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RESUMEN La creciente demanda de petréleo se ha encontrado,
en definitiva, con dos grandes problemas. Por un lado
el esperado “pico” global del petréleo -el momento en
el que en su conjunto los yacimientos de crudo
alcancen su maximo posible de produccién diaria-
hecho que aconteceria segun todos los prondsticos,
mas tarde o mas temprano, pero dentro de la
presente década. El segundo gran problema es la
amenaza del cambio climatico, una de sus causas
principales es la combustidon de petrdleo, gas natural
y carbon.

Figura 1. Recoleccion de muestras de microalgas.

El objetivo del presente proyecto es identificar y
caracterizar morfoldégicamente las especies de
microalgas que sean potencialmente productoras de
biodiésel en la Hacienda Majavita.

En el analisis de las muestras la técnica de
investigacion utilizada fue explorativa, y fueron
tomadas en puntos de agua Iénticos elegidos al azar
ademas se hizo una inspeccion visual por el método
de Didymoy encontrando especies de microalgas que
se caracterizaron por su morfologia.

Como resultados, se identificaron 21 especies de microalgas; y 5 de estas pueden ser cultivadas. Concluyendo
que las microalgas no se encuentran solas o aisladas en el medio natural, sino que viven en comunidad con otras
especies de microalgas. A través del microscopio se observaron algunas especies como Scenedesmus y
diatomeas en mayor nimero que otras, lo cual indica que es una especie abundante y predominante.
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ABSTRACT

The increasing demand for oil has been found, in short, with two major problems. On the one hand the expected
global "peak" oil-the moment when the whole oilfields reach their peak production diaria- fact that befall all
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forecasts, later or earlier, but within the this decade. The second major problem is the threat of climate change,
one of the main causes is the burning of oil, natural gas and coal. The objective of this project is to identify and
characterize morphologically microalgal species that are potentially producing biodiesel at Hacienda Majavita.

In the sample analysis technique used was explorative investigation, and were taken at points randomly
selected lentic water plus a visual inspection by the method of finding Didymoy microalgal species that were
characterized by their morphology was made. As a result, 21 species of microalgae are identified; and 5 of these
can be grown. Concluding that microalgae are not alone or isolated in the wild, but live in community with other
species of microalgae. Through the microscope some species such as Scenedesmus and diatoms were observed
in greater numbers than others, which indicates that it is an abundant and predominant species.

Keywords

Isolation, biofuels, biomass, photosynthetic, transesterification.

1. INTRODUCCION

Segun Torres & Carrera (2010), “La produccién de
biocombustibles en el mundo ha crecido
exponencialmente en los Ultimos afios”. El
agotamiento de los combustibles fésiles y la
necesidad de frenar el cambio climatico acelerado ha
conducido a la busqueda de alternativas energéticas
renovables, sostenibles y rentables.

La teoria del pico de Hubbert, también conocida como
cenit del petrdleo, petrdleo pico o agotamiento del
petrdleo, es una influyente teoria acerca de la tasa de
agotamiento a largo plazo del petrdleo, asi como de
otros combustibles fosiles. Actualmente se ha
dedicado gran atenciéon a la produccion de
combustibles alternativos, el biodiésel es uno de los
mas importantes.

En primera instancia surgieron los biocombustibles
de primera generacién, y son aquellos provenientes
de la biomasa, especialmente de cultivos agricolas
destinados a la alimentacién humana tales como el
maiz, la soya, girasol y la remolacha para su
produccion. Posteriormente se desarrollaron
procesos industriales de esterificacién vy
transesterificacion que permiten aprovechar no
solamente una parte de la planta para la produccién
de biocombustibles sino su totalidad, tales como la
madera o el bagazo de la cafia de azUcar.

Segun Bermudez & Restrepo (2011). Pag.35, estos
son llamados biocombustibles de segunda generacién
o celuldsicos, producidos de materias primas como
residuos agroindustriales y gramineas forrajeras
(plantas herbaceas) de alta produccion.

En los (ltimos afios, los estudios para obtener
biocombustibles se han enfocado hacia nuevas
tecnologias, que no compitan con la produccién de los
alimentos y que no se requiera de grandes
extensiones de tierra para su produccién.

Los biocombustibles de tercera generacion, utilizan
insumos vegetales no alimenticios de crecimiento
rapido y con una alta densidad energética
almacenada en sus componentes quimicos, porlo que
se les denomina cultivos energéticos.

Entre estos vegetales estan los pastos perennes,
arboles y plantas de crecimiento rapido, y las algas
verdes azules. Segun Alvarez (2009). Pag. 63, las
microalgas son organismos fotosintéticos
unicelulares que pueden vivir en cadenas coloniales o
formando cenobios, estos microorganismos pueden
habitar en agua dulce, salada, en tierra o incluso
soportando altas temperaturas como las algas que
habitan en aguas termales volcanicas. Ver Figura 2.

De acuerdo con Donaldson (1991) Pag.229-236, la
produccion de las microalgas en E. U. tiene un costo
equivalente al 18 % de su precio; por lo cual,
actualmente uno de los objetivos principales de las
investigaciones sobre el cultivo de microalgas es
intentar aumentar los beneficios de los cultivos,
bajando los costos de operacidn.

1.1. Descripciondel problema

La creciente demanda de petrdleo se ha encontrado,
en definitiva, con dos grandes problemas. Por un lado
el esperado “pico” global del petrdleo, el momento en
el que en su conjunto los yacimientos de crudo
alcancen su maximo posible de produccién diaria-
hecho que aconteceria segun todos los prondsticos,
mas tarde o mas temprano, pero dentro de la
presente década.

El segundo gran problema es la amenaza del cambio
climatico, una de sus causas principales es la
combustién de petréleo, gas natural y carbén. Adn si
existieran mayores reservas de crudo éstas no
podrian ser utilizadas, al menos si se quiere mantener
el equilibrio climatico dentro de ciertos limites a los
que la humanidad pueda adaptarse. (Honty G,
Raffaele Ay Pedace R 2009. Pag.11).
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Segun EIA (2008) “Aproximadamente un 27 % de la
energia consumida en el mundo es usada para
transporte, siendo el sector que mas contribuye para
la contaminacién ambiental”.

Segun Palomino, Estrada y Lépez (2010) Pag.49, se
proyecta que el crecimiento en produccidén y consumo
de biocombustibles liquidos continuara, pero sus
impactos en el cumplimiento de las demandas de
energia global en el sector del transporte seguira
siendo limitada. Y se debe a que influyen en el precio
delos alimentos y el uso de suelos.

Figura 2. Investigador observando muestras de Microalgas

1.2. Antecedentes

Segun Colorado, Moreno y Pérez (2013). Pag.113-
126 “Las microalgas son fuentes de biomoléculas y
metabolitos de importancia econémica y constituyen
una fuente directa de alimento, medicamentos y
biocombustible, entre otras aplicaciones”.

Segun Sanchez (2012), recientemente se viene
estudiando en diferentes paises el cultivo de
microalgas como una opcion de gran potencial para
produccion de combustibles liquidos para el
transporte, ya que mediante su uso se reducen las
emisiones de gases de efecto invernadero y tiene
mayores indices de productividad por hectarea.

De acuerdo con Chisti (2011) el uso de microalgas
para la produccion de biodiésel ha surgido como una
opcidn promisoria, debido a que presentan mayor
eficiencia fotosintética, son mas eficaces en la
asimilacién de CO, y otros nutrientes con respecto a
las plantas, acumulan entre 20 y 80 % de
triglicéridos.

El biodiésel ha ido ganando popularidad mundial
como fuente de energia renovable debido a sus
ventajas econdmicas, ambientales y sociales. Los
cinco principales productores de biodiésel en el

mundo son Estados Unidos, Alemania, Francia,
Argentina y Brasil.

Se espera que con los incentivos de los gobiernos
para aumentar la produccién y consumo de
combustibles renovables, la produccion mundial de
biodiésel se incremente de 21,4 billones de litros en el
2011 a 45,3 billones de litros en el 2020 segun (Arias
y Martinez. 2012. P&g.16). Las microalgas son
fabricas celulares conducidas por la luz solar, que
convierten didxido de carbono en biocombustibles
potenciales, alimento o compuestos bioactivos de
alto valor.

Estas algas comprenden un vasto grupo de
organismos fotosintéticos, heterotrofos, los cuales
tienen un excelente potencial como cultivos
energéticos.

Segun Estrada y Lépez (2010) el biodiésel de
microalgas obtenidos en sistemas cerrados tiene
grandes ventajas comparativas frente a otros
biodiésel obtenido con otros aceites, basicamente
hay que tener en cuenta la mayor produccién por
hectarea de aceite. Mientras que la palma produce
casi 6 toneladas afio teniendo en cuenta que alcanza
esa produccién a partir del séptimo ano la misma
hectédrea de microalgas produce 100 a 180 toneladas
en ese mismo periodo y desde el primer afio.

Como el aceite de algas no es un aceite comestible y
su produccion no requiere terrenos fértiles, no se
estaria vulnerando la seguridad alimentaria y
tampoco se talarian bosques para utilizar la tierra
fértil, esto abriria mercados en algunos paises
europeos que critican el aceite de palma por estos
motivos.

1.3. Pregunta problema

¢Cuadles especies de microalgas hay presentes en la
Hacienda Majavita que puedan ser potenciales
productores de biodiésel?

1.4. Justificacion

La identificacién y caracterizacion de especies de
microalgas en la Hacienda Majavita puede ser una
nueva alternativa de investigacion de la comunidad
universitaria para el desarrollo de energias que no
dependan de los combustibles fésiles, responsables
en gran parte de los gases de efecto invernadero
como él diéxido de carbono (CO,), éxidos de Azufre
(SOx) y 6xidos de Nitrégeno (NOx).

Las algas, presentan ademas ciertas ventajas; al ser
un grupo de organismos netamente acuaticos no
requieren de tierra para su cultivo, y por tanto no
compiten con ningun otro cultivo.
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Aun si fuera necesario su cultivo sobre la tierra, este
podria hacerse en zonas marginales, de ningln o
escaso uso alternativo; el agua utilizada en los
cultivos de algas puede ser dulce o salada, y si es de
este segundo tipo, la concentracion de sales puede
ser dos veces la del agua marina.

Esto significa que tampoco competirian por el
recurso, también limitado, del agua dulce. Las Algas
tienen una mucha mayor capacidad de absorber CO2
con respecto a las Plantas Verdes, sin sufrir la
inhibicion del proceso fotosintético bajo condiciones
de intensa incidencia luminica Segun Jaramillo, H.
(2011).

Los resultados obtenidos abren un nuevo campo en la
investigacién en la comunidad universitaria y una
opcidn de combustible para los pequefos productores
de la zona comunera.

1.5. Objetivo general

Identificar y caracterizar morfolégicamente las
especies de microalgas que sean potencialmente
productoras de biodiésel en la Hacienda Majavita.

1.6.  Objetivos especificos

= Recolectar y analizar muestras de agua que
contengan microalgas nativas en la Hacienda
Majavita.

= Reproducir un cultivo homogéneo de microalgas
en un sistema abierto para cada muestra
recolectada.

= Identificar morfolégicamente las especies de
microalgas que sean potenciales productoras de
aceite para obtencion de biodiésel en la Hacienda
Majavita.

1.7. Localizacion

El proyecto de investigacion se realizé en la Hacienda
Majavita propiedad de la Universidad Libre localizada
en el Socorro Santander, a una elevacion de 1350 m
sobre el nivel medio del mar, a una latitud de 7 °N y
una longitud de 73 °W. Con una temperatura
promedio de 24 °C, precipitaciones 1250 mm por afo
y una evaporacién potencial de 1200 mm.

2. METODOLOGIA

2.1. Tipodeinvestigacion

Es una Investigacion exploratoria porque se buscara
que tipo de microalgas se encuentran presente en la
hacienda Majavita. Es de tipo Cualitativa porque en
esta se identificaran morfolégicamente especies de
microalgas.

2.2. Definicionde variables eindicadores

Las variables establecidas a partir de los objetivos son
las descritas en la tabla 1, mediante estas se
determinara el tipo de microalga presente en cada
medio de cultivo.

Tabla 1. Variablesy su clasificacion

Tipo de variable Variable Unidad
Dependiente Biomasa Kg
Sistema de Tipo
Cultivo
Independiente
pH Unidades de
pH
. Lux
Intervinientes Intensidad
Luminica

2.3. Técnicasdeinvestigacion

En el analisis de las muestras la técnica de
investigacién utilizada fue explorativa, las muestras
fueron tomadas en puntos de agua Iénticos elegidos
al azar; consiste en realizar la identificacién
taxondmica en la muestra teniendo en cuenta claves
regionales y mundiales ya que no todas las algas son
cosmopolitas y existen especies propias para los
Andes y la Amazonia.

2.4. Materiales

Se utilizaron botellas de plastico PET, previamente
desinfectadas con hipoclorito de sodio, para evitar la
presencia de otros microorganismos que alteraran las
muestras, 4 peceras de 25 litros de capacidad, frascos
de vidrio de 200 ml.

2.5. Equiposdemediciéon

Microscopio compuesto equipado con oculares de
10012.5, y objetivos de 10x, 40x y 100x.
Camara Samsung de 8 megapixeles

Micro pipetas de 1000 um

Centrifugadora Compact I1 3500 0.7A
Calculadora basica

Balanza digital

Luxoémetro Yu Fung yf-172
Medidor de pH WTW PH31501
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2.6. Procedimiento

Las muestras se recolectaron en Botellas PET que
fueron previamente desinfectadas con hipoclorito de
sodio para evitar contaminacién por otro tipo de
microorganismos. Las muestras captadas de la
superficie de los pozos, se depositaron previamente
en acuarios con capacidad de 25 litros, para obtener
un cultivo de cada una estas.

Segun Colorado, Moreno, y Pérez (2012) las
microalgas representan un sistema muy eficiente
para la bioconversion de la energia luminosa, aunado
a la utilizacion de los elementos nutritivos (nitrégeno,
potasio y fosforo), el aporte de oxigeno y una
produccion de biomasa que puede ser utilizable en
diferentes areas en la industria.

Las microalgas dependen para su crecimiento de un
suministro de carbono y de una fuente de luz para
realizar la fotosintesis, es importante definir
cuantitativamente la influencia de factores que
intervienen en su crecimiento y que favorecen la
produccidn de lipidos, asi como su interrelacién para
poder manipularlos en la obtencién de biomasa con
determinadas caracteristicas.

Estd demostrado que tanto el contenido de lipidos
como el perfil de acidos grasos de las microalgas varia
no solo entre especies sino también en funciéon de las
condiciones del cultivo. Segun Arias, Martinez vy
Caflizares (2013) entre las condiciones de cultivo
afectan factores abioticos como la concentracién de
nutrientes, la calidad y cantidad de luz, la
temperatura, el 02, el CO2, el pH, la salinidad y
factores operacionales como mezclado y la edad del
cultivo. El nitrégeno ha sido demostrado como el
principal regulador en el crecimiento y acumulacion
delipidos.

Se alimentaron diariamente en las mafianas
aplicando 1 ml de una solucién elaborada a partirde 1
litro de agua destilada, 100 gr de fertilizante NPK
(triple 15, nitrégeno, Potasio, fosforo) y 20 gr de
vitaminas (complejo B), avistando que los cultivos
crecian, basandonos en el color verdoso que tomaba
el medio. Para identificar las microalgas, con base en
el método de Sedgwick-Rafter se tomaron las
muestras con una pipeta para cada una de las
peceras, respectivamente se depositaron en el frasco
estdndar de la centrifugadora durante 15 min,
teniendo en cuenta que la velocidad a centrifugar no
fuese a dafar los organismos fragiles, pero en si
separando la muestra y obteniendo mayor biomasa.

Ya centrifugada se hizo el montaje individual de la
muestra en la ladmina-laminilla (portaobjetos y
cubreobjetos) para su posterior analisis cualitativo.
Se llevé al microscopio y se analizé detenidamente la
muestra tomando unas fotografias de la microalga
avistada y con la bibliografia consultada se
comparaba cada individuo observado, repitiendo este
proceso varias veces hasta confirmar que la
clasificacién morfoldgica fuera confiable.

2.6.1. Procedimiento deidentificacion

Asépticamente se tomaron muestras del cultivo de
microalgas y se colocaron en la centrifugadora, luego
de separar la mezcla se realiz6 el montaje en laminas
portaobjetos estériles y cubriéndolos con laminillas
cubreobjetos estériles. Observando el microscopio
equipado con iluminacion de contraste de fase;
Usando el mayor aumento posible: 20X/10X /40X,
buscando la presencia de microorganismos en la
muestra.

Por medio de una camara fotografica digital ubicada
en el lente del microscopio, se tomaron fotografias
para su respectivo andlisis; estos retratos se
comparaban con las bases de datos, informacion
bibliografica e iconografias de microalgas,
observando color, forma y algunas caracteristicas
propias de cada microalga.

2.7. Poblaciénymuestra

Se establecieron 4 puntos para la recoleccién de las
muestras de microalgas de los cuales se captd una
muestra sobre la superficie. Para la identificacién de
las especies se tomaron muestras de los medios de
cultivo de la siguiente forma: Con base en la técnica
de analisis semicuantitativo y de Sedgwick-Rafter,
utilizando una pipeta se tomaron muestras de las
microalgas en el acuario; llevando la muestra al
microscopio para la observacion. Se utilizaron bases
de datos como la Diatom Identificacién Guide &
Ecological Resource, Diatomeas (Bacillariophyceae)
del marjal Oliva-Pego (Comunidad Valenciana,
Espafia) para tener certeza de que la microalga
identificada fuera la correcta.

3. RESULTADOS

3.1. Puntos de recoleccion de muestras

Los puntos de recoleccion se seleccionaron al azar en
la Hacienda Majavita.
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Tabla 2. Puntos de recoleccion de muestras.

Coordenadas Fotografia Coordenadas Imagen
Muestra 1 Muestra 3
E01091445 E01091677
N01207568 N01207491

Altura: Altura:
1346 1402
Muestra 2 Muestra 4

E011091677 E01091575

N01207491 N01207473
Altura: Altura:
1345 1389

Las muestras recolectadas se analizaron en el
microscopio, las cuales contenian diversidad de
microalgas, asi como algas filamentosas.

Muestra 1. (M1), Predominan las algas
filamentosas verdes correspondientes a la divisidon
Chlorophita tales como Spirogyra, y Rhizoclonium.
Ademas de varias especies de diatomeas en las
cuales predominaban las gomphonemas.

Muestra 2. (M2), Microalgas del tipo Chlorophita en
las que se observan especies como cosmarium,

Figura 3. Localizacién de la
zona de estudio.

closterium y bacillariophyta (diatomeas) como
gomphonemas, y cimbellas.

Muestra 3. (M3), Algunas especies de la division
Cyanophyta como chorococus y algas filamentosas
de las anteriormente especificadas.

Muestra 4. (M4), Chlorophitas con diversidad de
Scenedesmus, también diatomeas y filamentosas del
tipo Oedogonium.n
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3.2. Cultivosdelas microalgasrecolectadas

Cuando un cultivo es expuesto a una intensidad
luminosa adecuada, pero con limitacién de
nutrientes, se disminuye la tasa de division celular
(aunque se sigue convirtiendo energia solar en
energia quimica), pero a menor velocidad y como
mecanismo de supervivencia; entonces se desvia el
flujo de carbono fijado por la fotosintesis a sintesis de
lipidos o carbohidratos.

Segun Arias, Martinez y Cafiizares (2013) la
disminucion de nutrientes limita el crecimiento
celular, al momento de seleccionar las condiciones de
cultivo que favorezcan la acumulacion de lipidos,
siendo necesario maximizar su productividad
volumétrica para cada cepa.

Las muestras recolectadas se depositaron en
acuarios para su posterior analisis. Se alimentaron
con una solucién de Nitrogeno, Fésforo, Potasio, (NPK
Triple 15), y vitaminas como complejo B, dando un
mayor crecimiento a las microalgas.

Figura4. Deposicién de muestras enlosacuarios

Después de 8 dias de alimentarlos con la solucidon
preparada para este proposito, se evidencié el cambio
de color a un verde intenso, ademas de aumentar la
biomasa como se observa en las siguientes
imagenes.

Figura 5. Aumento de la biomasa y el color 8 dias después de ser
depositados enlosacuarios.

El cultivo crecié en biomasa gracias a un suministro
de carbono, y de una fuente de luz para realizar la
fotosintesis. De esta manera, se logro identificar el
tipo de microalgas que habitaban y predominaba en
el medio.

3.3. Crecimiento de la biomasa en los

sistemas evaluados

Las especies de microalgas que se lograron
identificar morfolégicamente por medio de las guias
fueron las siguientes:

Tabla 3. Datosinicialesdelarecoleccion delas muestras.
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Las especies se clasificaron segun la division mayor
de las microalgas. Identificindose un total de 10
especies de diatomeas, 9 especies de clordfitas y 2
especies de ciandfitas. Igualmente se encontraron
algunas especies que se encuentran en proceso de
identificacion.

Se logro identificar un mayor nimero de especies de
la divisiéon diatomea (Ver Figura 6):

Figura 6. Porcentaje de microalgas por especiesidentificado

Especie Cantidad
Chlorophyta 9
Bacillariophyta 10
Cyanophyta 2

M Diatomeas
® Chlorophyta
B Ciandfitas

Qb

Identificacion de especies de microalgas

3.4.

Especie Encontrada Hacienda Majavita

Figura 7. Spirogyra

Figura 8. Cosmarium

Figura 9. Ankistrodesmus

Figura 10. ScenedesmusObliquus

Figura 11. ScenedesmusDimorphus

De las microalgas encontradas, ya se han realizado
estudios de produccion de lipidos con las siguientes
especies:

Tabla 4. Clasificacion de especies de microalgas en % de contenido
lipidico en peso seco.

Especies de microalgas % contenido lipidico
prnduﬁi:ﬂtlﬁndiml [ghpldnsf-ﬁ::-m )
Spirogyra 11-21
Cosrmarium 16-33
Ankistrodesmus 24,5-335
Scenedesmus dimorphus G- 40
Scenedesmus obliguus 11-55

Fuente: Chisti, L. (2007) y Arredondo & Vazquez-Duhalt, (1991).
Pag.10
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4. CONCLUSIONES

Las microalgas no se encuentran solas o aisladas en el
medio natural. Se evidencié que viven en comunidad
con otras especies de microalgas, a través del
microscopio se observaron algunas especies como
Scenedesmus y diatomeas en mayor nimero que
otras, lo cual indica que es una especie abundante y
predominante.

La microalga se reproduce satisfactoriamente al tener
un medio de cultivo éptimo y condiciones controladas
tales como nutrientes, luz, CO,, hasta llegar a su
climax maximo; dando un mayor indice de biomasa
de la especie predominante en el cultivo. Ya que estos
microorganismos se reproducen exponencialmente.

En los muestreos de microalgas realizados y su
posterior analisis, se encontré que la especie de
microalga, que se encuentra presente en todos los
cultivos es Scenedesmus dimorphus, Esto quiere
decir que la divisién mas abundante en los puntos de
muestreo son las cloroéfitas seguidas por las
diatomeas y las cianofitas. Un mayor porcentaje de

cloroéfitas (43 %). Las especies de cianofitas solo
ocupan un nueve (9 %) de las especies encontradas.

4.1. Recomendaciones

La identificacion y obtencién de biomasa de
microalgas puede ser mayor si se controla totalmente
los medios de cultivo, aplicando una tecnologia
actualizada.

4.2. Planesparaeltrabajo futuro

Obtener mas muestras de microalgas en
otros puntos para realizar un reconocimiento
mas amplio de especies.

Realizar aislamientos hasta obtener cepas de
una sola microalga.

Realizar monocultivos y evaluar el
crecimiento de biomasa por cada especie.
Diseflar un fotobiorreactor para acelerar el
crecimiento de biomasa de microalgas.

con las fotografias de las microalgas
obtenidas, hacer un atlas de microalgas de la

microalgas diatomeas (48 %), seguido por las Hacienda Majavita.
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