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En la búsqueda de energías alternativas que puedan disminuir el impacto ambiental generado por 
combustibles fósiles, el presente estudio buscó diseñar un proceso de transesterificación enzimática para la 
producción de biodiesel utilizando aceite de Chlorella sp sintético. La cinética celular fue monitoreada 
cuantificando biomasa, sustrato, y productos, induciendo la acumulación de lípidos mediante la 
disminución de la concentración de NaNO3 y la suplementación con NaHCO3. La determinación del perfil 
lipídico del aceite de Chlorella sp obtenido, permitió realizar un  aceite sintético a partir de aceites 
vegetales, implementando un sistema de ecuaciones lineales. La transesterificación se realizó siguiendo un 
diseño  factorial 22 evaluando dos temperaturas (33°C y 38 °C) y dos concentraciones de lipasa XX 25 split 
líquida (5% y 10%), con una relación molar alcohol aceite 3:1, en un tiempo de reacción de 6 horas. La 
variable de respuesta evaluada fue la cantidad de ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) producidos. El 
mejor biodiesel se obtuvo a una concentración de enzima del 5% sin presentar diferencias significativas 
(p<0,05) al variar la temperatura. El porcentaje de FAME obtenido fue superior a 96.5%, alcanzando 
rendimientos de 91,348 % bajo esta misma concentración a 38°C de temperatura, generando un biodiesel 
de buena calidad. 
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	Las microalgas se clasifican de acuerdo a varios parámetros tales como pigmentación, ciclo de vida, morfología y estructura celular, dentro de las más abundantes se encuentran las diatomeas,  algas verdes,verde-azules, doradas, y las halófilas, siendo estas y las lagas verdes las más estudiadas para aplicaciones biotecnológicas ( Alvear, Castillo & Henao, 2011). 
	Aunque el estudio de las microalgas ha generado gran auge en la comunidad científica en la actualidad, “su interés surgió en Alemania en los años cincuenta y sesenta al ser consideradas como una fuente abundante de proteína de bajo costo para la nutrición humana, interés que después se extendió a países de todos los continentes” (Garibay et al., 2009, p 42).
	Figura 6. Tipos de reactores para cultivo masivo de microalgas: a.b. Fotobioreactor tubular, c. Vertical algae technology VAT, d. FBR tipo placa, e. Lagunas abiertas LA.
	Fuente: Loera & Olguín, (2010).
	Es de gran importancia seleccionar adecuadamente un método de cultivo que se adapte a las necesidades del microorganismo y a las condiciones de operación, se deben tener en  cuenta muchas condiciones como la biología de las especies a cultivar, requerimientos nutricionales, lumínicos, relación de la superficie iluminada/volumen del reactor que determina la velocidad de crecimiento; orientación e inclinación; tipo de sistemas de mezcla y dispersión de gases; sistemas de limpieza y de regulación de la temperatura; transparencia y durabilidad del material; capacidad de escalado el tipo de producto (Serrano, 2012). También es necesario considerar el costo de la tierra, la mano de obra, la energía, el agua, el clima, bajos costos de producción y operaciones con fines comerciales (Hernández & Labbé, 2014).
	Debido a la facilidad para cosecharla en diferentes medios, también se han implementado varios tipos de sistema de producción destacando los cultivos abiertos y cerrados, entre los cuales se presentará a continuación un paralelo entre sus ventajas y desventajas:
	Tabla 3. Ventajas y desventajas de sistemas de cultivo abierto y cerrado de microalgas
	Fuente: Ogbonna, et  al., (1997) Citado por Franco, et al., (2013).
	Inicialmente las microalgas se destinaban al uso en la nutrición humana ya que estas poseen una abundante concentración proteica y se disponía a bajo costo (Garibay et al, 2009). Posteriormente el uso de las microalgas fue encauzado hacia otras aplicaciones tales como el tratamiento de aguas residuales (Salazar, 2006), obtención de sustancias químicas, producción de fármacos o aplicaciones médicas (Hernández & Labbé, 2014) y procesos de bioconversión energética. La producción de bioenergía a partir de microalgas fue contemplada desde los años cincuenta, sin embargo a partir de la crisis energética de 1975, el potencial económico de esta tecnología fue reconocido por varios países como EUA, Japón y Australia (Arredondo & Vázquez, 1991 citado por Garibay et al., 2009). 
	En la tabla 4 se presenta una  comparación en la producción energética a partir de diferentes recursos, destacando las microalgas como las más eficientes:
	Fuente: Adaptado de Franco et al, (2013).
	La temperatura y pH debe estar en el rango de tolerancia de microalgas cultivadas, que puede variar en gran medida entre las especies e incluso géneros, la temperatura para un óptimo crecimiento de Chlorella está entre el rango de 18 °C –  35  °C, en general adecuado para la mayoría de microalgas (Hernadez & Labbé, 2014),  El pH del cultivo está influenciado por varios factores como la productividad algal, la respiración, la alcalinidad y composición iónica del medio de cultivo, la actividad microbiana autotrófica y heterotrófica y la eficiencia del sistema de adición de CO2 (Martínez 2008, Park et al. 2011, citados por Hernández & Labbé, 2014), para Chlorella un rango óptimo de pH ese encuentra entre 8,2 – 8,7, valores por encima o debajo afectan la productividad. De igual forma,  el crecimiento de la microalga en medios de cultivo a pH alcalinos refleja un aumento en la acumulación de lípidos para Chlorella y una modificación en el perfil lipídico de la microalga (Borowitzka & Moheimani, 2013).
	El crecimiento autotrófico posee como fuente de carbono CO2 y HCO3 - disuelto en agua, pero todavía requiere otros nutrientes, especialmente los macro (NPK) y micronutrientes (metales), así como las vitaminas en algunos casos. 
	El nitrógeno es un elemento fundamental para el crecimiento de la microalga adicionadas en forma de amonio (NH4-) o nitratos (NO3-) disueltas en el medio, la reducción del nitrógeno en cultivos de microalgas genera una disminución en el crecimiento celular y a su vez un aumento en la biosíntesis y acumulación de lípidos, registrando un aumento del doble en base a la concentración de lípidos bajo condiciones de nitrógeno normales (Ugalde, 2011; Hernandez & Labbé, 2014). 
	El fosforo es otro nutriente fundamental en medio de cultivo para microalgas, se incorporan en forma de HPO4 2- o HPO4 –  y cumple variadas funciones como la formación de ácidos nucleicos y transferencia de energía, se ha reportado que la disminución en la concentración de fosforo se ve reflejado en un mínimo crecimiento de las microalgas, descenso en la síntesis de ATP y clorofila (Vera, 2004; Hernández & Labbé, 2014).
	La reproducción es asexual por auto esporas divididas entre dos y ocho por célula y son liberadas por la ruptura de la pared celular de sus progenitores. (Tomaselli, 2004 citado por Ugalde, 2011), además no posee flagelo y contiene los pigmentos verdes foto sintetizadores clorofila a y b en su cloroplasto que le proporcionan un color verde fuerte debido al alto contenido de clorofila proporcionando alta capacidad fotosintética y por ende un rápido crecimiento, se obtienen cuatro células cada 20 horas (Alvear et al, 2011).
	El género Chlorella, se caracterizan por habitar todos los cuerpos de agua donde existan las condiciones más simples para crecer, se puede encontrar tanto en agua dulce como en agua salada, su adaptabilidad a diferentes ecosistemas le permite múltiples aplicaciones (Ugalde, 2011; Abalde, 1995). Por ejemplo, ha sido aplicado al tratamiento biológico de aguas residuales, probando su efectividad en la remoción de nitrógeno, fósforo, demanda química de oxígeno y metales (Infante et al, 2012). 
	Figura 7. Chlorella sp
	En microalgas verdes, la ruta metabólica para la síntesis de ácidos grasos empieza por la unión del complejo luz-biomasa, en la producción de NADPH mediante la reducción de ferredoxina, reacciones desarrolladas dentro del cloroplasto y cuyo paso principal es la carboxilación de acetil CoA dependiente de ATP para su conversión en malonil-CoA (Figura 10). La reacción está catalizada por la enzima acetil-CoA carboxilasa clave en el proceso, ya que compromete el aporte de acetil-CoA hacia la biosíntesis de lípidos. La reacción anterior es seguida por ciclos de adición descarboxilativa de malonil-CoA a unidades acilo y β-reducción, catalizados por el sistema ácido graso sintetasa, hasta producir moléculas de 16C y 18C saturadas (Ugalde, 2011; Fernández et al, 2012).
	Método
	Fundamento
	Floculación
	Se basa en la neutralización o reducción de la carga negativa de las microalgas mediante la adición de floculantes para la formación de partículas más grandes que facilitan la sedimentación  y pretende aglomerar las células de microalgas con el fin de aumentar el tamaño efectivo de las “partículas''. A veces, una floculación eficaz se logra simplemente cambiando el pH del caldo de las algas. La floculación puede ser lograda con valores de pH entre 11,8 y 12, sin añadir otros floculantes. Este método ha separado 95% de la biomasa de las algas de la suspensión. En otros casos, valores extremos de pH puede causar efectos adversos.  Este es un paso previo antes de otros métodos de recolección, tales como filtración, flotación o sedimentación por gravedad. 
	Sedimentación
	Proceso que aprovecha la gravedad, la densidad y radio de las microalgas para separarla del medio de cultivo, cuya principal característica es el bajo costo de operación, pero en contrapartida el tiempo de operación puede llegar a ser bastante prolongado, haciendo que la sedimentación sea una opción poco viable para la obtención de biodiesel. Sin embargo, el método sólo es adecuado para microalgas grandes (aproximadamente de 70 μm) como la Spirulina. 
	Centrifugación
	Proceso en el cual se reduce considerablemente el tiempo que toma la sedimentación de las microalgas aprovechando la fuerza centrífuga obtenida con una rotación a alta velocidad, aumentando la gravedad que experimenta las microalgas, haciendo que sea quizá el método más rápido para la recuperación de biomasa algal (39; 97). Se ha demostrado su alta eficiencia, >90%, sin embargo es un proceso altamente costoso, lo cual lo hace inviable a escala industrial para la recuperación de biomasa
	Filtración
	La filtración convencional es más adecuada para la cosecha de microalgas relativamente grandes (mayores que 70 μm) como Coelastrum y Spirulina y no para 45 la cosecha de especies de algas de dimensiones cercanas a la bacteriana (menores que 30 μm) como Scenedesmus, Dunaliella y Chlorella. Las prensas de filtro que operan con presión o vacío son satisfactorias para separar algas relativamente grandes como la spirulina platensis, pero fallan para obtener organismos que tienen dimensiones bacteriológicas como chlorella, dunaliella o scendesmus.
	Fuente. Monthieu, (2010)., Salazar, (2012)., Serrano, (2012)., Peralta et al., 2012.
	Método de extracción
	Ventajas
	Desventajas
	Extracción con solvente químico
	- Ampliamente utilizada
	-Diversidad de solventes
	-Más del 95% de extracción de lípidos.
	-Recuperación del disolvente
	-Mayor eficiencia
	-Toxicidad del solvente
	-Riesgo de explosión
	-Costos elevados del disolvente.
	Extracción asistida por microondas.
	-Aprovecha la polaridad de los lípidos para su fundamento.
	-Debe utilizarse en conjunto con otra técnica.
	Ultrasonido
	-Trabajando con microondas, aumenta la cantidad de líquidos extraídos.
	-El rendimiento puede alcanzar el 80% dependiendo el tipo de alga.
	-Se presenta como complemento de otras técnicas.
	-Un cambio en la frecuencia puede resultar definitivo produciendo grandes cambios en el proceso.
	Extracción mediante fluidos supercríticos.
	-Corto tiempo de extracción
	-Alta selectividad.
	-Puede utilizar el CO2  como solvente.
	-Frecuentemente se acopla con procesos adicionales como la cromatografía.
	-Coste de inversión alto
	Auto clavado
	-Puede trabajar con biomasa húmeda, disminuyendo costos
	-Requieren una etapa adicional de extracción con solvente químico.
	Shock osmótico
	-Fácil de emplear
	-Solo se debe utilizar en células debilitadas
	Extracción enzimática
	-Las enzimas también pueden usarse para transformar los lípidos y dejarlos aptos para una transesterificación.
	-La actividad de la enzima se ve afectada por muchas variables tales como la naturaleza de la enzima, la concentración, la temperatura, la naturaleza de los aceites entre otros
	Destrucción mecánica
	-Se obtiene un producto seco y duro que se puede guardar indefinidamente.
	-Dificultad para recuperación de aceite extraído.
	-Se utiliza con otros métodos como el químico.
	Fuente: González, et al, (2009)., Monthieu, (2010)., Loera & Olguín, (2010).
	 Sin embargo, el proceso es más complejo, consiste en tres  reacciones consecutivas y reversibles, donde inicialmente los triglicéridos son convertidos a di glicéridos, estos a mono glicéridos y finalmente a esteres metílicos de ácidos grasos (FAME), cuando se implementa metanol, Estos di glicéridos y mono glicéridos actúan como intermediarios, liberando un mol de éster alquílico en cada etapa de la reacción (Zambrano, 2014), proceso mostrado en figura 12.. 
	Figura 12. Reacciones generadas durante el proceso de transesterificación
	Una vez terminada la reacción se obtienen dos fases, en la parte superior se encuentra el biodiesel con un color claro, y en la fase inferior se sedimenta el glicerol y otros subproductos presentando una coloración generalmente más oscura, como un naranja rojizo en el caso de transesterificaciones enzimáticas. Así González (2013), presenta otra opción de separación, la cual consiste en “dejar que la mezcla repose durante una hora aproximadamente después de la reacción, manteniendo la temperatura por encima de 38 ºC (100º F). Así, la glicerina se mantiene semilíquida y se deposita en el fondo” (p.15).
	Luego de la separación se deberá decantar la mezcla, eliminando la glicerina y los subproductos. Una vez  separado el biodiesel de la glicerina, se realiza un lavado con el fin de eliminar impurezas, restos de jabón o residuos de alcohol sin reaccionar. En caso de haber utilizado una base como catalizador, se debe realizar el primer lavado con agua ligeramente acida para neutralizar el biodiesel, agitando y dejando reposar por 12 o 24 horas. El biodiesel limpio queda encima del agua y el agua con los jabones disueltos se sedimenta en el fondo. Este proceso puede repetirse dos o tres veces para retirar todos los jabones presentes. (González, 2013). Una vez terminado el lavado y separada las nuevas fases formadas, se debe eliminar el agua remanente en el biodiesel por medio de calentamiento a unos 115°C entre 5 a 15 min.  En unidades másicas, por cada kilogramo de triglicérido se obtiene, aproximadamente otro kilogramo de biodiesel  y 0.10 kilogramos de glicerina (Sánchez, 2015).
	La transesterificación es un proceso muy sensible a ciertas variables, los principales factores que influyen en el proceso son la relación molar alcohol: glicéridos, el tipo  y concentración de catalizador  (álcali, ácido, lipasas), la temperatura, el  tiempo de reacción y el contenido de agua, la pureza de los reactivos y  ácidos grasos libres en la materia prima. A continuación se explican los más influyentes:
	Efecto de la humedad y ácidos grasos libres: Cuando se implementan bases como catalizadores en la transesterificación, existen ciertas especificaciones como el índice de acidez el cual debe ser inferior a 1, de no ser así se requerirá NaOH para neutralizar los ácidos, y todos los componentes deben ser anhídridos. Por otro lado el agua causa formación de jabón, el cual consume el catalizador y reduce su eficiencia. Los aceites utilizados en la transesterificación deben ser secos y con un porcentaje de ácidos grasos menor al 0.5%, pues de no ser así se puede presentar una reducción en el rendimiento de ésteres (Loaiza, 2003). Según Rojas, et al., (2010), en transesterificaciones enzimáticas, estos parámetros de humedad y ácidos grasos libres no suponen un gran riesgo, ya que no promueven la reacción de saponificación debido a la gran selectividad de las enzimas, incluso se ha reportado que trabajar con ciertas cantidades de humedad sin sobrepasar un valor límite se puede obtener mayores rendimientos, esto es debido a la necesidad de una interface lípido - agua que necesitan las enzimas para llegar a cabo su activación interfacial para iniciar su actividad catalítica. 
	 El biodiesel es de característica  renovable, sin embargo dadas sus ventajas debe cumplir con ciertas especificaciones fisicoquímicas para su uso como lo son la norma europea UNE EN 14214:2013, similar a la norma estadounidense ASTM D 6751 (Sánchez., 2015). Los principales sustratos empleados para producir biodiesel son aceites vegetales extraídos de plantas oleaginosas como palma, Jatropha, Colza, Girasol, y Soja, cuyo costo representa cerca del 70% del costo total de producción (Behzadi & Farid, 2007, citado por Fernández et al., 2012), por lo que  busca implementar aquellos que tengan mayores productividades, en el caso de las microalgas poseen tiempos de generación de biomasa mayores a las plantas llegando  acumular altos porcentajes de lípidos en áreas relativamente pequeñas en comparación a las requeridas para cultivos oleaginosos sin competir por suelos destinados a uso agrícola, presentándolas como una opción ventajosa. La modificación de estos aceites, comúnmente son realizados por transesterificación alcalina debido a los tiempos cortos requeridos, de igual forma se ha estudiado la transesterificación por catálisis enzimática, por ser ambientalmente más propicia, al evitar la contaminación de productos y subproductos con compuestos químicos, requerir menor energía y posibilidad de reutilizar el catalizador, donde se obtienen rendimientos iguales e incluso superiores a los obtenidos por catálisis química.
	Es posible el uso de biodiesel puro al 100% (B100), sin embargo este presentaría ciertas diferencias en comparación con el gasóleo mineral, requiriendo ciertas modificaciones en determinadas piezas de motores, por tal razón  resulta habitual el uso de mezclas de biodiesel – diesel en porcentajes que van del 2 (B2)  al 20% (B20). Con la utilización de estas mezclas no es necesario la modificación de motores, por el contrario reporta  beneficios en su utilización (Dou, et al., 2010, citado por Sánchez., 2015, p.18), de igual forma,  de implementarse fábricas dedicadas al biodiesel, estas serían similares en cuanto a almacenamiento y distribución a las establecidas para el diesel convencional (Garibay, et al., 2009). Las ventajas más relevantes de la utilización de biodiesel son reportadas por, Zambrano., 2014 y Garibay, et al., 2009, y se enuncian a continuación:
	2.3 Marco Legal
	La presente investigación se rige bajo la Constitución Política de Colombia de 1993 del Título II De los Derechos, Garantías y los Deberes; Capítulo III De los Derechos Colectivos y del Ambiente, Artículo 79 los cuales indican que todas las personas tienen derecho a gozar de un ambiente sano, estableciendo que es deber del Estado proteger la diversidad e integridad del ambiente, conservar las áreas de especial importancia ecológica y fomentar la educación para el logro de estos fines.
	Que el Ministerio del Medio Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial hoy Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, a través de la Resolución 910 de 2008 reglamentó los niveles permisibles de emisión de contaminantes que deberán cumplir las fuentes móviles terrestres, definió los equipos y procedimientos de medición de dichas emisiones y reglamentó el Art. 91 del Decreto 948 de 1995
	Marco legal sobre Reglamentación Técnica en Colombia para el Biodiesel y sus Mezclas
	Ley 939 del 2004 expedida por el Congreso de Colombia. Por medio de la cual se subsanan los vicios de procedimiento en que incurrió en el trámite de la Ley 818 de 2003, se estimula la producción y comercialización de biocombustibles de origen vegetal o animal para uso en motores diesel y se dictan otras disposiciones.
	Decreto 1609 de 2002 expedida por la Presidencia de la República
	Por el cual se reglamenta el manejo y transporte terrestre automotor de mercancías peligrosas por carretera.
	Decreto 3492 de 2007 expedido por la Presidencia de la República: Por el cual se reglamenta la Ley 939 de 2004 Biocombustibles  para uso en Motores diesel
	Decreto 3492 de 2007. Con el fin de generar estímulos para la producción y comercialización de los biocombustibles, en el Decreto 3492 de 2007 se define que para efectos fiscales, las mezclas de diesel de origen fósil (ACPM) con los biocombustibles de origen vegetal o animal, para uso en motores diesel de que trata la Ley 939 de 2004, no se considerará como proceso industrial o de producción.
	Aunque desde el punto de vista técnico es claro que la mezcla de diesel de origen fósil con los biocombustibles es un proceso industrial, el propósito de este decreto es mantener los incentivos fiscales creados por la Ley 939 para impulsar el desarrollo del mercado para biocombustibles.
	Decreto 2629 de 2007 expedido por la Presidencia de la República: Por medio del cual se dictan disposiciones para promover el uso de biocombustibles en el país, así como medidas aplicables a los vehículos y demás artefactos a motor que utilicen combustibles para su funcionamiento. 
	Resolución 180158 de 2007 expedido por el Ministerios de Minas y Energía, Protección Social y Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, por la cual se determinan los combustibles limpios de conformidad con lo consagrado en el Parágrafo del Artículo 1º de la Ley 1083 de 2006 y se incluye dentro de estos al Biocombustible para uso en motores diesel (Biodiesel)
	Resolución 181660 del 2007 expedido por el Ministerio de Minas y Energía, por la cual se autoriza la realización de una prueba industrial en la Costa  Atlántica para el uso de las mezclas del biocombustible en motores diesel con el ACPM de origen fósil y evaluar los efectos que se originen por el transporte por poliductos de mezclas de un 2% y un 5% de biocombustible.
	Resolución 180212 del 2007 expedida por el Ministerio de Minas y Energía, por la cual se modifica parcialmente la Resolución 181780 en relación con la estructura de precios del ACPM mezclado con biocombustible para uso en motores diesel y se actualizan parámetros asociados al factor eficiente de producción del biocombustible para uso en motores diesel, teniendo en cuenta la variación del comportamiento internacional de los insumos, servicios y equipos asociados al proceso de producción.
	Resolución 182087 del 2007 expedida por el Ministerio de Minas y Energía y Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, por la cual se modifican los criterios de calidad de los biocombustibles para su uso en motores diesel como componente de la mezcla con el combustible diesel de origen fósil en procesos de combustión.
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