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GLOSARIO

AUTOCLAVE: equipo a alta presion que permite esterilizar sustancias o
instrumentos en su interior.

BIORREMEDIACION: cualquier proceso que utilice microorganismos, hongos,
plantas o las enzimas derivadas de ellos para retornar un medio ambiente alterado
por contaminantes a su condicién natural.

CHLORELLA VULGARIS: es un alga unicelular de color verde, de forma esférica,
con un didmetro que es entre 100 y 1.000 veces menor a 1 mm. El color verde lo
obtiene de los cloroplastos, que son las estructuras encargadas de realizar la
fotosintesis. Debido a su rapido crecimiento, se utiliza para producir biodiesel.
Contiene grandes cantidades de proteinas, vitamina C, betacaroteno y vitaminas B
(B1, B2, B6y B12). Es utilizada para fabricar suplementos alimenticios.

COTILEDON: hojas que se encuentran en el germen de la semilla de Moringa.

FERTILIZANTE FOLIAR: fertilizante que aporta nutrientes indispensables para las
plantas que por diferentes factores no son suministrados por el suelo.

FLOCULACION: agregacion de particulas solidas en una dispersion coloidal, en
general por la adicion de algun agente.

FOTOPERIODO: tiempo en el que la microalga es expuesta a la luz, ya sea solar
o artificial.

FOTOINHIBICION: disminucion de la actividad fotosintética debido a la saturacion
o destruccion de los pigmentos fotosintéticos.

MICROALGAS: las microalgas son organismos microscopios uni o pluricelulares.
Poseen clorofila y otros pigmentos como &cidos grasos, realizan fotosintesis
oxigénical .

MORINGA OLEIFERA: es un arbol originario del norte de la India, que
actualmente abunda en todo el trGpico. Es una de esas especies resistentes que
requieren poca atencién horticola y crece rapidamente, hasta cuatro metros en un
ano?.

1 DEL POZO PEREZ, Angel. Produccién y valorizacion de biomasa de microalgas: un enfoque de
biorrefineria: EN El hombre y el medio ambiente: XIV Jornadas Ambientales. Ediciones Universidad
de Salamanca, 2014.

2 FOLKARD, Geott; SUTHERLAND, John. Moringa oleifera un arbol con enormes potencialidades.
1998.
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pH: Se expresa como el logaritmo negativo en base 10 de la actividad de iones de
hidrogeno. Establece el nivel de acidez o alcalinidad de una sustancia.
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RESUMEN

La finalidad de este proyecto de investigacion fue evaluar la harina de moringa
como agente floculante en la separacion de biomasa microalgal Chlorella vulgaris
de su medio de cultivo.

Para esto se realizo el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris garantizando todas
las condiciones para su adecuado crecimiento como: el medio de -cultivo,
fotoperiodos, agitacion y pH. Se llevaron a cabo los escalamientos del cultivo
necesarios para obtener aproximadamente 6 L de microalga.

Posteriormente se evalud el floculante harina de semilla de moringa mediante
ensayos de jarras tomando muestras de 200 mL de cultivo microalgal, para
determinar la concentracion y el pH éptimo de floculacién.

Para la determinacion de la concentracion se escogieron los valores de 0,2; 0,6;
1,0y 1,4 g/L de harina de semilla de moringa , se realiz6 un conteo celular para
establecer la concentracion celular presente en la muestra de microalga antes y
después de la floculacién y posteriormente y se midié la densidad 6ptica, DO, para
calcular la eficiencia del proceso. Se obtuvo como resultado que la mayor
eficiencia: 67,88 %, se dio a una concentracion de 1,4 g/L de harina de semilla de
moringa.

El pH 6ptimo de floculacion se determind ajustando este parametro de cultivo de
microalga Chlorella vulgaris a los valores de 4; 7; 8,5; 9,39 y 10,4, se realizo el
ensayo de jarras, se contaron las células microalgales, se midié la DO y sé calcul6
la eficiencia del proceso encontrando que a pH de 8,5 se obtuvo una eficiencia del
71,66%.

PALABRAS CLAVE: Chlorella Vulgaris, separacion de biomasa, PpH,
concentracion, densidad Optica, eficiencia, floculacion
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INTRODUCCION

Las microalgas se han convertido en una opcién importante para obtener
productos de valor agregado como biodiesel dado que presentan ventajas en su
cultivo en comparacion a los cultivos de materias primas utilizadas para producir
biocombustibles y acumulan aproximadamente entre 20 y 80% de aceites 2 en su
biomasa seca. También las microalgas son utilizadas para la produccion alimentos
funcionales debido a que la biomasa microalgal tiene proteinas que aportan
nutrientes y ayudan al correcto funcionamiento del organismo humano. Por ultimo
otra de las aplicaciones importantes es la biorremediacion de aguas donde las
microalgas actuan reduciendo compuestos contaminantes presentes en las aguas
residuales y ayudando con parametros como la DQO (demanda quimica de
oxigeno y DBO (demanda biolégica de oxigeno)* . Sin embargo, la cosecha de la
microalga o la separacion de la biomasa microalgal de su medio de cultivo limita el
aprovechamiento y uso de las microalgas a mayor escala, ya que los métodos de
cosecha son costosos, ineficientes y no aptos para todo tipo de células
microalgales. Todo esto, debido al pequefio tamafio de las células microalgales y
su densidad similar a la del agua.

Existen diferentes métodos de separacién de biomasa; uno de los mas usados es
la centrifugacién puesto que puede recuperar biomasa microalgal alrededor de un
90%. Pero es un proceso que requiere una continua demanda de energia
aproximadamente 8 kWh/m®; otro, seria la filtracién que se realiza con membranas
filtradoras costosas y usualmente se emplea para separar células microalgales de
Tomado de gran tamafio. Adicional a estos, se utiliza la floculacién quimica, que es
una de las técnicas de separacion mas viable, eficiente y econémica para obtener
biomasa microalgal; no obstante, puede dejar residuos contaminantes al utilizar
agentes quimicos como sales para flocular, que impiden la extraccion eficiente de
sustancias de las microalgas.

En este trabajo de grado se propone evaluar un floculante natural, la harina de
semilla de moringa debido que distintos estudios para tratamiento de aguas® y
para separacion de biomasa microalgal’” se ha determinado que tiene una accién

3 Tomado de: Fernandez-Linares, Luis Carlos, et al. "Produccién de biocombustibles a partir de
microalgas." Ra Ximhai 8.3b (2012): p.106

4 CARTAGENA AREVALO, Julidn Camilo; MALO MALO, Brian Orlando. Evaluacién del uso de la microalga
Chlorella Vulgaris en la remocion de materia orgdnica de las aguas residuales de la PTAR el Salitre a nivel
laboratorio. 2017. Tesis de Licenciatura. Fundacién Universidad de América

>Tomado de :VANDAMMIE, Dries. Flocculation based harvesting processes for microalgae biomass
production. 2013. p. 18.

6 MENDOZA, Ivén, et al. Uso de la Moringa oleifera como coagulante en la potabilizacién de las

aguas. Ciencia, 2000, vol. 8, no 2.

7 ENDUT, Azizah, et al. Moringa oleifera seed derivatives as potential bio-coagulant for microalgae chlorella
sp. harvesting. Malaysian Journal of Analytical Sciences, 2016, vol. 20, no 2, p. 401-412.
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coagulante- floculante, también es un floculante no toxico, de facil adquisicion, y
precio semejante al de otros floculantes. Esto convierte a la floculacion con harina
de semilla de moringa en una alternativa promisoria para el proceso de separacion
de biomasa microalgal.

22



OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de la harina de semilla de moringa como agente floculante para la
separacion de biomasa microalgal Chlorella vulgaris de su medio de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Acondicionar el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris.

o Evaluar la eficiencia del proceso de separacion de biomasa microalgal con
el floculante harina de semilla de moringa con respecto a la eficiencia con

un floculante comercial.

o Analizar los costos del proceso de floculacion con harina de semilla de
moringa.

23



1. MARCO TEORICO
1.1 MICROALGAS

La microalgas son algas microscépicas conocidas también como fitoplancton que
tiene clorofila y producen oxigeno al captar el diéxido de carbono de la atmosfera
a través de la fotosintesis®. Se pueden encontrar en casi todos los ambientes
dentro de plantas acuaticas, sobre sustratos como madera o botellas, en lagunas,
ciénagas, pantanos, nieve, lagos de agua dulce o salina®. En su mayoria son
microorganismos unicelulares.

1.1.1 Chlorella vulgaris. Es un alga unicelular, tiene pigmentacion verde debido a
la presencia de cloroplastos donde se lleva a cabo la fotosintesis. Contiene
proteinas, vitamina C, betacaroteno y vitaminas B (B1, B2, B6 y B12)°, ademas
de un gran contenido lipidico. Es utilizada para la produccion de biocombustibles y
fabricacion de suplementos alimenticios.

1.2 APLICACIONES DE LAS MICROALGAS

La aplicacién mas conocida de las microalgas es su uso como alimento tanto para
el hombre como para los animales; sin embargo, estudios recientes han
demostrado que éstos microorganismos pueden utilizarse en infinidad de
aplicaciones tales como produccion de biocombustibles, tratamiento de aguas,
biorremediacion de aire y suelos!; y obtencién de productos con valor agregado
como biofertilizantes, acidos grasos, principios activos para medicamentos, entre
otros.

1.2.1 Alimentos nutricionales. Productos a base de microalgas, Chlorella, Spirulina
y Dunaliella se consumen mundialmente al representar una buena fuente de
proteina'?; ademas por su valor medicinal al contener nutrientes que aportan al
buen funcionamiento del organismo y ayudan a la salud humana por ejemplo: La
Chlorella protege contra la insuficiencia renal y promocioén del crecimiento de
Lactobacillus intestinales. También favorece la disminucion de colesterol

8, Microalgae pioneering the future-application and utilization. SUMI, Yoshihiko NISTEP Science &
Technology Foresight Center, 2009.

°. Evaluacién tecno econémica de la produccién de biocombustibles a partir de microalgas. 2011.
JARAMILLO, J Tesis Doctoral. Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de: Magister en
Ingenieria Quimica. Universidad Nacional de Colombia. Maestria en Ingenieria-Ingenieria Quimica Manizales,
Colombia pag. 1-100.

10 Tomado de : http://contenidos.ceibal.edu.uy/fichas_educativas/_pdf/ciencias-naturales/reino-
protista/002-chlorella-vulgaris.pdf

IMONTES, Santos, et al. Uso y aplicaciones potenciales de las microalgas. 2014.

2] UNA, Liliana M. Gémez. Microalgas: Aspectos ecoldgicos y biotecnoldgicos. Revista cubana de Quimica,
2007, vol. 19, no 2, p. 3-20.
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sanguineo®s.

Las microalgas se emplean mayormente en la acuicultura como alimento de
peces, moluscos, camarones en su etapa de estados larvarios aportando los
nutrientes necesarios para su buen crecimiento.

1.2.2 Biocombustibles. Uno de los usos méas importantes, investigados y al que se
debe el incremento de los cultivos de microalgas en el mundo es la produccion de
biocombustibles!*. El cambio climético y el pronto agotamiento de los combustibles
fésiles han impulsado la produccion de biocombustibles tales como el biodiesel
cuya materia prima son los aceites vegetales y sus principales fuentes de
obtencién son la palma, colza y soya, ademas del girasol, coco, cacahuate, oliva,
mostaza, entre otros. Sin embargo, estos cultivos se destinan principalmente a la
produccion de aceites comestibles lo que resulta mas rentable y ademas requieren
grandes cantidades de suelo fértil, lo que causa un debate al preferir utilizar estos
terrenos para la siembra de alimentos ante la escasez de suelos cultivables?!®.

El empleo de las microalgas para la produccién de biodiesel evaluado en estudios
como el de Fernandez!® es una alternativa novedosa y prometedora. Las
microalgas presentan algunas ventajas en su cultivo ya que tienen mayor
eficiencia fotosintética, tienen periodos de crecimiento cortos, asimilan
eficazmente el CO2 y otros nutrientes, acumulan aproximadamente entre 20 y 80%
de triglicéridos en su biomasa seca, no requieren grandes extensiones de tierras
cultivables, presentan menor consumo de agua y pueden cultivarse en agua
salada.

BHERNANDEZ-PEREZ, Alexis; LABBE, José I. Microalgas, cultivo y beneficios. Revista de biologia marina y
oceanografia, 2014, vol. 49, no 2, p. 157-173.
4MONTES, Santos, et al. Uso y aplicaciones potenciales de las microalgas. 2014.

Ferndndez-Linares, Luis Carlos, et al. "Produccidn de biocombustibles a partir de microalgas." Ra
Ximhai 8.3b (2012): 101-115.

16 |bid, p. 101-115
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Tabla 1. Contenido de lipidos para algas comerciales con posible uso como
materia prima para la produccion de biodiesel.

Microalga Contenido de Aceite
(% masa en base seca)
Botryococcus braunii 25-77
Chiorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 16-37
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina =20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Tomada de: Fernandez-Linares, Luis Carlos, et al. "Produccién de biocombustibles a partir de
microalgas."

1.2.3 Biorremediacién. La microalgas son potencialmente Uutiles en la
bioremediacion de aguas residuales. Pueden remover NH** (amonio), NO2 (nitrito)
y NO=2 (nitrato), fosfatos como POs 4 (ortofosfato)!’, compuestos presentes en
aguas residuales, debido a que para el crecimiento de su biomasa, las microalgas
absorben directamente los nutrientes nitrégeno y fésforo. También se ha
comprobado que ayudan en dos pardmetros importantes evaluados en el
tratamiento de aguas como la DQO (demanda quimica de oxigeno) y (DBO)
Demanda bioldgica de oxigeno!®, y ademas en la remocién de metales pesados
de aguas industriales.

Un inconveniente del empleo de microalgas en el tratamiento de aguas a gran
escala es la dificultad y coste de la separacion de la biomasa generada del agua
depurada®®. Para esto se deben buscar métodos menos costosos y mas eficientes
que los empleados actualmente.

Por otra parte, las microalgas almacenan aproximadamente el 50%de su biomasa
en carbono, esto las convierte en grandes candidatas para captar el CO:2
producido como contaminante del aire en distintas operaciones industriales y de
esta manera contribuir a la disminucién de emisiones de gases invernadero a la
atmoésfera.

7 LUNA, Liliana M. Gémez. Microalgas: Aspectos ecoldgicos y biotecnoldgicos. Revista cubana de
Quimica, 2007, vol. 19, no 2, p. 3-20

18 CARTAGENA AREVALO, Julian Camilo; MALO MALO, Brian Orlando. Evaluacién del uso de la
microalga Chlorella Vulgaris en la remocién de materia organica de las aguas residuales de la
PTAR el Salitre a nivel laboratorio. 2017. Tesis de Licenciatura. Fundacién Universidad de América.
¥ MONTES, Santos, et al. Uso y aplicaciones potenciales de las microalgas. 2014.
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1.2.4 Fertilizante. La productividad de los cultivos esta limitada principalmente por
la disponibilidad de Nitrogeno asimilable. En consecuencia, se consumen enormes
cantidades de fertilizantes nitrogenados producidos quimicamente en todo el
mundo. Las microalgas tienen un gran potencial como biofertilizantes. Muchas
especies como Anabena, que son diazotrofos, es decir pueden utilizar el N2 como
Unica fuente de nitrégeno para producir proteinas y otras sustancias quimicas
necesarias, se han utlizado para proporcionar hasta 40 kg de nitrdgeno por
hectarea en el cultivo de arroz. Potencialmente la capacidad de fijar nitrégeno es
de 300 kg por hectarea por afio?. Existe gran interés en el cultivo a gran escala de
varias microalgas para su uso como fertilizantes

1.2 CULTIVO DE MICROALGAS

Existen diferentes tipos de cultivo de microalgas debido a la gran cantidad de
especies microalgales y al producto final que se quiera obtener a partir de su
biomasa: Cultivos fototréficos, heterotréficos, mixotréficos.

1.2.1 Sistemas de cultivo. Los sistemas de cultivo de microalgas son:

1.3.1.1 Sistemas abiertos. Tienen gran capacidad de produccion de biomasa
microalgal, disponibilidad de luz solar, agua, CO2 y su costo de fabricacion es
econdémico. Sin embargo, esta condicionado a los cambios ambientales y es dificil
controlar algunos de los parametros de cultivo como temperatura, intensidad
luminica, pH y CO2. Ademas, estos sistemas son susceptibles a la contaminacion
con otros microorganismos.

1.3.1.2 Sistema de cultivo cerrado. Permiten controlar los parametros de cultivo
mejorando la eficiencia en la fotosintesis para que la biomasa microalgal contenga
la cantidad de sustancias deseada para el producto final que se quiera obtener,
ademas la biomasa cultivada es de mayor pureza ya que no permite la
contaminacion con bacterias. Existen diferentes tipos de fotobiorreactores:
reactores planos o en placas, agitados mediante burbujeo; reactores tubulares
verticales u horizontales con agitaciéon por burbujeo u otro; y reactores anulares,
entre otros?'.

1.2.1 Parametros para el cultivo de microalgas.

1.3.2.1 Luz: parametro importante a tener en cuenta en el cultivo de microalgas ya
gue al ser microorganismos fotosintéticos las microalgas necesitan energia solar

20CHISTI, Yusuf. MICROALGAE AS SUSTAINABLE CELL FACTORIES. Environmental
Engineering & Management Journal (EEMJ), 2006, vol. 5, no 3.

2IDEL POZO PEREZ, Angel. Produccién y valorizacién de biomasa de microalgas: un enfoque de biorrefineria.
EN: El hombre y el medio ambiente: XIV Jornadas Ambientales. Ediciones Universidad de Salamanca, 2014
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para transformarla en energia quimica, y esta primera energia proviene de la luz
ya sea solar o artificial, para alimentarse y aumentar su biomasa. También debe
considerarse la intensidad luminica y los fotoperiodos: el tiempo que la microalga
esta expuesta a la radiacion, ya que a intensidades de luz muy altas puede
presentarse fotoinhibicion: el descenso de la actividad fotosintética debido a la
saturacion o destruccion de los pigmentos fotosintéticos?2.

1.3.2.2 Nutrientes. Del medio de cultivo de las microalgas depende tanto su
crecimiento como también la cantidad de sustancias que acumulen en su biomasa.
Los principales nutrientes que deben estar presentes en el medio de cultivo, son
nitrogeno, que regula la cantidad de lipidos segregados por las células
microalgales; y, fésforo, que ayuda a la formacion de &cidos nucleicos y a la
trasferencia de energia.?®

1.3.2.3 pH y CO2. Cada especie de microalga tiene un rango de pH adecuado para
su crecimiento. El pH depende del medio de cultivo, de la actividad microbiana y
del CO:2 presente. Las microalgas de agua dulces tienen un pH Optimo basico
entre 7 y 8. El CO2 se puede obtener directamente de la atmésfera ya sea de
emisiones industriales o carbonatos solubles?* y es absorbido en gran cantidad por
los microorganismos. Ayuda al metabolismo y rapido crecimiento de las células
microalgales.

1.2.3.4 Temperatura. Al igual que el pH cada especie de microalga se tiene un
rango de temperatura y una temperatura 6ptima de crecimiento entre 17°C y 25°C,
para evitar el estrés térmico que ocasiona la muerte celular.

1.4 METODOS DE COSECHA

Los métodos de cosecha hacen referencia a los diversos procedimientos para
separar la microalga de su medio de cultivo, con el fin de obtener biomasa seca
para su utilizacién en distintos procesos de produccion.

1.4.1 Centrifugacion. La centrifugacion es un método de separacion de particulas
en funcion de su densidad, la generacién de una fuerza centrifuga que actla
radialmente acelera la separacion de particulas provocando que las de mayor

22 TOVAR SALAMANCA, Jhonnathan Camilo; RUIZ DIAZ, Jenny Paola. Propuesta de escalamiento de un
fotobioreactor para la micro alga Chlorella Vulgaris a nivel piloto. 2016. Tesis de Licenciatura. Fundacion
Universidad de América.

BGrobbelaar JU. 2004. Algal nutrition: mineral nutrition. In: Richmond A (ed). Handbook of microalgal
culture: Biotechnology and app

24MONTES, Santos, et al. Uso y aplicaciones potenciales de las microalgas. 2014.

28



densidad sedimenten?®. Para la separacion de biomasa microalgal se requieren
altas fuerzas centrifugas, por lo tanto, se necesita una entrada alta de energia
para conseguir la separacion debido a que la densidad de las células microalgales
es similar a la del agua®®. Por otra parte, la centrifugacion puede operarse de
forma continua y puede ser utilizada para casi todos los tipos de microalgas.
Generalmente, tres tipos de centrifugadoras se utilizan para la recoleccion de
microalgas: paquete de discos, decantador y centrifugadoras de placas en
espiral®’.

1.4.2 Filtracion. Es un método comunmente utilizado para la separacién sélido-
liquido. Es considerado eficiente en la separacion de células grandes, como
Spirulina pero no para especies de menor tamafio como es el caso de Chlorella'y
Scenedesmus. Estos métodos tienden a ser costosos en energia, con reemplazos
frecuentes de membrana y bombeo continuo de la biomasa.

1.4.3 Flotacion. La flotacion es un procedimiento de separacion basado en la
adhesion de las particulas a las burbujas de aire o de gas, que llevan las
particulas a la superficie del liquido, lo que permite una separacién adicional por lo
general a través de espumado.

1.4.4 Electroforesis. Este método utiliza un campo cargado eléctricamente que
conduce a la microalga hacia la superficie de la solucién. Debido a la hidrélisis del
agua que genera hidrégeno el cual se adhiere a los floculos de las microalgas y
les lleva a la superficie?®. No requiere la adicion de ninguna sustancia quimica.

1.4.5 Floculacién- coagulacién. La floculacion es el proceso por el que se inducen
particulas desestabilizadas para coagular, hacer contacto, y de ese modo formar
aglomerados méas grandes. La floculacibn de suspensiones de particulas a
menudo se puede atribuir a cuatro mecanismos de coagulacion, actuando solo o
en combinacion: Neutralizacion de carga, es el fenbmeno en el que los iones
cargados, los polimeros o coloides absorben fuertemente en la superficie opuesta
de una particula cargada, seguido de desestabilizacion, la coagulacién y la
floculacion. El mecanismo de parche electrostatico, es el fenédmeno en el que un
polimero cargado se une a una particula con carga opuesta. El polimero invierte
localmente la carga de la superficie de la particula, lo que resulta en parches de

% BERMEO CASTILLO, Lorena Elizabeth. Estudio del cosechado de cultivos de microalgas en
agua residual mediante técnicas de centrifugado. 2011. Tesis de Maestria. Universidad de
Cadiz/2011.
2% \VANDAMME, Dries. Flocculation based harvesting processes for microalgae biomass production.
2013. p. 18.

27 |bid ,p.19

2 Michele Greque De Morais, J.A.V.C., Biofixation of Carbon Dioxide by Spirulina Sp. And Scenedesmus
Obliquus Cultivated in A Three-Stage Serial Tubular Photobioreactor. Journal of Biotechnology, 2007. 129: P.
439-445.,
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carga opuesta en la superficie de la particula. Las particulas posteriormente se
conectan entre si a través de parches de carga opuesta, provocando la
floculacion. “Bridging”, o “formacion de puentes”, es el fendbmeno en el que los
polimeros o coloides cargados se unen simultdneamente a la superficie de dos
particulas diferentes para formar un puente entre ellos. Este puente lleva las
particulas entre si y causa floculacion. Y finalmente, la floculacion por barrido, es
el proceso en el que las particulas se atrapan en una precipitacion masiva de un
mineral que induce la floculacion de las particulas®.

Floculacion quimica: Sales metélicas tales como alumbre y cloruro férrico son
comunmente utilizadas para la floculacién en tratamiento del agua y en industrias
como la mineria. Estas sales se estdn aplicando para la floculacion de
microalgas®. Su utilizacién da como resultado altas concentraciones de metales
en la biomasa cosechada. Estos metales permanecen en el residuo de biomasa
después de la extraccion de los lipidos o carotenoides, pero pueden interferir con
el uso de la fraccion de proteina en este residuo. A pesar de este inconveniente,
los coagulantes de sales metalicas proporcionan un buen sistema modelo para
estudiar la interaccion entre los floculantes y células de microalgas porque sus
propiedades se conocen bien. Otros floculantes quimicos de uso comun en otras
industrias son polimeros de poliacrilamida sintéticos. Sin embargo, estos pueden
contener trazas de acrilamida toxica y por lo tanto también contaminar la biomasa
de microalgas. Los floculantes basados en biopolimeros naturales son, por tanto,
una alternativa mas segura, por ejemplo, el quitosano. Para ser capaz de
interactuar con la carga superficial negativa de las células de microalgas, estos
biopolimeros deben estar cargados positivamente, lo que es raro en la
naturaleza3l. Una alternativa al quitosano es un almidén catiénico, que se prepara
a partir de almidon mediante la adicion de grupos de amonio cuaternario. Otros
ejemplos de biopolimeros que se pueden utilizar para flocular son los presentes en
la harina de semillas de Moringa oleifera.

Floculacion inducida: La floculacion se produce de forma espontanea en el cultivo
de microalgas, cuando aumenta el pH por encima de 9. Este tipo de floculacién se
refiere a menudo como autofloculacién ya que se produce de forma espontanea
en el cultivo de microalgas, como resultado de un aumento del pH debido al
agotamiento del CO: fotosintético. La autofloculacion se asocia con la formacion
de precipitados de calcio o magnesio. Dependiendo de las condiciones, estos
precipitados llevan cargas superficiales positivas y pueden inducir la floculacion

2 VANDAMME, Dries. Flocculation based harvesting processes for microalgae biomass production. 2013.
Tesis Doctoral. UGent.P.18

30 |bid,p.19

31 HANSEL, Philip A.; RIEFLER, R. Guy; STUART, Benjamin J. Efficient flocculation of microalgae for biomass
production using cationic starch. Algal Research, 2014, vol. 5, p. 133-139

30



por barrido.3?
1.3 MORINGA OLEIFERA

Es un arbol originario del Himalaya (India) que actualmente abunda en todo el
tropico. Es una de esas especies resistentes que no requieren condiciones
especiales en su cultivo, altura entre 10-12 m; tronco lefioso y recto; y de diametro
entre 20 a 40 cm. Crece rapidamente, hasta cuatro metros en un afio®3,

Ultimamente se ha hecho famoso debido a que con sus hojas se elaboran
productos con innumerables beneficios para la salud humana.

También distintos articulos e investigaciones como los de Ali** y Mendoza®® han
demostrado que la harina de sus semillas tiene propiedades coagulantes y
floculantes. Presenta un alto potencial de floculacién en el tratamiento del agua,
logrando una eficiencia de floculacién entre 92-97%?%¢, lo que convierte a la harina
de semilla de moringa en una alternativa potencial como biofloculante.

En Colombia existen cultivos de este arbol en los departamentos de Santander,
Tolima, Meta, Antioquia y Bolivar los cultivos son destinados principalmente a
comercializacién de productos nutricionales y medicamentos.

32 VANDAMME, Dries. Flocculation based harvesting processes for microalgae biomass production. 2013.
Tesis Doctoral. UGent.P.18

33 Folkard, Geott; Sutherland, John. Moringa oleifera un arbol con enormes potencialidades. 1998.

34 ALIL, Eman N., et al. Moringa oleifera seeds as natural coagulant for water treatment. 2009.

35 MENDOZA, Ivadn, et al. Uso de la Moringa oleifera como coagulante en la potabilizacién de las
aguas. Ciencia, 2000, vol. 8, no 2.

36 Muyibi, S. A. and Evison, L. M. (1995). Moringa Oleifera Seeds for Softening Hardwater. Water Research.
29(4): 1099 — 1104
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2. METODOLOGIA
2.1 MATERIALES

2.1.1 Medio de cultivo. Para un adecuado crecimiento, la microalga Chlorella
vulgaris necesita de agua y de nutrientes tales como
nitrégeno, fésforo, potasio, magnesio®’ para su desarrollo y produccién de aceites.
Con el fin de garantizar que estos nutrientes estén presentes en el medio de
cultivo se utiliza el fertilizante foliar, de nombre comercial, Efe-agro, mostrado en la
Figura 1, cuya composicion se muestra en la tabla 2.

Figura 1.Fertilizante Efe-agro

Tabla 2. Composicion fertilizante foliar

Compuesto Composicién

Nitrogeno total (N) 100,0 g/L
Nitrdgeno amoniacal (N) 72,0 g/L
Nitrégeno nitrico (N) 3,29/L
Nitrogeno ureico (N) 24,8 g/L
Fésforo asimilable (P20s) 300,0 g/L
Potasio soluble en agua (K20) 100,0 g/L
Calcio (CaO)* 0,2 g/L
Magnesio (MgO)* 0,2 g/L
Azufre total (S) 0,8 g/L
Boro (B) 0,2 g/L
Cobre (Cu)* 0,2 g/L

37 JARAMILLO OBANDO, Juan Jacobo, et al. Evaluacion tecno-econémica de la produccién de
biocombustibles a partir de microalgas= techno-economic assessment of biofuel production from
microalgae. Tesis Doctoral. Universidad Nacional de Colombia-Sede Manizales.
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Tabla 2. ( continuacién)

Compuesto Composicion
Hierro (Fe)* 0,4 g/L
Manganeso (Mn)* 0,4 g/L
Molibdeno (Mo) 0,03 g/L
Zinc (Zn)* 0,5g/L

2.1.2 Cepa de trabajo. La cepa de

proporcionada por el grupo de investigacion de la Fundacion Universidad de
Ameérica, BIOTECFUA. (Figura 2)

la microalga Chlorella vulgaris fue

Figura 2. Cepa microalga Chlorella vulgaris

2.1.2 Semilla de Moringa oleifera. La semilla de moringa (Figura 3) fue obtenida de
la empresa La moringa S.A.S PROHAMOR dedicada a elaborar productos
beneficiosos para la salud humana a base de este arbol y cuyos cultivos se
encuentran en Melgar, Tolima.

Figura 3: Semilla de Moringa Oleifera

2.2 EQUIPOS

Los equipos utilizados en la experimentacion se muestran en el cuadro 1.
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Cuadrol. Equipos

Figura

Equipo

Figura 4. Molino de martillos

- Molino de martillos

Figura 5. Equipo tamizado

- Tamiz mallas 710 y 500

Figura 6. Camara de Neubauer

- Camara de Neubauer

- Espectrofotometro HACH DR
2800.

Figura 8. Equipo test de jarras.

- Testde jarras F6-300
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Cuadrol. (continuacién)
Figura Equipo
Figura 9. pH metro - PH metro Handylab SCHOTT

- Centrifuga Thermo  labofuge
4000

- Microscopio Olympus
Referencia CH20

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Acondicionamiento cultivo Chlorella vulgaris. El cultivo de la microalga
Chlorella vulgaris se desarrolla segun el diagrama mostrado en la figura 12.

Figura 12. Diagrama proceso acondicionamiento del cultivo de Chlorella vulgaris

Cultivo microalga

l U NN NN NN NN NN EEEEEEEEEEW -
*

. .
=

0,2% de fertilizante efe-

Preparacién medio de cultivo : agroen4lL de agua
potable
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2.3.1.1 Preparacion del medio de cultivo. Para la preparacion del medio se mezcla
el fertilizante con 4 L de agua potable embotellada en una disolucién de 0,2 %
volumen / volumen®® a esta disolucién se obtiene un medio de cultivo con los
nutrientes necesarios para el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris .

2.3.1.2 Esterilizacion de materiales. Los elementos tales como reactores, frascos,
pipetas, tubos de ensayo y medio de cultivo se esterilizaron en una autoclave a
121 °C por 2 horas, para garantizar que al momento de realizar el cultivo no se
presenten contaminantes que puedan interferir en el crecimiento de la microalga

Chlorella vulgaris.

2.3.1.3 Parametros del cultivo. Los parametros que se debe controlar en el cultivo
de la microalga Chlorella vulgaris son:

38 Tomado de: ANGEL, C.; PIMENTA W. Evaluacidn de la incidencia del nitrégeno en el medio de cultivo bold
basal para la produccién de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor, para la
obtencion de acidos grasos. Tesis de investigacidn Ingenieria Quimica. Universidad de América. Facultad de
Ingenieria, Programa de Ingenieria Quimica. 2012. p. 64.
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o Fotoperiodos: La microalga Chlorella vulgaris es una microalga autétrofa esto
quiere decir que realiza fotosintesis y por lo tanto necesita de luz, ya sea luz
solar o artificial. En el cultivo se utilizaron las dos fuentes de luz por un
periodo de 12 horas : la luz solar y artificial esta Ultima otorgada por
lamparas led con la intensidad de luz necesaria entre 200- 5000 Lux3® para el
adecuado crecimiento y desarrollo metabdlico de la microalga sin que se
ocurra dafo fotoquimico, este dafio es producido cuando el cultivo es
sometido a intensidades de luz mayores a las indicadas en el rango que
causan la degradaciéon de proteinas intracelulares, y por tanto la muerte
celular.

o pH: El rango de pH apropiado para el cultivo de la microalga Chlorella
vulgaris es de 7-9%°. En el cultivo se realizaron mediciones de este parametro
con cintas de pH.

e  Agitacién: Para el crecimiento y produccion de biomasa de la microalga
Chlorella vulgaris es necesario que exista una buena agitacién. Para ello, se
utilizan bombas de acuario con capacidad de 4L que suministran aire dentro
del fotobiorreactor garantizando una buena distribucién de la luz para el
crecimiento celular, asi como una correcta circulacién de COx2. Otra finalidad
de la agitacidn es evitar que la biomasa se precipite y se pegue a las paredes
del reactor.

o Temperatura. Para mantener la temperatura en el rango de crecimiento del
cultivo de Chlorella vulgaris se usa una caja de cartbn que permite el
aislamiento térmico. El cultivo se lleva a cabo a la temperatura ambiente.

2.3.1.4 Cultivo inicial. El cultivo inicial se la microalga es realizado con 200 mL del
medio de cultivo y 20 mL de la cepa microalgal (Figura 2) , segun el protocolo del
cultivo realizado en la Tesis de Cartagena y Malo*!. Se prepararon dos cultivos
iniciales. A los 17 dias de cultivada la microalga, ésta alcanza su fase estacionaria
donde ya no hay crecimiento celular.

2.3.1.5 Escalamiento del cultivo. Para obtener el volumen de biomasa microalgal
suficiente, es necesario hacer un escalamiento del cultivo. Una disolucion de 100
mL del cultivo inicial y 1 L del medio de cultivo, se traslada a un reactor de

3% Tomado de: RIVERO GONZALEZ, Roger Dennis, et al. Cultivo de Chlorella vulgaris sobre residuales
industriales: buena alternativa responsable y util. En Universidad 2010. Co Internacional de la Educacion
Superior, e-libro, Corp., 2010.

40 Montes, Santos, et al. Uso y aplicaciones potenciales de las microalgas.

41 CARTAGENA AREVALO, Julidn Camilo; MALO MALO, Brian Orlando. Evaluacién del uso de la microalga
Chlorella Vulgaris en la remocidn de materia orgdnica de las aguas residuales de la PTAR el Salitre a nivel
laboratorio. 2017. Tesis de Licenciatura. Fundacion Universidad de América.
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capacidad de 4 L. Al alcanzar la fase de latencia a los 34 dias de hacer el cultivo
inicial se realiza un segundo escalamiento con la misma disolucion 1/10. A los 63
dias se procede al udltimo escalamiento. En la figura 13 se muestran lo
escalamientos realizados para el cultivo:

Figura 13.Diagrama escalamiento cultivo Chlorella vulgaris
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2.3.2 Floculacion. El proceso de floculacion se describe en la figura 14

Figura 14. Diagrama de proceso de floculaciéon
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2.3.2.1 Preparacion de la harina de semilla de moringa (HSM). Para obtener la
harina de semilla de moringa se retira la cascara manualmente del cotiledéon.
Posteriormente se lleva a un proceso de molienda en un molino de martillos,
(Figura 4), después se tamiza pasandola por dos mallas, la primera de 710 um vy la
segunda de 500 pm de tamafo de poro durante 5 minutos (Figura 5). Finalmente,
la harina se empaca en bolsas herméticas para evitar su contaminacion.
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2.3.2.2 Preparacion de floculantes Se prepararon dos soluciones de harina de
semilla de moringa: la primera para la determinacion de la concentracion donde
1,0 g de harina se disuelve en aproximadamente 100 mL de agua desmineralizada
figura 15; y la segunda para evaluar el pH 1,4 g de harina de moringa en 1 litro de
agua desmineralizada.

Figura 15. Floculante harina de semilla de moringa.

El floculante sulfato de aluminio se prepara con 1,0 g de sulfato de aluminio en
polvo en 1 litro de agua desmineralizada, para comparar su accion floculante con
la HSM.

2.3.2.3 Determinacién de la concentracion adecuada de floculante harina de
semilla de moringa. La floculacién se realiza en un equipo de test de jarras (Figura
8) a Las condiciones iniciales de agitacion mostradas en la tabla 3 estas se
determinaron por la revision de los articulos de Edut y Texeria .

Tabla 3. Condiciones iniciales test de jarras.

Tipo de agitacion Velocidad Tiempo
Agitacion rapida 100 rpm 5 min
Agitacion lenta 20 rpm 30 min

La agitacion rapida se hizo a 100 rpm por 5 minutos; en esta agitacion el
coagulante interactia con la microalga y procede a desestabilizar las particulas
coloidales. La agitacion lenta dura 30 min y se realiza a 20 rpm donde las
particulas desestabilizadas se aglomeran formando fl6culos.

En el primer test de jarras se evalla el floculante harina de semilla de moringa a
las concentraciones 0,2; 0,6; 1,0 y 1,4 g/L. En la tabla 4 se especifican las jarras
con cada concentracién. En este ensayo el pH de la microalga fue ajustado a 8.48
con H2S04 y NaOH una concentracion de 1 M ya que es el pH en el cual se
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encuentra la mayoria de cultivos de la microalga Chlorella vulgaris*?

Tabla 4. Jarras y concentraciones para la determinacion de la concentracion de
floculante HSM

Jarra Concentracion

1 Blanco 200ml de
microalga

2 0,2 g/L HSM
3 0,6 g/L HSM
4 1,0 g/L HSM
5 1,4 gL

Para determinar el volumen de floculante que se agrega a cada muestra de
microalga, se utiliza la ecuacién 1, utilizada en los ensayos de jarras para el
tratamiento de aguas donde ci1: concentracion de la solucién de floculante
preparada. vi: volumen de floculante a agregar c2: concentracion de floculante
deseada y v2: volumen de muestra de microalga.

Ecuacion 1. Calculo de volumen de floculante

Cl*V1=Cz* V2

2.3.2.4 Determinacion del pH adecuado del floculante harina de semilla de
moringa. En ensayo de jarras se evalla la floculacién escogiendo valores de pH
en los rangos acido, neutro y basico dado que en estudios como los de Santos*,
Texeira** y Hamit*® sobre la harina de semilla como agente floculante para
tratamiento de aguas y floculantes usados para la separacién de biomasa
microalgal los pH éptimos se encuentran en los 3 rangos expuestos en la tabla 5.

4 Teixeira, C. M. L. L., Kirsten, F. V., & Teixeira, P. C. N. (2012). Evaluation of Moringa oleifera seed flour as a
flocculating agent for potential biodiesel producer microalgae. Journal of applied phycology, 24(3), 557-563.
Pg 559

43 SANTOS, A. F. S., et al. Detection of water soluble lectin and antioxidant component from Moringa oleifera
seeds. Water Research, 2005, vol. 39, no 6, p. 975-980.

4 TEIXEIRA, Cldudia Maria Luz Lapa; KIRSTEN, Fabiana Vasconcelos; TEIXEIRA, Pedro Celso Nogueira.
Evaluation of Moringa oleifera seed flour as a flocculating agent for potential biodiesel producer
microalgae. Journal of applied phycology, 2012, vol. 24, no 3, p. 557-563

4 HAMID, Siti Hajar Abdul, et al. Harvesting microalgae, Chlorella sp. by bio-flocculation of Moringa oleifera
seed derivatives from aquaculture wastewater phytoremediation. International Biodeterioration &
Biodegradation, 2014, vol. 95, p. 270-275
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Tabla 5. Jarras y pH para la determinacion del pH adecuado de floculacion

Jarras pH
1 Blanco 200 ml de microalga
2 4
3 7
4 8,5
5 9,39
6 10,4

o Medicion del pH: La mediciéon se lleva a cabo con un pH metro mostrado en
la figura 9. La muestra de microalga se introduce en un agitador magnético al
gue se le agregan H2SO4 y NaOH a una concentracion de 1 M para ajustar la
muestra a los rangos de pH requeridos. Posteriormente se sumerge un
electrodo de pH hasta la lectura final.

2.3.3 Caracterizacion. Para evaluar el proceso de floculacion se realizan dos
caracterizaciones de las muestras de microalga antes y después de la floculacién.
Primero un recuento celular y segundo una medicion de la densidad 6ptica de las
muestras.

2.3.3.1 Conteo celular. Se realiza un conteo celular antes y después de la
separacion utilizando una camara de Neubauer (figura 6). Esta camara cuenta con
dos zonas de conteo una superior con una cuadricula de &rea de 0.1000 mm y una
inferior con 0.0025 mm?.

Se contaron las células microalgales en la cuadricula de la zona inferior figura 16.
Debido al diametro de las células de Chlorella vulgaris que se encuentran en un
rango de 2- 10 um*® se utilizé el cuadrado central figura 16 numeral 3 dividido en
25 cuadrados medianos de 0,2 mm de lado, y cada uno de estos cuadros se
subdivide a su vez en 16 cuadrados pequefos.

4  Fernandez-Linares, L. C., Montiel-Montoya, J., & Milldn-Oropeza, A. (2012). Produccién de
biocombustibles a partir de microalgas. Revista de Sociedad, Cultura y Desarrollo Sustentable. 8(3), 2012.
México, D.F., MX: Red Universidad Autonoma Indigena de México. Retrieved from http://www.ebrary.com
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Figura 16. Cuadricula area de 0.0025 mm?*’
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Fuente: CELEROMICS, Disponible en : www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-
Camara-Neubauer.pdf
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Se coloca un cubreobjetos encima de la camara de Neubauer. Posteriormente, se
toma una muestra de microalga con un tubo capilar que se introduce entre la
camara y el cubreobjetos garantizando que la muestra penetre y cubra toda la
cuadricula.

Por medio de un microscopio, Figura 11, con un lente de 40x/16 se observan las

células microalgales y se procede con el conteo horizontalmente de derecha a
izquierda como se muestra en la figura 17.

Figura 17. Direccién conteo de células

47 Tomado de :
<www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-Neubauer.pdf>
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Fuente: Disponible en : http://insilico.ehu.es/camara_contaje/neubauer_improved.php

Para determinar la concentracion celular de las muestras, se usa la siguiente
ecuacion*® la cual da en nimero de células en cada ml de muestra.

Ecuacion 2. Ecuacion concentracion celular

cel

Concentracion —
ml

Numero de las celulas * Inverso de la diluciéon mm?3
£
0,001ml

, # cuadros leidos
(area * profundidad * volumen) * —

2.3.3.2 Densidad ¢éptica. La Densidad optica se mide en el espectrofotometro
mostrado en la figura 9 a una longitud de onda de 680 nm* . Se calibra
introduciendo una celda con el blanco, en este caso agua destilada, y ajustando a
cero; después la alicuota de la microalga en la celda, se instala en el
espectrofotometro, para la lectura de su absorbancia®.

2.3.4 Calculo de eficiencia. La eficiencia de la floculacibn se calcula con la
ecuacion 3.

Ecuacion 3. Calculo eficiencia de la floculaciéon

Eficiencia % DOinicial — DOfinal 100
= *
Jiciencia % DOinicial

2.3.5 Comparacion con el método de centrifugacion Con el fin de comparar
resultados con el método tradicional de separacion de biomasa microalgal usado
en la industria, se separaron 200 mL de cultivo Chlorella vulgaris en una centrifuga
industrial figura 10 a una velocidad angular de 4000 rpm durante 10 min.

48 Obtenido de:

< http://insilico.ehu.es/camara_contaje/neubauer_improved.php >

4 Endut, A., Hamid, S. H. A., Lananan, F., & Khatoon, H. (2016). Moringa oleifera SEED
DERIVATIVES AS POTENTIAL BIO-COAGULANT FOR MICROALGAE Chlorella Sp.
HARVESTING. Malaysian Journal of Analytical Sciences, 20(2), 401-412.

% VEGA, BERTHA OLIVIA ARREDONDO; VOLTOLINA, DOMENICO. Concentracién, recuento
celular y tasa de crecimiento. VEGA, BOA; VOLTOLINA, D. Métodos y herramientas analiticas en
la evaluacion de la biomasa microalgal, 2007, vol. 1, p. 17-25.
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3. RESULTADOS
3.1 CULTIVO DE MICROALGA CHLORELLA VULGARIS

El crecimiento microalgal tiene diferentes fases mostradas en la Figura 18. A los
17 dias de realizarse el cultivo de la microalga, ésta alcanza su fase estacionaria
en la cual las células microalgales con las condiciones de crecimiento adecuadas
han absorbido todos los nutrientes del medio de cultivo y han alcanzado su tasa
maxima de crecimiento, por lo tanto, el nimero de las células permanece
constante. Esta fase se puede evidenciar en el cultivo inicial (Figura 19), donde el
cultivo cambia de un color verde claro a un color verde oscuro y su volumen inicial
disminuye debido al consumo de nutrientes.

Figura 18.Fases del crecimiento microalgal
Curva de crecimiento bacteriano

Fase
estacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacion
(Lag)

Log numero de células viables m—

Tiempo  ——

Fuente: Diponible en:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Curva_de_crecimiento_svg.svg

Figura 19: cultivo inicial a los 17 dias de ser cultivado
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3.1.1 Escalamiento del cultivo. El primer escalamiento se realiza a las disoluciones
mencionadas en la metodologia. A los 17 dias de realizado el segundo
escalamiento se observa que el color de la microalga no era el verde oscuro
esperado. Con el fin de estimular el crecimiento microalgal, se instala una lampara
led para proporcionar mayor intensidad luminica al cultivo, debido a que la luz
solar en los fotoperiodos de 12 horas no es suficiente, por lo tanto, la microalga no
puede realizar la fotosintesis y no crece adecuadamente. Una posible causa de
que la luz solar sea insuficiente, pudo ser que en el periodo de tiempo en el que se
ha realizado el cultivo, se presenta una temporada de lluvias inusual que trae
consigo la disminucién de la intensidad de luz solar debido a la nubosidad.
(ANEXO A: Informe IDEAM, mes de abril).

A los 8 dias de intensificar la luz, por medio de luz artificial, la microalga alcanzé
su fase estacionaria. A los 23 dias de realizado el segundo escalamiento, se llevo
a cabo la tercera disolucion alcanzando su fase de estacionaria a los 18 dias de
realizada para obtener un volumen total aproximado de 6 L de microalga (Figura
20)

Figura 20. Escalamiento y crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris

3.2. PREPARACION DE LA HARINA DE SEMILLA DE MORINGA

Se retira la cascara de la semilla de moringa hasta obtener los cotiledones, estos
se empacaron en una bolsa hermética para evitar posibles contaminantes (Figura
21).

Figura 21: Cotiledones de la semilla de moringa

46



Los cotiledones se pesaron en una balanza analitica. El peso inicial fue 207,2 g
Luego se llevan al molino de martillos. Al final de la molienda se pesa la harina
dando un valor de 172,3 g, esto debido a que parte del material se aglutin6 y
quedo pegado a las paredes del molino.

Por dltimo, se realiza el tamizado. La literatura dice que el tamafio de particula
adecuado para harina de semilla de moringa es de 860- 420 yum®!; sin embargo,
en el laboratorio no hay mallas con 420 ym de diametro de poro por lo que se
decide utilizar mallas de 750 pm y 500 pm. Se tamiza la harina por 5 minutos.

Se halla la masa retenida de harina de moringa en cada malla con la ecuacion 4:
Ecuacion 4. Masa de HSM retenida

Masa retenida = peso final del tamiz — peso inicial del tamiz

Y el porcentaje retenido de harina de moringa en cada malla con la ecuacion 5:
Ecuacion 5. Porcentaje de HSM retenido

) masa retenida
% retenido = ———x 100%
masa inicial

Para la malla con diametro de poro de 750 um el peso inicial fue 367.3 g y el peso
final de 398.3 g. El peso retenido fue de 31 g y el porcentaje de masa retenido de:
18%.

Para la malla de 500 ym cuyo peso inicial fue de 337,1 g y peso final 362,6 g el
peso retenido fue de 25,5 g de harina y el porcentaje retenido de 14,8%

El peso final en el fondo del tamiz fue de 100,7 g con un diametro de particula de
500 pm (Figura 22). El porcentaje de retencion en los fondos fue 58,44%

Figura 22. Harina de semilla de moringa después del tamizado

S1 TEIXEIRA, Claudia Maria Luz Lapa; KIRSTEN, Fabiana Vasconcelos; TEIXEIRA, Pedro Celso
Nogueira. Evaluation of Moringa oleifera seed flour as a flocculating agent for potential biodiesel
producer microalgae. Journal of applied phycology, 2012, vol. 24, no 3, p. 557-563.

47



3.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FLOCULANTE HARINA
DE SEMILLA DE MORINGA

Para determinar la concentracion adecuada de floculante harina de semilla de
moringa, HSM, en la separacion de biomasa microalgal Chlorella vulgaris se
realiza el disefio de experimentos con los siguientes valores: 0,2; 0,6; 1,0y 1,4 g/L
,considerando que, segun Teixeira®?, a éstos valores se puede obtener una
eficiencia alta, hasta de un 85% en la floculacion.

3.3.1 Test de jarras. El test, o ensayo, de jarras se utiliza a nivel laboratorio para
evaluar los procesos de coagulacion y floculacion de aguas residuales. Consta de
6 jarras con sus respectivos agitadores, que a unas determinadas y contantes
revoluciones por minutos (rpm) optimizan los procesos de floculacion vy
coagulacion para asi determinar principalmente las dosis de floculantes y
coagulantes, el pH éptimo, y el tiempo de sedimentacion que se deben utilizar en
este proceso.

En el test se colocaron 6 jarras con 200 mL de la microalga Chlorella vulgaris. El
volumen de floculante agregado a cada jarra se calcula con la ecuaciéon 1 para
obtener asi las concentraciones deseadas: jarra 1: Blanco; jarra 2: 1,0 g/L de
floculante sulfato de aluminio; jarra 3: 0,2 g/L; jarra 4: 0,6; jarra 5: 1,0 g/L y jarra
6:1,4 g/L de harina de semilla de moringa, como se ve en la figura 23.

Figura 23. Primer test de jarras determinacion de la concentracion

Se realiza el test de jarras a las condiciones iniciales mostradas en la tabla 3:
primero la agitaciéon rapida, donde el floculante interactia con el cultivo de
microalga Chlorella vulgaris y se desestabilizan las particulas coloidales: en este
caso, las células microalgales. Después, se realiza la agitacion lenta para la
formacion de fléculos, aglomeracion y posterior precipitacion. En jarras con el

S27TEIXEIRA, Claudia Maria Luz Lapa; KIRSTEN, Fabiana Vasconcelos; TEIXEIRA, Pedro Celso
Nogueira. Evaluation of Moringa oleifera seed flour as a flocculating agent for potential biodiesel
producer microalgae. Journal of applied phycology, 2012, vol. 24, no 3, p. 557-563.
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floculante HSM no se logra observar los procesos de coagulacion y floculacion, se
dejan mas tiempo (40 min) en la agitacion lenta; sin embargo, se sigue observando
el mismo comportamiento. En este test de jarras se evalla la accion floculante del
sulfato de aluminio (jarra 2) para su comparacion con el floculante HSM. En la
jarra 2 se observa la formacion y aglomeracion de fléculos , con un tiempo de
sedimentacion medido de 7 min, precipitando la mayoria de los fléculos formados,
como se observa en la Figura 24.

Figura 24: Jarra floculante sulfato de aluminio 1,0 g/L

Se realiza el test de jarras utilizando un nuevo lote de harina de semilla de
moringa con un diametro de particula de 720 um mayor al anteriormente indicado
debido a que sélo se contaba con una malla de ese diametro, y esta dentro del
rango anteriormente mencionado en la metodologia .El test se hace a las
condiciones iniciales y las concentraciones mostradas en las tablas 2 y 3
respectivamente. El tiempo de sedimentacion medido es de 60 min hasta observar
gue la mayoria de floculos formados han precipitado. Ver Figura 25.

Figura 25. Desestabilizacion de particulas y precipitacion de fléculos con harina de
semilla de moringa
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Cuadro2. Ensayo jarra determinacién de la concentracion de floculante HSM

Blanco cultivo de Chlorella vulgaris sin
floculante.

En la jarra 2, a la concentracion de 0,2
g/L de harina de semilla de moringa se
observa poca formacién de fléculos casi
imperceptible. Después del tiempo de
sedimentacibn poca cantidad de
biomasa precipita al fondo de la jarra.

A la concentracion de 0,3 g/L de harina
se semilla de moringa se observa
mayor formacibn de floculos de
pequefio tamafio; sin embargo, éste
estd disperso y esto impide que
precipite al fondo de jarra. Después del
tiempo de sedimentacion de 60min se
noté formacion de las 2 fases, el
sobrenadante y el producto precipitado,
la biomasa microalgal.
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Cuadro2. (continuacion)

La jarra con la concentracion de 1 g/L
de floculante forma una alta cantidad de
floculos. Después del tiempo de
sedimentacion no todos los floculos
precipitaron; parte de ellos se quedaron

en el sobrenadante, debido a su

pequeino tamano.

A la concentracion de 1,4 g/L el
comportamiento del floculante es
similar al de la concentracién de 1 g/L
sin embargo a 1,4 g/L sedimentd mas
floculos; se logra ver menos turbio el
sobrenadante.

3.3.2. Conteo celular. Con la Camara

de Neubauer se contaron las células

microalgales antes y después de la floculacion realizada con el nuevo lote de
harina de semilla de moringa de diametro de particula de 720um a las
concentraciones de floculante anteriormente dadas. Para calcular la concentracion
de células presentes en el cultivo, cada conteo se realiz6 por triplicado y se sacé
un promedio de las células presentes. Con la ecuacion 2 se calcula la
concentracion celular por cada mililitro de muestra.

Tabla 6. Promedio del nUmero de células y su desviacién estandar a distintas

concentraciones de floculante

g/L Floculante Promedio Namero de Desviacion
células estandar
Sin flocular 509 inicial 8,71
1,0 S04AI 15 2,03
0,2 HSM 367 4,74
0,6 HSM 265 5,56
1,0 HSM 202 8,14
1,4 HSM 220 7,02
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Tabla 7. Numero de células y concentracion celular a distintas concentraciones de
floculante

g/L Floculante Numero de células  Concentracion cel./mL
Sin flocular 509 inicial 5,1E+06 inicial
1,0 S04AI 15 1,5E+05
0,2 HSM 367 3,7E+06
0,6 HSM 265 2,65E+06
1,0 HSM 202 2,02E+06
1,4 HSM 220 2,20E+06

3.3.3 Densidad o6ptica. La densidad optica (DO) es una medida indirecta que
permite evaluar de manera rapida la concentracibn microalgal. Se tomé una
muestra de la parte clara de la floculacibn en una celda que se introdujo el
espectrofotobmetro para la lectura de DO a una longitud de onda de 680 nm>3 .

Tabla 8. Valores de DO a las distintas concentraciones de floculante harina de
semilla de moringa

Concentracién de floculante DO muestras (Abs a 480nm)
Do inicial muestra sin floculante 2,01

0,2 g/lL 1,32

0,6 g/L 0,81

1,0 g/L 0,73

1,4g/L 0,65

Los valores de DO mostrados en la tabla 8 son valores promediados se realizaron
medidas por triplicado y se obtuvo el promedio.

3.3.4 Célculo de la eficiencia. Para calcular la eficiencia de la floculaciéon se utiliza
la ecuacioén 3

Ecuacion 3. Calculo de la eficiencia

L. DOfinal — DOinicial
% Eficiencia = DO inicial x 100

531bid p.403
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Tabla 9. Eficiencia de la floculacion a las distintas concentraciones de floculante
harina de semilla de moringa.

Concentracion g/L Eficiencia (%)
0,2 34,33%
0,6 59,70%
1,0 63,68%
1,4 67,66%

Tabla 10. DO vy eficiencia del floculante Al2(SOa4)3

Concentracion Al2(S0a4)3 DO mg/L Eficiencia (%)

1lg/L 0,01 99,50%

3.4 DETERMINACION DEL pH ADECUADO DEL FLOCULANTE HARINA DE
SEMILLA DE MORINGA

Para la determinacion del pH adecuado de la floculacion en el disefio de
experimentos se toma la concentracion de 1,4 g/L debido a que fue la
concentracion a la que se encontraron eficiencias mayores. Se establecen 5 pH’s
abarcando los rangos acido, neutro y basico, los valores son: 4,0; 7,0; 8,5; 9,4 y
10,4.

3.4.1 Ensayo de jarras. El test de jarras se realiza a una concentracion de
floculante harina de semilla de moringa de 1,4 g/L y a los pH's mostrados en la
tabla 5

Figura 26. Test de jarras determinacion del pH

La agitacion rapida y la agitacion lenta se llevan a cabo por el mismo periodo de
tiempo que en el test de jarras de la concentracion a 5 y 30 min respectivamente.
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Cuadro 3.Ensayo jarras determinacion del pH éptimo de floculacién con HSM

La jarra con el pH de la microalga
ajustado a 4 presenta una especie
de nata de color verde en la
superficie. Después del tiempo de
sedimentacion se observa que parte
de microalga precipito.

La jarra 3 con el pH neutro 7,0 de la
microalga forma pocos fléculos.
Después del tiempo de
sedimentacién no se pude observar
correctamente la clarificacion.

En el pH ajustado de 8,5 el
floculante  harina de  semilla
desestabilizo las células
microalgales que formaron floculos
de pequefio tamafio y después de 3
60 min sedimentaron en el fondo de
la jarra.
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Cuadro 3.(continuacién)

Al pH de 9,39 se observa la
formacién de fléculos pequefios y su
posterior precipitacion después de
60 min de tiempo de sedimentacion.

Al pH 10,4 el proceso de floculacién
se observa la formacion de las 2
fases el sobrenadante y el producto
sedimentado igual que a los pH 8,5
y 9,3pH

3.4.2 Conteo celular. Se contaron las células microalgales y se saca el promedio
como se muestra en la tabla 11.

Tabla 11. Promedio de células y desviaciones a los distintos pHs .

pH Promedio Niumero de Desviacion estandar
células
7,02 Sin flocular 219 inicial 8,14
4,0 118 3,46
7,0 136 4,32
8,5 70 5,72
9,39 69 3,13
10,4 103 7,33
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El nimero de células se fue menor que en la determinacion de la concentracion
mostrada en la tabla 8 puesto que se agregd mayor volumen de floculante usando
la preparacion mas diluida; por esto a la muestra de microalga tomada de 200 mL
usada para el blanco se diluyo a un volumen de 400 mL con agua destilada con el
fin de obtener la misma disolucién que en las jarras de floculante y evitar errores
en el conteo.

Los datos de numero y concentracion celular inicial y al terminar el proceso
floculacion con un tiempo de sedimentacion de 60 min son mostrados en la tabla
12.

Tabla 12. Namero de células y concentracion celular a los distintos pH

pH Numero de células Concentracion celular
7,02 Sin flocular 219 inicial 2,19E+6 INICIAL
4,0 118 1,18E+6
7 136 1,36 E+6
8,5 70 7,00E+5
9,39 69 6,90E+5
10,4 103 1,03E+6

3.4.3 Densidad oOptica. Se tomaron las mediciones de densidad Optica en el
espectrofotometro por triplicado y se sacé un promedio en la tabla 13 se muestran
los resultados

Tabla 13. Medida de DO a los distintos pH

pH DO (Abs a 480 nm)
7,02 pH inicial 1,5 DO inicial sin flocular
4 0,50
7 0,57
8,5 0,43
9,39 0,46
10,4 0,49

3.4.4 Calculo de la eficiencia. La eficiencia de la floculacion a los diferentes pH se
calcul6 con la ecuacion 6.

Tabla 14. Eficiencia floculacion a distintos pH

pH Eficiencia (%)
4 66,66%
7 62,00%
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Tabla 15.( continuacion)

pH Eficiencia (%)
8,5 71,33%
9,39 69,33%
10,4 67,33%

3.5 COMPARACION CON EL METODO DE CENTRIFUGACION

La muestra de 200 mL se separa por método més utilizado en la industria: la
centrifugacion, a las condiciones mostradas en la metodologia.

3.5.1 Medida de densidad oOptica y calculo de eficiencia. Se mide la DO antes y
después del proceso de centrifugacion para calcular la eficiencia; los resultados de
absorbancia se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Datos de DO para el proceso de centrifugacion

Do inicial Do final (Abs a 680nm)

2,08 0,04

La eficiencia se calcula con la ecuacién 6 y sus resultados de muestra en la tabla
16.

Tabla 16. Eficiencia proceso de centrifugacion

Eficiencia Centrifugacion 98,07%
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4.DISCUSION

4.1 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE HARINA DE SEMILLA DE
MORINGA

En el disefio de experimentos se escogieron los valores de concentracion: 0,2; 0,6;
1y 1,4 g/L por las razones indicadas en la metodologia. Articulos de Endut®,
Hamid®®, usa concentraciones alrededor de 1 mg/L de harina de moringa, mucho
menores a las escogidas Yy obtienen eficiencias del 95 %, debido a que la semilla
de moringa es purificada retirando la grasa, que representa aproximadamente el
40% en peso de la semilla® y posteriormente se somete a un proceso de
extraccion de la proteina catidnica coagulante.

4.1.1 Ensayo de jarras. La principal causa de la deficiente floculacion en el primer
test de jarras, es la harina de semilla de moringa porque dura bastante tiempo,
(aproximadamente un mes) en el empaque que no estd herméticamente sellado.
Esto causa que la harina absorba humedad afectando directamente las proteinas
catibnicas coagulantes, impidiendo que se diese correctamente la floculacion.

En el segundo test de jarras realizado con el nuevo lote de harina de semilla de
moringa se observa una mayor separacion de la biomasa microalgal. El tiempo de
agitacion rapida fue de 5 minutos, después de los cuales ocurre la
desestabilizacion de las particulas coloidales. El tiempo de agitacion rapida es de
30 minutos, durante los cuales se forman los fléculos pequefios que se aglomeran
de manera regular para su posterior precipitacion. El tiempo de sedimentacién es
de 60 minutos, al final de los cuales, se observa que la mayoria de los floculos
formados precipitan y se forman las 2 fases: el sobrenadante y el producto
sedimentado. En el articulo de Teixeira®” el tiempo de sedimentaciéon en el que
ocurre la mayor separacion de biomasa microalgal es de 460 min, en este tiempo
no solo influye la accion del floculante, sino también, al dejar el cultivo de
microalga sin agitacién por mas de 60 min parte de las células sedimentan por un
fenémeno denominado autofloculacién y también por accién de la gravedad. Como
lo explica Hansel en su tesis®® ocurre la autofloculacién cuando las células

SENDUT, Azizah, et al. Moringa oleifera SEED DERIVATIVES AS POTENTIAL BIO-COAGULANT
FOR MICROALGAE Chlorella Sp. HARVESTING. Malaysian Journal of Analytical Sciences, 2016,
vol. 20, no 2, p. 401-412.

55 HAMID, Siti Hajar Abdul, et al. Harvesting microalgae, Chlorella sp. by bio-flocculation of Moringa
oleifera seed derivatives from aquaculture wastewater phytoremediation. International
Biodeterioration & Biodegradation, 2014, vol. 95, p. 270-275.

% MENDOZA, Ivan, et al. Uso de la Moringa oleifera como coagulante en la potabilizacién de las
aguas. Ciencia, 2000, vol. 8, no 2.

57 |bid,. p.557

58 HANSEL, Philip A.; RIEFLER, R. Guy; STUART, Benjamin J.sobre Efficient flocculation of microalgae for
biomass production using cationic starch. Algal Research, 2014, vol. 5, p. 133-139.
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microalgales en su fase estacionaria acumulan sustancias como lipidos, proteinas
y polisacaridos; éstos Uultimos son los responsables de que las células
microalgales se unan y precipiten.

La harina se semilla de moringa ha sido estudiada en la separacion de biomasa
microalga por su accién coagulante, dado que la proteina catidénica de la semilla
es adsorbida sobre la superficie de las particulas coloides o células microalgales
con carga negativa por medio de fuerzas intermoleculares como interacciones
dipolo, puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Walls. Esto produce la
neutralizacion de la carga y en seguida la estabilizacibn de las particulas
coloidales y la formacién de fléculos®®.

Sin embargo, en la experimentacion y los test de jarras realizados la accion
floculante de la harina de semilla de moringa es baja, al observarse que los
floculos formados no se aglomeraban para formar masas mayores. Por lo tanto,
esto hacia dificil que precipitaran y que los fléculos de menor tamafio no
permitieran una correcta clarificacion.

4.1.2 Conteo celular. El gréfico 1 presenta el comportamiento de la concentracion
celular de las muestras de microalga dada en #cel/ml con respecto a las
concentraciones de floculante harina se semilla de moringa

Grafico 1: Concentracion celular vs concentracion de floculante harina de semilla
de moringa.
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En el grafico 1 y la tabla 7 se observa que a medida que aumenta la concentracion
de floculante, disminuye la concentracion de células mostrando una relacion

5 HAMID, Siti Hajar Abdul, et al. Harvesting microalgae, Chlorella sp. by bio-flocculation of Moringa oleifera
seed derivatives from aquaculture wastewater phytoremediation. International Biodeterioration &
Biodegradation, 2014, vol. 95, p. 270-275.
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proporcional. Sin embargo, la concentracion celular a 1 g/L de floculante da mayor
que la concentracion de celular a 1,4 g/L de floculante, aunque no varia
significativamente; esto se debe que al ser un conteo manual se pueden presentar
errores humanos.

4.1.3 Densidad optica. En el grafico 2 se muestra el comportamiento de la DO a
las distintas concentraciones de floculante harina de semilla de moringa.

Grafico 2. Efecto de la DO a las distintas concentraciones de floculante.
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El grafico 2 presenta el comportamiento de la DO con respecto a la concentracion
del floculante harina de semilla de moringa. La DO es una medida indirecta de la
concentracion celular por esto se puede observar que, a mayor concentracion de
floculante, menor DO y por consiguiente menor presencia de células en la muestra
del sobrenadante , lo que es bueno ya que se presenta mayor accion floculante y
existe una mayor separacion de la biomasa microalgal.

La tabla 8 muestra que a partir de la concentracion de 0,6 g/L de harina de
moringa, los valores de DO no tienen un decrecimiento significativo, por lo tanto,
entre 0,6 y 1,4 g/L se puede encontrar la concentracién éptima de floculante.

4.1.4 Eficiencia. En el gréafico 3 se observa la eficiencia de la floculacion a las
distintas concentraciones de floculante.
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Gréfico 3. Eficiencia vs concentraciones de floculante harina de semilla de moringa
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En la tabla 9 y el grafico 3 se puede observar que la eficiencia mas alta para la
separacion de biomasa Chlorella vulgaris con un porcentaje de 67,7% se encontro
a la concentracion de 1,4 g/L de HSM. En los estudios de Hamit®®, Edut®!
realizados con la harina de semilla de moringa como agente floculante para la
separacion de biomasa microalgal obtienen eficiencias mayores hasta de un 99 %.
El valor de eficiencia de la floculacién puede estar influenciado por la preparacion
de la harina de moringa dado que no se realiz6 ningn proceso de purificacion®?
ademas el diametro de particula de la harina es grande (720 um) y al preparar el
floculante la harina se semilla no se disolvio correctamente ya que podia contener
rastros de céscara. También el valor de la eficiencia esta influenciado por el
tiempo de sedimentacion que como se menciond anteriormente, en diferentes
estudios manejan tiempos mas largos.

El sulfato de aluminio tiene una eficiencia mayor mostrada en la tabla 10 en
comparacion con la harina de semilla de moringa mostrada en la tabla 9. Este
floculante tiene una mejor interaccion, desestabilizacion de las particulas
coloidales y mayor formacién de floculos grandes. También un mejor tiempo de
sedimentaciéon de 5 min, menor al de la semilla de moringa que es de 60 min.

80 HAMID, Siti Hajar Abdul, et al. Harvesting microalgae, Chlorella sp. by bio-flocculation of Moringa oleifera
seed derivatives from aquaculture wastewater phytoremediation. International Biodeterioration &
Biodegradation, 2014, vol. 95, p. 270-275.

61 ENDUT, Azizah, et al. Moringa oleifera seed derivatives as potential bio-coagulant for microalgae chlorella
sp. harvesting. Malaysian Journal of Analytical Sciences, 2016, vol. 20, no 2, p. 401-412

62 ALI, Eman N., et al. Moringa oleifera seeds as natural coagulant for water treatment. 2009.
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No obstante, a pesar de tener una alta eficiencia el sulfato de aluminio deja
residuos metalicos en la biomasa microalgal, que pueden interferir en la extraccion
de lipidos y carotenoides, para su uso destinado a la produccion de biodiesel y
acidos grasos. También, afecta en la fraccion proteica de la microalga utilizada en
la fabricacién de alimentos nutricionales®s.

4.2 DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE FLOCULACION CON HARINA DE
SEMILLA DE MORINGA

En ensayo de jarras se evalud la floculacion escogiendo valores de pH en los
rangos acido, neutro y basico.

4.2.1 Test de jarras. En la jarra 2 con el pH 4, rango &cido, el cultivo microalgal de
Chlorella vulgaris formo6 una nata en la superficie como consecuencia de que a pH
acidos ocurre muerte celular, la membrana se rompe y el contenido intracelular
como lipidos y proteinas son liberados al medio®“.

4.2.1 Conteo celular. El grafico 4 presenta el comportamiento de la concentracion
celular con respecto a la variacion de pH de las muestras microalgales en el
proceso de floculacion.

Grafico 4. Concentracion celular a diferentes pH
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63 VANDAMMIE, Dries. Flocculation based harvesting processes for microalgae biomass production. 2013.
¢ BERMUDEZ, José Luis; LODEIROS, César; MORALES, Ever. Produccion de biomasa de la
microalga marina Chroomonas sp., en funcién del pH, intensidad luminosa y salinidad. 2002
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En el grafico 4 se evidencia que, no hay una relaciébn proporcional entre la
concentracion celular y los pH. También se observa que a rangos de pH basicos:
entre 8 y 9, hay menor concentracion de células microalgales. Los datos de
concentracion celular pueden estar influenciados por errores humanos debido a
que al realizar el conteo en el microscopio las células microalgales estaban
agrupadas en pequefios floculos que no sedimentaron y esto hizo dificil su
visualizacion y correcta contabilizacion.

4.2.2 Densidad oOptica DO Los datos de DO tomados para los distintos pH eran
similares. Se realiz6 un andlisis de varianza anexo 2.

El valor de F es menor al esperado; por lo tanto, se rechazo la hipétesis nula. En
consecuencia, se acepta la hipétesis verdadera: existe un efecto en la DO cuando
se varia el pH del cultivo.

Grafico 5. Influencia del pH en la DO

DO vs pH
0,6
0,5 — — N s
04 N
Q 03
0,2
0,1
0
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH cultivo microalga

En el grafico 5 se puede observar que la DO a los distintos pH no tiene un
comportamiento proporcional. A pH neutro aumenta, en pH basico de 8,5 se
encuentra el mayor decrecimiento de DO, pero a medida que se hace mas basico
el medio la DO vuelve a aumentar.

4.2.3 Célculo de eficiencia. El grafico 6 presenta la eficiencia de la floculacién a
los distintos pH.
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Gréfico 6. Eficiencia de la floculacion a distintos pH
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Al evaluar el pH 4, acido, se tuvo en cuenta un estudio realizado por Santos®®, la
caracterizacion de la semilla de harina de moringa, donde se encontré que existe
una proteina coagulante, lectina, soluble en agua, cuyo pH 6ptimo de accién es
4.5. Sin embargo, este estudio fue realizado para el tratamiento de aguas. Para
separacion de biomasa microalgal la moringa puede comportarse de otra manera
por los iones presentes en el medio. Por esto, se observo en la tabla 14 que la
eficiencia a pH 4 fue de 66,66 no cambio significativamente a la dada en la tabla 9
67,66% a la concentracion de 1,4 g/L.

Los cultivos de Chlorella vulgaris se encuentran en los rangos de pH neutros y
bésicos siendo el pH de 8,2 — 8,7 el 6ptimo para su crecimiento. El mismo rango
en el que se encontré la mayor eficiencia para la floculacion 71 %. Se esperaba
que a medida que se hiciera mas basico el medio aumentara la accién floculante
de la moringa puesto que en los estudios realizados las mayores eficiencias se
encuentran cerca de pH 9. No obstante, a pH mas béasicos disminuyd la eficiencia

El pH maximo escogido fue 10,4, ya que a partir de pH mayores a 10,5 se
presenta un fendmeno llamado auto floculacién por alto pH. Como Vandame %6lo
explica en su trabajo de grado a pH alrededor de 10,5 y 11 se forman precipitados
de calcio o magnesio debido a la dureza del agua. Estos precipitados llevan
cargas superficiales positivas y pueden inducir la floculacién, por arrastre o por
neutralizacion de cargas superficiales.

85 SANTOS, A. F. S., et al. Detection of water soluble lectin and antioxidant component from Moringa oleifera
seeds. Water Research, 2005, vol. 39, no 6, p. 975-980.

6 vandamme, D., Foubert, |., Fraeye, |., Meesschaert, B., & Muylaert, K. (2012). Flocculation of Chlorella
vulgaris induced by high pH: role of magnesium and calcium and practical implications. Bioresource
technology, 105, 114-119.
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5.ANALISIS DE COSTOS

El andlisis de costos se realiza comparando el proceso de floculacion con harina
de semilla de moringa con el proceso méas usado en la industria para la separacién
de biomasa microalgal: la centrifugacion.

5.1 COSTO PROCESOS FLOCULACION.

Para analizar los costos del proceso de floculacion se parte de una produccién de
microalga de 1200 L este volumen base se escogid del articulo: Desarrollo,
produccion y beneficio ambiental de la produccion de microalga. La experiencia en
La Guajira, Colombia®” dado que es un dato de un cultivo experimental de
microalga realizado en Colombia puesto que en este pais no se encuentran datos
de refinerias dedicadas al cultivo de microalga.

Se realiza el calculo para saber cuantos kg de floculante harina de semilla de
moringa se necesitan para separar el volumen base de produccién. Utilizando la
concentracion de 1,0 g/L dado que con esta se encontré menor concentracion
celular y se obtuvieron eficiencias similares a las de 1,4 g/L, hasta que realice se
un nuevo estudio que determine que se debe usar 1,4 g/L DE HSM se calculan
los costos con la concentracion de 1,0 g/L.

1,0g
11

1Kg
* 1200L = 1200g * =12Kg

kg de harina d s = =
g de harina de moringa 10003

Posteriormente, se calcula el costo de la semilla de moringa teniendo en cuenta
que al retirar la cascara y moler la semilla, existe una pérdida aproximada del 30%
en peso.

1kg — (1kg = 0,3) = 0,7kg

50000 pesos

= 85.72
0.7kg 85.720 pesos

1,2kg *

5.2 COMPARACION CON EL PROCESO DE CENTRIFUGACION

Para estimar los costos de centrifugacidon se requiere saber el tiempo de
funcionamiento de la centrifuga para separar el volumen de microalga requerido.

67 GOMEZ, Mario A. Colorado; TIRADO, Diego A. Moreno; POSADA, Jesica L. Perez. Desarrollo, produccién y
beneficio ambiental de la produccién de microalgas. La experiencia en La Guajira, Colombia. Ambiente y
Desarrollo, 2013, vol. 17, no 32, p. 113.

65



Para esto se parte de la conversién que un volumen de microalga 720 mL que es
la capacidad de la centrifuga utilizada es separado en 10 min.
10 min 1h

1200 L
*0.72L 60 min

= 278 h~280 h

Para calcular la cantidad de energia que se tiene la potencia maxima que
consume una centrifuga con esa capacidad que es de 850 W®2,

850 W * * 280 h = 238 kWh

1000 W

Por ultimo este valor de potencia se multiplica por el valor del kWwh en Colombia
que es de 471.91pesos ©°

238 kWh % 471,91 pesos = 112.315 pesos

En comparacion el método de centrifugacién tiene una mayor eficiencia del
98,07%. que el método de floculacibn con un porcentaje de 64% a una
concentracion de 1,0 g/L HSM. Sin embargo el primero genera costos mayores
de 112.315 pesos , mientras el de floculacion tiene costos de 85.720 pesos  esto
hace mas viable el uso de HSM para la separacion de biomasa microalgal de su
medio de cultivo.

% Tomado de: http://www.cienytec.com/lab2centrifugas.htm
% Tomado de: http://www.celsia.com/Portals/0/contenidos-celsia/nuestra-empresa/pdf/marco-
regulatorio/tarifas/tarifas-2017/tarifas-epsa-enero-2017.pdf
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6. CONCLUSIONES

En el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris se determiné que un factor
fundamental para el crecimiento microalgal son los fotoperiodos debido a que
el cultivo requiere estar expuesto a luz para que la microalga realice una
correcta fotosintesis y de esta manera pueda aumentar su biomasa.

Mediante ensayos de jarras se determind que la concentracion adecuada de
floculante harina de semilla de moringa para la separaciéon de biomasa
microalga Chlorella vulgaris es de 1,4 g/L dando una eficiencia de floculacion
del 67,66% y con un tiempo de sedimentacion de 60 min hora. La
concentracion encontrada fue evaluada sin realizar ningn proceso de
purificacion de la semilla como extraccibn de aceites o extraccion de la
proteina coagulante.

A la concentracion de 1,0 g/L de harina de semilla de moringa se encontro
una menor concentracién de celular, sin embargo tiene una alta desviacion
gue puede ser causada por errores humanos.

El pH 6ptimo de floculacion con harina de semilla de moringa se encontr6 en
el rango basico con un valor de 8,5. Este valor hace mas viable el uso del
floculante harina de semilla de moringa ya que esta en el rango de pH 6ptimo
de crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris y en el cual se encuentran la
mayoria de cultivos.

La harina de semilla de moringa seria una alternativa para la separacion de
biomasa microalgal para aplicaciones tales como suplementos nutricionales,
dado que no deja residuos que puedan afectar la parte proteica de la
microalga.

Al analizar los costos del proceso de floculacion con harina de semilla de
moringa se encontrd que este proceso (1,0 g/L de HSM) es menos costoso
gue el comunmente utilizado en la industria: la centrifugacion; sin embargo es
necesario realizar un estudio mas profundo en donde se confirme la mejor
concentracion de HSM que se debe emplear.
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7. RECOMENDACIONES

Es recomendable moler y tamizar la harina se semilla de moringa en un
didmetro de 500- 420 um para evitar que quede contaminada con residuos
de cascara.

Se recomienda realizar una curva de crecimiento de la microalga Chlorella
vulgaris para determinar con mas exactitud el tiempo de cada fases del
crecimiento microalgal.

Se recomienda realizar la purificacion de la harina de semilla de moringa
extrayendo la los aceites presentes y la proteina catidnica coagulante para
asi obtener mayores eficiencias en la floculacion

Se recomienda realizar una curva de la calibracién que relacione los datos de
densidad 6ptica y concentracion celular para obtener datos mas precisos en
cuanto a la concentracion de células presentes en las muestras después de
la floculacion

Se recomienda realizar el proceso de floculacion evaluando el rango neutro
con mas valores de pH ya que en este rango se encuentra la mayor
eficiencia.
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1. LO MAS DESTACADO
2. CONDICIONES DE MACROESCALA
3. CONDICIONES METEOROLOGICAS
3.1  PRECIPITACION
3.2  TEMPERATURA

33 SEGUIMIENTO DIARIO-MENSUAL-SEMESTRAL Y ANUAL DE LA PRECIPITACION ¥ LA
TEMPERATURA

1. LO MAS DESTACADO

Un ENSO-neutral persistio durante el mes de abril, con temperaturas cerca del promedio en la superficie del
océano (SST, por sus siglas en inglés) observadas a través del centro del Océano Ecuatorial del Pacifico y por
encima del promedio en el este del Pacifico.

La mayoria de los modelos predicen la aparicidn de El Nifto (el promedio-de 3 meses del Nifio-3.4 igual o mayor
de 0.5°C) durante el verano del Hemisferio Norte.

Histdricamente en abril se generalizan Ias lluvias en todo el pals, con el inicio de la temporada de lluvias en las
regiones Orinoquia y Caribe y la continuacién de esta temporada en |2 regién Andina. En el Pacifico y en la
Amazonia se mantienen las lluvias abundantes. Este aflo durante este mes las lluvias estuvieron entre
normales y por debajo de lo normal en gran parte del pals.

2. CONDICIONES DE MACROESCALA

Los valores semanales mas recientes del indice de El Nifio estuvieron en +0.5°C en las regiones del Nifio-3 y
del Nifio-3.4, y en +0.3 y +0.8°C en las regiones del Nifo-4 y el Nifo-1+2, respectivamente. Las anomalias del
contenido de calor en |a capa alta del océano estuvieron ligeramente positivas durante el mes de abril,
indicando el fortalecimiento por encima del promedio de las temperaturas en profundidad alrededor de la
region de la Linea de Cambio de Fecha. Las anomalias de la conveccidn atmosférica fueron débiles sobre el
Pacifico tropical central y en el Continente Maritimo, mientras que los vientos en los niveles-bajos y niveles-
altos estuvieron cerca del promedio sobre gran parte del Pacifico Tropical. En gran medida, el sistema océano
- atmdsfera se mantiene consistente con un evento de ENSO-neutral.
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3. CONDICIONES METEOROLOGICAS
31 PRECIPITACION

Histdricamente durante el mes de marzo el tiempo es seco en la regidn Caribe, con cantidades de precipitacién
muy bajas en toda de la regidn, con valores entre 0 y 100 milimetros en promedio; de igual manera en la
Orinoquia en donde en la mayor parte de |a regidn se presentan registros Inferiores a los 150 milimetros, los
registros mds altos, por encima de los 200 mm, ocurren en el suroccidente y norte de |a regién sobre el
pledemonte llanero, mientras que durante marzo, generalmente, se inicia la primera temporada lluviosa del
aflo en la mayor parte de la regién Andina, mas de la mitad de la region se encuentra entre los 100 y 200 mm;
con sectores entre 0y 100 mm, y en algunas dreas aisladas registros por encima de los 300 mm. En la mayor
parte de la regidn Pacifica durante marzo las Nuvias son abundantes y frecuentes superando los 200 mm en
promedio, igualmente se presentan registros mas altos, superiores a los 400 mm, en extensos nicleos a lo
largo de la regién. En la Amazonia, durante el mes de marzo, las precipitaciones aumentan ligeramente, con
respecto al mes anterior, en casi toda la regidn las lluvias son superiores a los 200 milimetros (mm) en
promedio, las dreas con mayores volimenes de precipitacién, superiores a los 300 mm, se registran al sur de
I regién. (Figura 2-izquierda); en general para marzo de este afio, las lluvias presentaron un incremento
importante con relacién a los valores promedios en gran parte del territorio nacional.

Figuro 2. Liuvia total Ip dio histdvico o condicid: I Periodo 1981-2010 (derecha) y Nuvia total
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ANEXO B

ANALISIS ANOVA DETERMINACION pH

0,4 0,52 0,42 0,42 0,46
0,55 0,58 0,43 0,46 0,52
0,56 0,6 0,43 0,46 0,5
Analisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,0080333
Columnal 3 1,51 0,50333333 3
0,0017333
Columna 2 3 1,7 0,56666667 3
3,3333E-
Columna 3 3 1,28 0,42666667 05
0,0005333
Columna 4 3 1,34 0,44666667 3
0,0009333
Columna 5 3 1,48 0,49333333 3
ANALISIS DE VARIANZA
Valor
Origendelas  Sumade Gradosde Promedio de los Probabilida critico para
variaciones cuadrados  libertad cuadrados F d F
3,9674556 0,0351021 3,4780496
Entre grupos 0,03576 4 0,00894 2 1 9
Dentro de los 0,0225333
grupos 3 10 0,00225333
0,0582933
Total 3 14
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