninguna duda al respecto y las grandes instituciones
internacionales son unanimes en cuanto a este asunto, incluso el Fondo Monetario Internacional.

Lejos de aprender las lecciones del drama social y humano que atraviesa el planeta, Estados
Unidos ha ratificado su intencidon de duplicar las enormes superficies que ya dedica a la
produccién de biocombustibles (que junto con Brasil alcanza cerca del 90% del mercado
mundial). Europa también ha hecho alarde de su intencidén de desarrollar estos productos de
sustitucion.

La FAO, Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, subray6é que
el aumento mundial de la producciéon de biocombustibles amenaza el acceso a los productos
alimenticios de las poblaciones pobres del Tercer Mundo. A corto plazo, es muy probable que la
expansion rapida de combustibles verdes, a nivel mundial, tenga efectos importantes en la
agricultura de América Latina.
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En los ultimos nueve meses el precio de los alimentos ha subido en un 45 por ciento, segun datos
de la FAO. En el 2007 los cereales subieron el 41 por ciento, los aceites vegetales el 60 por ciento
y los lacteos el 83 por ciento. Entre marzo de 2007 y marzo de 2008 el precio del trigo aumento
en un 130 por ciento. Uno de los elementos que ha influido en esas alzas de la produccion
agricola es el precio del petréleo. Eso, a su vez, estimula la produccién de aquellos productos que
se pueden transformar en biocombustibles y eso determina que disminuya la siembra de otros
alimentos, lo que crea un circulo vicioso con alzas en otros articulos basicos.

La gravedad de la situacion tuvo que ser admitida cuando ya en 37 paises se habian registrado
disturbios por la carestia de los alimentos. Desde Egipto hasta Haiti se registraron protestas
porgue no era posible siquiera comprar harina para hacer pan. La situacién amenazaba también
a los paises desarrollados, especialmente de los que viven del comercio con sus ex colonias,
como Gran Bretafia, cuyo primer ministro llamé al Grupo de los 8 a tomar medidas para frenar
las alzas.

Los estimados del Banco Mundial indican que los precios de los alimentos incrementan el riesgo
de llevar a 100 millones de personas a una mayor pobreza, pero también esconden una realidad
maés oscura: 35 millones de nifios y nifias estardn en mayor riesgo de desnutricion, y de ellos 10
millones son menores de 5 afios. A nivel mundial, 146 millones de nifios y nifias menores de 5
anos en paises en desarrollo (uno de cada cuatro), no cuentan con el peso adecuado. Ademas,
uno de cada tres sufre de crecimiento inadecuado o atrofia, impidiendo su desarrollo fisico e
intelectual, y por ende atentando contra su futuro y, potencialmente, contra el progreso de sus
comunidades y naciones.

El presidente del Banco Mundial, Robert Zoellick, ha denunciado que mientras todos nos
preocupamos por llenar los depdsitos de gasolina, millones de personas se preocupan soélo por
llenar su estomago. Zoellick ha clamado ante la prensa por el precio del arroz y del trigo, que se
lleva todos los ingresos de las familias pobres. Y es que los precios de los cereales se han inflado
porque los cultivos se dedican ahora a cereales para biocombustibles que dan mas beneficios.
Segun el presidente del Banco Mundial, la situacién es critica en Centroamérica y el Caribe. En
Haiti llevan una semana de protestas porque no tienen qué comer, y en Per(, el precio del trigo
esta obligando hacer pan con masa de patata. Para qué hablar de Africa, donde la dramatica
situacién no cambia. Las sequias de los Ultimos afos han asfixiado las tierras fértiles y en Egipto,
las protestas se suceden por el racionamiento de la comida. En el sur de Asia y el Pacifico, la
demanda cada vez mayor de paises emergentes, como La India o China han disparado los
precios.

Para agencias de la ONU y expertos como el director del Fondo Monetario Internacional (FMI),
Dominique Strauss-Kahn, la actual problematica alimentaria pondra en tela de juicio a la
democracia. “La historia estd llena de guerras que comenzaron por problemas de este tipo”, dijo
Strauss-Kahn y al respecto esta el caso de Haiti donde hubo ya disturbios graves precisamente
por la carestia y escasez de alimentos.

Jacques Diouf, director de la FAQO, advirti6 que hay gente muriendo por hambre y que
“naturalmente, la gente reaccionara porque no esperara sentada la muerte por inanicién”.

Por su parte, el portavoz especial de la ONU para el Derecho a la Alimentacion, Jean Zieguer, ha
advertido que se esta produciendo un verdadero "crimen contra la humanidad". Y es que aunque
para los mas ricos el gasto alimentario supone el 10% de los ingresos, para los méas pobres puede
llegar a suponer el 80% de la renta disponible. Si tenemos en cuenta que el alza de los alimentos
en los ultimos 3 afios ha sido del 83% (120% so6lo en el Ultimo afio en el caso del trigo) nos
daremos cuenta de la magnitud de la catastrofe. Segun el Banco Mundial, el arroz alcanzé el
precio mas alto en 19 afios y el trigo casi duplico su precio promedio de 25 afos.

En India el 60 por ciento de los ingresos de las familias esta destinado a los alimentos.

En China es el 33 por ciento por los subsidios estatales al arroz y otros alimentos bésicos.

En Alemania el gasto familiar para alimentos representa menos del 10 por ciento del ingreso.

En Reino Unido el 10 por ciento, en Canada el 16 y en Japon el 22 por ciento.

Segun el informe elaborado por 400 expertos internacionales bajo la proteccion de la UNESCO y
titulado “Evaluaciéon internacional de las ciencias y tecnologias agricolas para el desarrollo”
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(IAASTD,) “la agricultura moderna debera cambiar radicalmente para servir mejor a los pobres y
hambrientos si el mundo debe sobrellevar una creciente poblacion y el cambio climatico, al
tiempo que evita una explosion social y un desastre ambiental”. Segun el informe, “Mantener las
tendencias actuales en produccion y distribucion (agricola) agotaria nuestros recursos y pondria
en peligro el futuro de la humanidad”.

La soberania alimentaria es un derecho inalienable de los pueblos. No existe otro mds importante.
La pobreza y el hambre no son fatalidades sino consecuencias directas de un sistema econémico
inhumano y destructor que viola el derecho a la vida de los desheredados del planeta. Por esta
razén, es urgente establecer una moratoria inmediata sobre los biocombustibles so pena de hacer
frente a un auténtico genocidio. Esta produccion es insostenible desde el punto de vista moral,
politico y social. La especie humana esta en vias de autodestruirse.

1. 3 Definiciones y estudios de de los diferentes procesos
intervinientes.
1.3 A Combustibles

El combustible es toda aquella sustancia que sea capaz de arder. Por lo tanto se debe de poder
combinar con el oxigeno de manera rapida.

Teoria del proceso de combustién

Se entiende por combustién a la combinacidon quimica violenta del oxigeno (o comburente) con
determinados cuerpos llamados combustibles, que se produce con notable desprendimiento de
calor. La reaccién de un elemento quimico con el oxigeno sabemos que se llama oxidacién. La
combustiéon no es mas que una reaccion de oxidacion, en la que normalmente se va a liberar una
gran cantidad de calor.

Reaccién de combustion

Se trata de una reaccion de oxidacién con la particularidad de que se realiza muy rdpidamente,
es exotérmica. Esta reaccidn se produce entre los elementos combustibles de un combustible y el
oxigeno del comburente. Para que un combustible sufra la combustion, es necesario que alcance
su temperatura de ignicién. Se define el punto de ignicion de un combustible como la
temperatura a la cual, una vez iniciada la llama, esta ya no se extingue. Es esta temperatura de 20
a 60°C mas alta que la temperatura de inflamacién.

En una reaccion de oxidacién tendremos:

Primer miembro Segundo miembro

Combustible + Comburente - Gases de combustion + Calor

A fin de que se produzca esta reaccion, debe haber una combinacidén quimica: los productos
finales, una vez producida la combustion, deben ser quimicamente distintos a los productos
iniciales. Esta, a su vez, debe producirse violenta e instantdaneamente. (Ej.: Una [d&mina de hierro
colocada en la intemperie se va a oxidar lentamente, luego de cierto tiempo, al combinarse con
el oxigeno del aire. Pero esto no es combustién sino oxidacion, porque el desprendimiento de
calor se produce muy lentamente después de un tiempo).

Poder calorifico

La unidad que se emplea para medir la cantidad de calor desarrollada en la combustion se
denomina poder calorifico.

Se entiende por poder calorifico de un combustible, la cantidad de calor producida por la
combustion completa de un kilogramo de esa sustancia. Tal unidad se mide en cal/kg de
combustible.

- Poder calorifico inferior del combustible (N): si la temperatura de los productos finales de
combustidn es tal que el vapor de agua que se ha formado continle en ese estado.
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- Poder calorifico superior del combustible (N;): si la temperatura de los productos finales es
suficientemente baja como para que aquella se condense. La diferencia entre ellos sera igual el
calor desprendido por la condensacién del agua.

De la diferencia entre el poder calorifico superior (N¢) y el poder calorifico inferior (N)) se
obtendria uno u otro segun el estado de agregacion que forma parte de los productos de
combustion.

Productos resultantes de la reaccién de combustion

En general, los productos de combustion se llaman humos. Se definen éstos como la masa de
compuestos que resultan de un proceso de combustién. Mayoritariamente estan formados por
oxidos de los elementos combustibles de un combustible, ademas de por los elementos del
combustible que no sufren reaccion, donde hay que incluir el N, del aire que no va a reaccionar
con el oxigeno.

Otros elementos que pueden aparecer en los humos pueden ser pequefas proporciones de
elementos en suspensién, como carbén u hollin (que se define como una sustancia alquitranosa
de coquizacion).

Los humos pueden clasificarse en secos (sin agua) o htmedos (con agua).

1.3 B Combustible industrial

El combustible industrial es toda aquella sustancia capaz de arder, siempre que en esa reaccién
no sea necesario realizar un proceso complicado y costoso, y que ademas el combustible no sea
util para otro uso mas rentable o noble.

Estos combustibles se caracterizan por ser mezclas o combinaciones de pocos elementos, en
general. La mayor parte de un combustible industrial lo constituyen los elementos combustibles,
es decir, carbono, hidrégeno y azufre. El resto son considerados impurezas. Las impurezas siempre
originan problemas tecnoldgicos, y por lo tanto econdémicos.

- El carbono es el elemento que constituye el mayor porcentaje volumétrico del combustible,
constituyendo el 80 a 90 % volumen del mismo. No arde directamente, sino que es llevado al
estado de incandescencia por el hidrdégeno.

- El hidrégeno constituye el 5 0 6 % de los combustibles sélidos y el 8 al 15 % de los
liquidos. La presencia del oxigeno en la molécula de combustible le resta al mismo poder
calorifico, ya que se va a combinar con parte del hidrogeno que tiene para formar agua.

- El azufre se puede encontrar también en el combustible, desde 0.5 % en combustible liquidos
hasta 1 0 1.5 % en carbones, y el nitrégeno (en carbones) de 0.7 hasta 9.3 %.

Clasificaciéon de los combustibles

Los combustibles se pueden clasificar segun su origen, grado de preparacién, estado de
agregacion.

Origen:

- Fésiles: proceden de la fermentacion de los seres vivos.

- No fésiles: los restantes.

Grado de Preparacion:

- Naturales: se utilizan tal y como aparecen en su origen.

- Elaborados: antes de ser consumidos se someten a determinados procesos de transformacién.
Estado de Agregacion:

- Solidos: se encuentran en tal estado en la naturaleza o una vez transformados. Por ejemplo, la
madera, el carbon.

- Liquidos: cualquier liquido que pueda ser usado como combustible y que pueda ser vertido y
bombeado.
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- Gaseosos: se encuentran en estado gaseoso. Se incluye el gas natural y todas sus variedades.
También el gas de carbdn, de petrdleo, de altos hornos, gas ciudad y diversas mezclas.

Debido a que el presente trabajo girara en torno a un combustible de tipo liquido, se detallaran
las caracteristicas propias de este tipo de combustibles, sin hacer una referencia detallada a los
demas tipos de combustibles.

Combustibles liquidos

Los combustibles liquidos, desde el punto de vista industrial, son aquellos productos que
provienen del petréleo bruto o del alquitran de hulla. Se clasifican de la siguiente manera:

) . ) * Ligero
s * Segun su viscosidad

o * Pesado
* Alquitran de hulla

* Segun su fluidez: de acuerdo a la temperatura a la
< cual el combustible se vuelve fluido (*)

* Petréleo bruto: presenta numerosos compuestos hidrocarbonatos de
naturaleza parafinica, naftalinica y aromatica, que abarcan una gran cantidad
de diferentes compuestos hidrocarbonados.

\

(*) La composicion de éstos seran las sustancias menos volatiles que obtendremos en la
rectificacion primaria de la hulla

Caracteristicas mas importantes de los combustibles liguidos

Como derivados que son del petroleo crudo, los combustibles liquidos estan formados
basicamente por compuestos hidrocarbonados. Pueden contener, ademas, O,, S, N.

Las principales caracteristicas que caracterizan a un combustible liquido son:

- poder calorifico: energia liberada cuando se somete el combustible a un proceso de oxidacion
rapido, de manera que el combustible se oxida totalmente y que desprende una gran cantidad
de calor que es aprovechable a nivel industrial.

- densidad especifica: los combustibles se comercializan en volumen, por ello es importante saber
la densidad que tienen a temperatura ambiente.

- viscosidad: mide la resistencia interna que presenta un fluido al desplazamiento de sus
moléculas. Esta resistencia viene del rozamiento de unas moléculas con otras.

- volatilidad: se determina con la curva de destilacion. Un combustible liquido es una fraccion de
la destilacion del crudo de petréleo. Se tendra una u otra cosa dependiendo de donde se corte
en la destilacion, es decir, de las temperaturas donde se recoja en el intervalo de destilacion.

- punto de inflamacion: se define como la minima temperatura a la cual los vapores originados en
el calentamiento a una cierta velocidad de una muestra de combustible se inflaman cuando se
ponen en contacto con una llama piloto de una forma determinada.

- punto de enturbamiento y congelacién: el punto de enturbiamiento sélo se aplica a los gasoleos,
y es la temperatura minima a la que sometiendo el combustible a un enfriamiento controlado se
forman en el seno del mismo los primeros cristales de parafina. Los de cadenas carbonadas
lineales, alcanos, son los de mayor punto de congelacion y los mas pesados. En esta prueba, el
termdémetro utilizado toca el fondo del tubo de ensayo. En cambio, en la prueba del punto de
congelacién, no se toca el fondo del tubo de ensayo, ya que aqui se mide la temperatura a la cual
se ha solidificado toda la muestra.

- contenido de azufre: el azufre que se encuentra en un combustible liquido deriva del crudo de
petréleo del que procede el combustible y a veces puede derivar de algun proceso al que ha sido
sometido en el fraccionamiento. Interesa que el contenido en azufre sea el menor posible debido
a problemas tales como corrosiones en equipos, contaminacidén ambiental, variaciones y pérdida
en el poder calorifico del combustible.
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- punto de anilina: es la temperatura minima a la cual una mezcla de anilina y muestra al 50% en
volumen son miscibles - temperatura de solubilidad de la anilina y la muestra. Este punto
caracteriza muy bien a los productos petroliferos, pues tanto éstos como la anilina son
compuestos aromaticos, y como lo semejante disuelve a lo semejante, resulta que si el punto de
anilina es bajo, el contenido de aromaticos es mayor, y si es alto, el contenido de parafinas sera
entonces mayor. De este modo podemos determinar si un petréleo tiene un caracter mas
parafinico o méas aromatico.

- presion vapor Reid: mide la tendencia que presenta el combustible a pasar a fase vapor. Esta
prueba se emplea para saber qué ocurrira en el almacenamiento de los productos en la refineria.

Al calentarse un combustible liquido, existe un periodo de destilacién en el cual el liquido se
descompone en diversos componentes volatiles.

Se debe distinguir dos casos seguin la forma en que se queman:

- Si son suficientemente volatiles para que al calentarse emitan vapores en suficiente cantidad
como para continuar ardiendo, se comporta como un combustible gaseoso.

- En cambio, en los liquidos menos volatiles no es necesario efectuar una vaporizacion para que
se produzca la combustion. En tal caso se forma una mezcla de aire combustible, conservandose
este Ultimo en estado liquido todavia, aunque finalmente pulverizado, constituyendo una mezcla
carbonica. Por ejemplo esta mezcla se produce en un carburador de un motor a explosién.

Cuando la temperatura y la presion alcanza determinado valor la propagacion del frente de
combustion se hace mas rapida que en condiciones normales.

Los combustibles liquidos presentan, en general, mejores condiciones que los solidos para entrar
en combustion.

- punto de combustion: se produce por encima del punto de inflamacion, es la temperatura a la
cual el combustible es capaz de proseguir por si solo la combustion, una vez que este se ha
iniciado en un punto de su masa.

- punto de inflamacién espontdneo: se produce a aquella temperatura a la cual el combustible es
capaz de entrar por si solo en combustidn, sin necesidad de un foco exterior que la produzca.
Este punto depende de la presién a la que se halle sometido el liquido. Si la presién es mayor,
menor sera la temperatura de inflamacion.

Petréleo

Es un mineral, combustible liquido, que se encuentra en la envoltura sedimentaria de la tierra. Se
ha formado en épocas muy remotas. Su origen responde a restos fésiles, depositados en las
profundidades. La palabra proviene del latin petra (piedra) y olem (aceite). Presenta un calor de
combustidn superior al de los minerales sélidos (carbon), y es de 42 KJ/Kg.

El petrdleo presenta las siguientes propiedades fisicas:
- liquido oleoso, fluorescente a la luz.

- su color depende del contenido y estructura de las sustancias resinosas. De este modo
tendremos petréleos negros, oscuros, pardos, claros, incoloros.

Existen 5 condiciones limitativas para que se pueda formar petréleo:

1. Tiene que estar asociado con una roca sedimentaria.

2. Casi exclusivamente, todo el petréleo parece haberse originado en agua marina o salobre.
3. No parece necesario que haya existido una alta presion en el proceso de formacion.

4. No se requieren altas temperaturas.

5. Se ha formado en los periodos cabrico u ordovicense.

El petréleo es menos denso que el agua, por lo que se va a encontrar nadando sobre ella. Este
crudo va a estar formado por elementos hidrocarbonados. Ademas, habia otros elementos de
naturaleza inorganica que se habian depositado con la microflora y microfauna.
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La composicion del petréleo dependera del yacimiento, de la zona donde se haya formado.
Tiene menos cenizas que las que pueden tener un solido fosil. El crudo tiene cantidades
apreciables de sales como CINa, Ca, Mg, debido a su formacion en aguas marinas o salobres. Esto
es un problema, porque los cloruros van a provocar corrosion, sobre todo los de Mg. Para ello, al
entrar en el proceso de refino se va a realizar antes que nada un proceso de desalado.

La composicidon de un crudo de petréleo es bastante uniforme en cuando al contenido de C, H, S,
N. La composicion del gas es mas variable. Dependera del petréleo del que proceda, de su
composicion.

El crudo de petréleo presenta una parte de naturaleza organica y una de naturaleza inorgénica.
La mayoria de los compuestos del petrdleo son los hidrocarburos (parte organica). Existen toda
clase de hidrocarburos en el petréleo: hidrocarburos parafinico, nafténicos y aromdticos. Dentro
de estos pueden ser Ineales o ramificados.

- Parafinicos a alcanos: C H,,.,: CH,, C,Hg, C3Hg, CH,,, CsH4, € isdmeros correspondientes
- Cicloalcanos
- Aromaticos

Dependiendo de la zona donde se forma el crudo tendremos mas proporcién de unos
compuestos u otros. Es importante conocer la composicion del crudo, puesto que segin su
composicion someteremos al crudo a uno u otro tratamiento, y podremos obtener unos
productos u otros del crudo.

Sin embargo, sea cual sea la procedencia del crudo, se va a mantener constante el contenido en
Cy H,, aunque tengan distintos compuestos hidrocarbonados (siempre dentro de una familia de
crudos).

Los compuestos de naturaleza inorganica son los que contienen N, S, O, y elementos metalicos.
Se encuentran en menores proporciones, las cuales van a depender de la naturaleza del crudo.

Algunos ejemplos de compuestos inorganicos son:

- compuestos sulfuradosa mercaptano

- compuestos de O,

- compuestos de N,

- compuestos de metales (Li, Na, V, (va unido a compuestos nitrogenados)

Fraccionamiento del Petrdleo

El petréleo en estado crudo tiene muy poco uso como combustible, pues desprende vapores
sumamente inflamables.

El fraccionamiento del crudo de petrdleo consiste en efectuar un proceso mediante el cual,
aplicando temperatura a una fraccion del crudo, se separan los distintos componentes segun el
punto de ebullicién de cada uno, el cual depende del nimero de atomos de C que tenga el
componente, junto con su naturaleza.

Una vez que llega el crudo a la refineria, se deben efectuar las siguientes operaciones:

1.Desalado: se trata de eliminar la mayor parte de sal posible y a su vez la mayor parte de
contenido en H,0.

2.Se introduce el crudo en la torre de destilacion a presién atmosférica. Por la cabeza de la torre
se obtienen los gases licuados (que son los mas ligeros: naftas ligeras, kerosenos, etc.). Después,
los componentes mas pesados, que se denomina residuo atmosférico.

A partir del crudo de petréleo podemos obtener un gran nimero de combustibles liquidos. El
petréleo resulta ser la fuente por antonomasia de combustibles liquidos. Los principales
combustibles liquidos son:

- Gasolinas: Abarcan compuestos hidrocarbonados que van desde C, a Cy,.
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- Kerosenos: C,, a C;,: cadenas hidrocarbonadas de 10 a 14 dtomos de C
- Turboreactores: Cy, - C;5/Cy4
- Gasoleos: Ci5-Ciq

- Fuel-oil: Van a ser lo que tengan un punto de destilacion mas altos; es decir, los de mayor
numero de atomos de carbono y los mas pesados.

De la destilacién primaria y secundaria a la que se somete el petrdleo se obtiene una gran
diversidad de subproductos, de los cuales, a continuacién se indican los principales,
conjuntamente con el uso al que se los destina.

- Nafta: es un combustible altamente volatil, muy inflamable y es utilizado, sobre todo, como
combustible para motores a explosién. Su poder calorifico es 11000 cal / Kg. Debe poseer dos
caracteristicas muy importantes:

- Combustibilidad en el aire
- Volatilidad

- Kerosene: constituye un derivado menos volatil e inflamable que la nafta. Su poder calorifico es
de 10500 cal / Kg. Se utiliza en calefaccion y en las turbohélices y reactores de las turbina de gas
de los motores de aviacion.

- Gas-oil: es denso, menos volatil que el petréleo. Su poder calorifico es igual a 10250 cal / Kg. Se
lo utiliza mucho en calefaccion y para hornos industriales y metallrgicos.

- Diesel-oil: es un subproducto obtenido de los derivados mas pesados del petréleo. Se quema
mas lentamente que el gas-oil. Se utiliza sélo en motores Diesel lentos en los cuales el
combustible dispone mas tiempo para quemar. Su poder calorifico es de 11000 cal / Kg.

- Fuel-oil: es un subproducto obtenido de los derivados mas pesados del petréleo. Se quema con
dificultad. Su poder calorifico es igual a 10000 cal / Kg.

- Alquitran de hulla: es un subproducto obtenido de la fabricacién del coque. Puede quemar
directamente pero se lo utiliza poco como combustible, usandolo s6lo en hogares especiales
para este, que puedan vencer la viscosidad del mismo. Su poder calorifico es de 9100 cal /Kg.

- Alquitran de lignito: se lo obtiene de la destilacion del lignito. Su poder calorifico es 9600 cal /
Kg. Es muy similar al gas-oil, pero al utilizarlo en motores diesel, su comportamiento es muy
inferior del de los derivados del petroleo.

- Alcoholes: pueden quemarse muy facilmente. Tienen diversos origenes (derivaciones de:
petréleo, vino, papas, etc.), los alcoholes puros, como combustibles tienen muy poco uso. Su
mayor empleo esta en la fabricacion de mezclas con benzol, bencina o naftas con objeto de
mejorar la calidad de las mismas.

1.3 C Biodiesel

La ASTM (American Society for Testing and Materials) define el Biodiesel como “el éster
monoalquilico de cadena larga de dcidos grasos derivados de recursos renovables, como por
ejemplo aceites vegetales o grasas animales, para utilizarlos en motores Diesel".

Se presenta en estado liquido y se obtiene a partir de recursos renovables como aceites vegetales
de soja, colza/canola, girasol, palma y otros, como asi también de grasas animales, a través de un
proceso denominado transesterificacion.

La transesterificacién basicamente consiste en el mezclado del aceite vegetal o grasas con un
alcohol (generalmente Metanol) y un alcali (soda caustica). Al cabo de un tiempo de reposo, se
separa por decantacion el BIODIESEL de su subproducto Glicerol.

Se refiere cada vez maés a los ésteres alquilicos de aceites vegetales o grasas animales y no a los
aceites o grasas solas, utilizados como combustible en los motores Diesel.
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Materias primas actuales

La fuente de aceite vegetal suele ser aceite de colza, ya que es una especie con alto contenido de
aceite, que se adapta bien a los climas frios. Sin embargo existen otras variedades con mayor
rendimiento por hectérea, tales como la palma, la jatropha curcas etc. También se pueden utilizar
aceites usados (por ejemplo, aceites de fritura), en cuyo caso la materia prima es muy barata y,
ademas, se reciclan lo que en otro caso serian residuos.

Ademas, existen otras materias primas en las cuales se pueden extraer aceite para utilizarlas en el
proceso de produccién de biodiesel. Las materias primas mas utilizadas en la selva amazdnica
son la jatropha curcas (pifidn en portugués), sacha inchi, el ricino (mamona en portugués) y la
palma aceitera.

Procesos industriales

En la actualidad existen diversos procesos industriales mediante los cuales se pueden obtener
biodiesel. Los mas importantes son los siguientes:

1. Proceso base-base, mediante el cual se utiliza como catalizador un hidréxido. Este hidréxido
puede ser hidroxido de sodio (sosa caustica) o hidréxido de potasio (potasa caustica).

2. Proceso acido-base. Este proceso consiste en hacer primero una esterificacion acida y luego
seguir el proceso normal (base-base), se usa generalmente para aceites con alto indice de acidez.

3. Procesos supercriticos. En este proceso ya no es necesario la presencia de catalizador,
simplemente se hacen a presiones elevadas en las que el aceite y el alcohol reaccionan sin
necesidad de que un agente externo como el hidréxido actle en la reaccién.

4. Procesos enzimaticos. En la actualidad se estan investigando algunas enzimas que puedan
servir como aceleradores de la reaccion aceite-alcohol. Este proceso no se usa en la actualidad
debido a su alto coste, el cual impide que se produzca biodiesel en grandes cantidades.

5. Método de reaccién Ultrasdnica. En el método reaccidn ultrasénica, las ondas ultrasénicas
causan que la mezcla produzca y colapse burbujas constantemente. Esta cavitacidon proporciona
simultdneamente la mezcla y el calor necesarios para llevar a cabo el proceso de
transesterificacion. Asi, utilizando un reactor ultrasénico para la produccion del biodiesel, se
reduce drasticamente el tiempo, temperatura y energia necesaria para la reaccion. De ahi que el
proceso de transesterificacion puede correr en linea en lugar de utilizar el lento método de
procesamiento por lotes. Los dispositivos ultrasénicos de escala industrial permiten el
procesamiento de varios miles de barriles por dia.

Luego de esta introduccidn tedrica, es entonces posible plantear el problema que se analizara:
isera posible y viable la utilizacién de la microalga Scenedesmus quadricauda para la obtencién
de aceites capaces de ser transesterificados para obtener biodiesel?

A fin de responder a esta pregunta, este trabajo se propone aplicar las condiciones dptimas de
crecimiento planteadas en “Laboratory Experiments on Chlorella Culture at the Carneige
Institution of Washington - Department of Plant Biology” por E. A. Davis, Jean Dedrick, C. S.
French, H. W. Milner, Jack Myers, J. H. C. Smith y H. A. Spoehr, 1953. Las mismas se contrastaran
con un cultivo bajo condiciones no 6ptimas, para asi determinar el grado de importancia del
control de estas condiciones a la hora de emprender un cultivo de microalgas de la clase
Chlorella. Al mismo tiempo, una vez concluida la etapa de cultivo se procedera a la extraccién de
los acidos grasos para comprobar el rendimiento de la microalga como fuente de aceite para la
sintesis de biodiesel.
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2. HIPOTESIS

En base al problema planteado, se planted la siguiente hipdtesis:

“Si contamos con las condiciones 6ptimas para el cultivo de la microalga Scenedesmus
quadricauda, entonces se obtendra una productividad elevada, y un consecuente aceite capaz de
ser transesterificado para obtener biodiesel”.

3. VARIABLES

3.1 Variables independientes

- Especie de microalga: Scenedesmus quadricauda

- Medio de cultivo: Solucién de microelementos A4 de Arnon, macronutrientes
- Intensidad de la luz: 1800 lux

- Horas de luz: 24hs

- Turbulencia - Agitacion

- Técnica de cultivo: Foto-biorreactor

- Tipo de cultivo: Estatico

- Temperatura de incubacién: 25 2° C

- Flujo de didxido de carbono: 5%

- Tiempo de incubacién: 20 dias

- Condiciones de esterilidad

- Densidad del cultivo

- Cantidad inicial de células

- pH inicial

- Traspaso del cultivo a volumen mayor con medio nuevo
- Salinidad

- Testigo: medio de cultivo inoculado, mantenido bajo las mismas condiciones que el cultivo
principal pero sin traspasar el cultivo a volimenes mayores. A su vez, a fin de corroborar que la
esterilizacion de los materiales se realiz6 correctamente, medio de cultivo sin inocular.

- Réplica: se replicara el testigo.

3. 2 Variables dependientes

Las variables independientes mencionadas determinaran la productividad del cultivo, como asi
también el contenido de proteinas, hidratos de carbono y lipidos, este Ultimo determinando a su
vez cuan apropiado sera el cultivo para obtener aceites capaces de ser procesados para sintetizar
biodiesel. Estas son las variables dependientes.
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4. MATERIALES
Medio

Scenedesmus quadricauda
5000 ml Agua destilada

Macronutrientes

- EDTA (Acido Etilendiamino tetraacético)
- KOH (Hidroxido de Potasio) 1 Normal
- FeSQ,.7H,0 (Sulfato Ferroso)
- CO(NH,), (Urea)
- MgS0,.7H20 (Sulfato de Magnesio)
- KH,PQ, (Fosfato diacido de Potasio)
Micronutrientes
- B como H,BO; (Acido Bérico)
- Mn como MnCl,.4H,0 (Cloruro de Manganeso)
- Zn como ZnS0,.7H,0 (Sulfato de Zinc)
- Cu como CuS0O,.5H,0 (Sulfato de Cobre)
4 Erlenmeyer 200ml
Balanza analitica
Probeta 1000 ml
1 Jeringa 20 ml

Esterilizacion

Alcohol 96° (marca “Purocol”)
Desinfectante en aerosol (marca “Lisoform")
Algodon

Papel de aluminio

Olla a presion

Agua de red

Mechero de Bunsen

Fuente de Luz
Lampara fluorescente 24w - 2000 lux (marca “General Electric”, modelo “Biax L")

Balasto electromagnético para ldmparas fluorescentes (marca “General Electric”, modelo BEM18-
26F)

Arrancador

Cable

Portaldmparas 4 pines

Soporte para tubo fluorescente
Pelacables

Reflector de luz
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Suministro de CO,

Garrafa CO, 350 gr (marca "Sifones Drago”)

Valvula reguladora para CO, (marca "Aqua Garden”)
Manguera 4 mm diametro interno

2 Conectores T

Valvula antirretorno

2 Difusores (marca "Aqua Garden”)

Aireador (marca Atlas 6000")

Pipeta pasteur

Cutivo

Termémetro

Cinta de ph

Cilindro de vidrio con base - 35 cm (alto) x 13 cm (diametro)
Cilindro de vidrio con base - 35 cm (alto) x 7 cm (diametro)

Tapa cilindrica metélica 5 cm (alto) x 7 cm (didmetro)

Tapa cilindrica metéalica 5 cm (alto) x 13 cm (didmetro)

2 Apdsitos estériles

Jeringas 20 ml (cantidad dependiente de periodicidad de recuentos)
Parafilm

Tubo plastico 3 mm diametro interno

Extraccion

Erlenmeyer 500 ml

Papel de filtro

Embudo

Balanza (equiparar masas)
Macrocentrifuga (4 x 50 g)
Secador a vacio
Evaporador rotatorio
Sonicador

200 ml Ciclohexano

50 ml Metanol

Recuento

Camara de Neubaber
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5. PROCEDIMIENTOS

5.1 Procedimientos previos

Previo a realizar cualquier manipulacién, debido a que la competencia frente a otros
microorganismos podria perjudicar la productividad del cultivo, es preciso llevar a cabo los
siguientes procedimientos a fin de disminuir el riesgo de adquirir infecciones:

1.Limpiar la mesada de trabajo con un trozo de algodon saturado en alcohol.

2.Reducir la carga bacteriana difundiendo Lisoform en el ambiente.

5.2 Medio de cultivo:

- Preparacion de la solucién de microelementos A4 de Arnon:
1.Colocar 250 ml de agua destilada dentro de un matraz aforado.

2.Pesar con la balanza analitica y colocar dentro del mismo 715 mg H;BO;; 450 mg MnCl,.4H,0;
55 mg ZnS0O,.7H,0; 20 mg CuSO,.5H,0.

3. Agitar la solucidn, asegurandose que las sales se disuelvan en forma completa.

- Preparacién de la solucion EDTA fosfato férrico

1.Colocar 100 ml de agua destilada dentro de un matraz aforado

2.Pesar con la balanza analitica y colocar dentro del mismo 5,6 g KOH.

3. Agitar la solucién, asegurandose que el hidroxido de potasio se disuelva en forma completa.

4. Utilizar la probeta para colocar 26,5 ml de esta solucion dentro de otro matraz aforado y
disolver en la misma 2,61 g EDTA.

5.Introducir 2,49 g FeSO,.7H,0 en la solucién de hidroxido de potasio y EDTA, y diluir a 100 ml
introduciendo 73,5 ml de agua destilada con la ayuda de la probeta.

6.Agitar la solucién, de manera que los compuestos se disuelvan en forma completa.

- Preparacién del medio de cultivo
1. Verter 5000 ml de agua destilada dentro del bidon de 5000 ml de capacidad.

2. Utilizando la balanza analitica, colocar 5,25 g CO(NH,),; 12,3 g MgS0O,.7H,0; 6,1 g KH,PO,; 5 ml
solucion de microelementos A4 de Arnon; 5 ml solucion EDTA fosfato férrico.

3. Agitar la solucién, de manera que los compuestos se disuelvan en forma completa.

5.3 Unidades de cultivo

- Esterilizacién
1.Colocar 100 ml de medio de cultivo en 4 matraces Erlenmeyer de 200 ml.

2.Para cada Erlenmeyer, formar un capuchoén a partir de algoddn, de manera que cumpla su
funcion sin desplazarse facilmente al colocarlo en la boca del mismo y que permita un manejo
optimo al tapar y destaparlo.

3.Recubrir el capuchdén de algodén ya colocado con un segundo capuchdn de papel de
aluminio.

4.Llenar de agua de red la olla a presidon hasta cubrir unos centimetros desde la base y colocar
los matraces Erlenmeyer dentro de la misma. Tapar la olla y someter los Erlenmeyer a 121°C
durante 20 minutos, utilizando un mechero de Bunsen (una vez que la olla comience a liberar
vapor de agua, cronometrar los 20 minutos).

29



Fernando G. Campioni 3° Polimodal Naturales

5.Retirar de la olla los matraces y dejar enfriar.

- Inoculacién

1. Agitar previamente el recipiente que contiene la solucién concentrada de microalgas, a fin de
homogeneizar la misma.

2.Remover el capuchén de una jeringa de 20 ml estéril, flamear el sector de metal de la punta de
la misma, destapar el recipiente que contiene la solucién concentrada de microalgas, e introducir
14 ml de esta solucién en la jeringa. Tapar el recipiente.

3.Sostener el primer Erlenmeyer a inocular con la mano derecha y destaparlo con el mefique de
la mano izquierda; sostener el tapon con el dedo medique todo el tiempo.

4.Flamear la boca del Erlenmeyer y colocar 4 ml de la solucién concentrada de microalgas dentro
del mismo. Tapar rapidamente el matraz con el capuchodn de algoddn y el de papel de aluminio.

5.Volver a flamear el sector de metal de la punta de la jeringa y colocar la solucion en otro de los
matraces Erlenmeyer, repitiendo el punto 3.

6.Repetir el punto 4 para el matraz restante, flamear el sector de metal de la punta de la jeringa
y tapar la jeringa con su capuchén. Estos 2 ml restantes seran utilizados para realizar recuento
celular.

7.Quedaran tres matraces inoculados, de los cuales dos son controles y uno el que luego se le
aplicarén las condiciones éptimas, y un matraz sin inocular para comprobar las condiciones de
esterilidad.

5.4 Cultivo
- Cultivo en matraz Erlenmeyer de 100 ml

1.Incubar los cultivos durante 7 dias bajo las mismas condiciones de luz (flujo luminoso de 2000

lux, 12 horas de luz, 12 horas de oscuridad) y temperatura (251 2° C). Registrar diariamente y en
un mismo horario temperatura de los cultivos.

2.Una vez concluida esta etapa, proceder a traspasar el contenido de uno de los Erlenmeyer al
biorreactor de 1000 ml de volumen.

- Cultivo en biorreactor de 1000 ml

A fin de esterilizar el recipiente y los componentes del biorreactor, los mismos fueron tratados
con hipoclorito de sodio. Se detallan los pasos a seguir:

1. Utilizando la probeta, verter 120 ml de lavandina en 2000 ml de agua de red.

2.Colmar de hipoclorito de sodio en forma completa el biorreactor de 1000 ml y dejar actuar
durante 30 minutos.

3.Pasados los 30 minutos, lavar el recipiente y los componentes del biorreactor utilizando agua
destilada estéril y proceder inmediatamente al traspaso de uno de los cultivos al biorreactor y a
su posterior sellado.

- Sellado de los biorreactores

1.Tomar un apésito estéril de 20 cm x 20 cm y realizar dos perforaciones del didmetro de los
tubos de descarga por donde pasaran los tubos plasticos por donde ingresara la mezcla de aire
- 5% CO, y por donde se realizara la descarga de los gases que no se disuelvan en el medio de
cultivo. Realizar las mismas perforaciones en la tapa metalica.

2.Insertar el tubo plastico con su conector T, mangueras y difusores y el tubo de descarga en los
agujeros.
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3.Colocar el apdsito en el lado abierto del cilindro de vidrio, y taparlo en su totalidad, situando el
aposito lo mas centrado posible al eje del cilindro, y fijarlo con Parafilm al cilindro de vidrio.

4.Tapar el ap6sito con la tapa metélica, de manera que la tapa ejerza presién sobre el apdsito, y
éste a su vez sobre el cilindro de metal. Fijar la tapa metdlica al cilindro de vidrio.

5.5 Suministro de mezcla de aire - 5% CO, y turbulencia
1. Asegurar que la valvula reguladora para CO, se encuentre completamente cerrada.
2.Quitar el precinto de la garrafa de CO, y enroscar la misma a la valvula reguladora para CO,.

3.Conectar el extremo de una linea al lugar de salida de CO, de la valvula reguladora y el otro
extremo a la valvula anti-retorno, de forma que el CO, pueda fluir en un Unico sentido.

4.Tomar una jeringa de 20 ml y retirar el sello de goma negra del émbolo. Practicar un orificio al
sello, de diametro ligeramente inferior al diametro de la valvula anti-retorno. Pasar la valvula a
través del sello de goma con el orificio y volver a posicionar el sello mas la valvula dentro de la
jeringa, sin incluir el émbolo.

5.Llenar la jeringa de agua y conectar el extremo libre de la valvula anti-retorno a un extremo
superior de un conector T. Regular la cantidad de burbujas por minuto a 60.

6.Conectar el otro extremo superior del conector T a la linea que proviene del aireador. Esta
presentaréa un filtro de aire a base de algoddn en el comienzo de la linea.

7.Conectar el extremo inferior del conector T al tubo plastico por el cual la mezcla de aire - 5%
CO, descendera hasta los difusores, ubicados en la base del biorreactor. El tubo plastico
presentara en su extremo inferior libre otro conector T, al cual se deberén conectar mangueras
de 5 cm de longitud. En los extremos libres de estas mangueras se conectaran los difusores.

Centrifugacion y secado

Concluido el periodo de cultivo, se debe proceder al centrifugado para obtener la materia seca:

1.Retirar el sello efectuado al realizar el pasaje al biorreactor y llenar los contenedores de la
macrocentrifuga.

2.Colocar los contenedores que formaran parte del mismo eje en la balanza, y equiparar las
masas a fin de evitar dafar la macrocentrifuga utilizando una pipeta pasteur (puesto que
permite un alto grado de control del volumen agregado o removido).

3.Centrifugar durante 7 minutos, a 3500 rpm. Una vez terminado el centrifugado, retirar la parte
liquida de los contenedores, sin descartarla por el desagiie puesto que contiene metales
pesados (aunque en infimas cantidades). Dejar la parte sélida dentro del contenedor.

4.Repetir los pasos 2 y 3 hasta haber centrifugado la totalidad del medio de cultivo.
5.Una vez obtenido la masa hiumeda de algas, colocar en secador a vacio durante 24 horas.

6.Registrar el peso de la materia seca y calcular los gramos de materia por litro.

Sonicado y tratamiento con ciclohexano

1. Registrar coloracion del ciclohexano.
2.Introducir la materia seca dentro de un Erlenmeyer de 500 ml y colocar 200 ml de ciclohexano.

3.Sonicar durante 60 minutos con la mayor intensidad posible y dejar en reposo por 24 horas en
heladera, cubriendo la boca con Parafilm.

4.Registrar si se observa un cambio en la coloracién del ciclohexano.

5.Filtrar la parte liquida (en este caso, ciclohexano con &cidos grasos disueltos en él).
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6.Someter esta parte liquida a un evaporador rotatorio, calentando el balén en que se encuentra
la misma hasta los 85°C.

7.Una vez finalizado el proceso, cuya duracién media es de 30 minutos puesto que el evaporador
debe hacer vacio, el remanente que se encuentre en el baldén lo constituirdn acidos grasos,
mientras que el liquido evaporado y condensado, almacenado en el otro balén, es el
ciclohexano.

Tratamiento con metanol

1.Colocar la masa previamente tratada con ciclohexano y filtrada en un Erlenmeyer de 500 ml.
2.Verter 40 ml de metanol en el matraz y agitar.
3.Filtrar el contenido, extrayendo la pulpa que ahora se ha deshecho.

4.Someter esta parte liquida a un evaporador rotatorio, calentando el balén en que se encuentra
la misma hasta los 70°C.

5.Una vez finalizado el proceso, cuya duracion media es de 30 minutos puesto que el evaporador
debe hacer vacio, el remanente que se encuentre en el baldén lo constituirdn los compuestos
liquidos presentes en la microalga y una pequefia cantidad restos solidos, mientras que el
liquido evaporado y condensado, almacenado en el otro balén, es el metanol.

6. Tratar el remanente con ciclohexano y filtrar nuevamente la solucién.

7.Diluir en agua destilada la solucién, de manera que los compuestos solubles en agua y no
solubles en el ciclohexano

6. RESULTADOS
6.1 Cultivo

Concluida la etapa de cultivo, se grafica a continuacion la variacién de la temperatura en funcién
del tiempo, como asi también la temperatura media que afect6 al cultivo:

Variacion de la Temperatura
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Aqui, se presenta la variacion del pH en funcion del tiempo de cultivo:

Variacion del pH
7,50
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5,50
5,00
0 7 14 21 28 35
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= pH Testigo pHl —=———pHIV —=——pHYV
A continuacion, se grafica la curva de crecimiento para ambos cultivos:
Curva de Crecimiento
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Nota: Debido a la falta de datos, no fue posible realizar la curva de crecimiento correspondiente al
testigo.
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6.2 Centrifugado y secado

Luego de centrifugar la totalidad del medio de cultivo, se obtuvieron los siguientes resultados:
Masa de Scenedesmus quadricauda en seco: 59,133 g *

* Los datos son de gran precision puesto que se utilizé una balanza andlitica.

6.3 Extraccion de Aceite

Luego de aplicar los procedimientos detallados, se extrajo un volumen total de 1 ml de aceite de
la microalga Scenedesmus quadricauda.

7. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, es posible elaborar las siguientes conclusiones:

- Corroborando la hipotesis planteada, la microalga Scenedesmus quadricauda es sensible en
forma drastica a su desarrollo bajo condiciones dptimas y no éptimas. Si bien fue posible graficar
la curva de crecimiento del cultivo bajo condiciones d6ptimas, no sucedid lo mismo con el cultivo
testigo. Esto se debe a la carencia de una metodologia o dispositivo adecuado para tomar
muestras a lo largo de diferentes estadios, sin realizar el experimentador una intervencion que
pudiera exponer el cultivo a agentes externos, de manera que las muestras fueron tomadas
Unicamente en los momentos de pasaje a volumen mayor.

- Si bien se comprobd que bajo condiciones 6ptimas la productividad es muy elevada en
comparacién a su contraparte, se deberia analizar cada factor capaz de alterar la productividad,
independientemente uno del otro, para asi identificar cuales de estas condiciones 6ptimas son las
cruciales a aplicar. Por otro lado, dado que se emplearon los resultados de trabajos preexistentes,
se conocian previamente los factores que modificaban positivamente el crecimiento por
separado, de manera que se procedid a la puesta en practica de esas condiciones en el cultivo
efectuado. La informacion sobre estos trabajos fue recopilada y conjugada en el protocolo para
esta experiencia.

- A fin de evaluar el maximo potencial de la cepa Scenedesmus quadricauda como productora
de aceites para biodiesel, se deberia limitar el suministro de nitrégeno al medio, puesto que en
ausencia de este compuesto, el metabolismo se ve alterado, aumentando de esta manera la
sintesis de acidos grasos.

- Cabe destacar también que el método empleado para desinfectar los recipientes de gran
capacidad resultd efectivo, en lo que se refiere al analisis de la curva de crecimiento, al
evidenciarse tal productividad. Por otro lado, se deberia realizar un andlisis bacteriolégico sobre
ambos cultivos, a fin de dar con una respuesta certera. Cabe tener en cuenta que el control sin
inocular, no evidencié presencia alguna de turbidez, velo o sedimentacion, descartando la
posibilidad de crecimiento bacteriano en los cultivos testigo.

- Refiriéndonos a la modificacion del pH en el tiempo, se logré constatar la efectividad de la
urea como regulador del pH del medio, no elevandose el mismo mas alla de un pH 7.

- Si bien se realiz6 una réplica para el cultivo control, no fue posible de hacerlo para el cultivo
sobre grandes volumenes, puesto que los costos excedian las proyecciones iniciales. De esta
manera se evitd afrontar gastos excesivos. Al mismo tiempo, los costos también imposibilitaron
continuar la experiencia a una escala mayor (gj: 10 |).

- Inicialmente, se habia planteado realizar la extraccion del aceite mediante prensado, para
luego tratarlo. Debido a la dificultad de acceder a dicho elemento, se decidio sonicar la masa
seca de algas suspendida en ciclohexano. Una vez realizada la extraccion, se comprobd que esta
metodologia constituye un método efectivo para tal fin, llevando a la extraccion de 1 ml de
aceite por cada 59,133 g de alga (peso seco). Esto, si bien puede considerarse como un bajo
rendimiento, puede atribuirse a las caracteristicas intrinsecas de la cepa utilizada para el cultivo.
Ademas, el valor obtenido se encuentra en concordancia con el valor tedrico de porcentaje de
lipidos en relacion al peso seco (1.9 %). A fin de evaluar la eficacia absoluta y no relativa del
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sonicado, se deberia repetir la experiencia pero utilizando una prensa hidraulica u otro método
de extraccion que pudiera haberse desarrollado a la fecha.

- Como resultado del escaso volumen de aceite obtenido, no se pudo realizar la
transesterificacion, de manera que no fue posible evaluar el rendimiento final y global de la
produccién de biodiesel.

- A fin de comprobar la viabilidad real de esta alternativa a la alternativa, se deberian efectuar
cultivos diversificados (con diversas cepas de gran productividad -Scenedesmus dimorphus,
Botryococcus braunii-) a gran escala. Para ese fin, se deberia contar con un cepario, cuyas
caracteristicas hayan sido previamente determinadas.
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9. COSTOS

Se detallan los costos de los materiales cruciales para la realizacién del proyecto:

Valvula $150
Garrafa $30
Tubo $30
Luz $40
Erlenmeyer $20
Cilindro Vidrio 35 x 13 $30
Cilindro Vidrio 35 x 7 $20
Total $320

NOTA: los consumibles (jeringas, apdsitos, etc.) no se incluyeron en el detalle, pero deben ser
contemplados a la hora de abordar el mismo.
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