Efecto del glicerol como fuente de carbono
adicional en la obtencion de biomasa y
acidos grasos en cultivos chlorella vulgaris
en un foto-biorreactor de panel plano a escala
de laboratorio
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RESUMEN

En este proyecto de investigacion se trabajé con la
micro-alga Chlorella Vulgaris, con el objetivo de eva-
luar la influencia del glicerol, como nueva fuente
posible de carbono, para la produccién de biomasa
y acidos grasos. Se utilizé como medio de cultivo el
fertilizante foliar (conocido comercialmente como
FOLIAGRO) por poseer los macro y micronutrien-
tes necesarios para el crecimiento adecuado de la
micro-alga. Para la investigacion, fueron evaluadas
tres diferentes concentraciones de glicerol (10, 15
y 20 g/L) en un foto-biorreactor de panel plano, con
capacidad de trabajo de 1,4 L. El crecimiento micro-
algar se llevo a cabo en incubadoras, donde se mo-
nitorean las condiciones adecuadas de crecimiento.
La agitacion se realiz6 por medio de bombas para
acuario con capacidad de 4 L/min, fotoperiodo de
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12L: 120 (Luz, Oscuridad), intensidad luminica con
lamparas hal6genas de luz rojas y 8W, temperatura
de 21 °C £ 3 °Cy pH 6-7; y el crecimiento se de-
termind por medio de conteos en camara de Neu-
bauer. Para la obtenciéon de biomasa se realizaron
los procesos secuenciales de sedimentacion, cen-
trifugacion y liofilizacion. Después, fue evaluada la
biomasa seca por medio de una cromatografia de
gases, acoplada a su espectro, para determinar asi
el perfil lipidico de la misma. El glicerol demostro
ser una fuente de carbono Uutil en el crecimiento de
C. Vulgaris. La concentracion de 15 g/L, resultd ser
el medio mas favorable para el crecimiento celular,
durante los 12 dias de experimentacién (crecimien-
to méaximo 2,29x107 Cel/mL).

Palabras clave: Chlorella Vulgaris, acidos grasos,
produccion de biomasa, glicerol, biodiesel.
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ABSTRACT

In this research project we worked with the micro-
alga Chlorella Vulgaris, in order to evaluate the influ-
ence of glycerol as a new possible source of carbon
for the production of biomass and fatty acids. It was
used as a cultivate medium (commercially known as
FOLIAGRO) like a foliar fertilizer, by having the mac-
ro and micro nutrients, needed for the proper growth
of the micro-alga. For the research were evaluated
three different concentrations of glycerol (10, 15 and
20 g/l) in a photo-bioreactor with a flat panel, and a
working capacity of 1,4 L. Micro-algar growth was held
in incubators, monitored with appropriate conditions
of growth. The agitation was conducted by aquarium
pumps, with a capacity of 4 L/min, photoperiod of 12
L: 12th (light: dark), light intensity red light halogen
lamps with 8W, temperature of 21 ° C +3 ° C and pH
6-7; the growth was determined by counts in Neu-
bauer Chamber. For obtaining of biomass were se-
quential processes of sedimentation, centrifugation
and lyophilization. It was evaluated after the dry bio-
mass with a gas chromatography, coupled to mass
spectrum and thus determine the lipid profile. Glyc-
erol proved to be a source of useful carbon in the
growth of C. Vulgaris. 15 g/l concentration turned out
to be more favorable for cell growth medium during
the 12 days of experimentation (maximum growth 29
x 107 Cel/mL).

Key Words: Chlorella Vulgaris, fatty acids, biomass
production, glycerol, biodiesel.

INTRODUCCION

El constante crecimiento en la demanda de
lipidos y acidos grasos para uso industrial, ha ge-
nerado la necesidad de encontrar nuevas y me-
jores fuentes para la obtenciéon de los mismos.
Por eso se buscan mecanismos que trabajen de
forma eficiente, eliminando los dafios ambienta-
les y, a su vez, permitiendo abastecer satisfacto-
riamente la demanda de estas materias primas.
Se considera que los combustibles provenientes
de biomasa microalgal tienen un alto potencial
y pueden verse como una de las alternativas
mas promisorias para el reemplazo del petréleo
en el mediano plazo dado su desempeifio en
motores diésel y la disminucién de liberacién de
CO, (Demirbas y Demirbas, 2011).

Las microalgas son un grupo diverso de
microorganismos procariéticos y eucariéticos
fotosintéticos, que crecen rapidamente debido
a su estructura simple. Potencialmente pueden
ser empleadas para la producciéon de biocom-
bustibles (biodiesel, biogas y bio-hidrégeno)
ambientalmente sostenibles y economicamente
eficaces (Torres et al., 2013).

La obtencion de acidos grasos y lipidos, a
partir de biomasa micro-algar, es un tema que
se viene estudiando desde hace mucho tiem-
po, por ser una nueva alternativa para produ-
cir energias mas limpias y amigables con el
medio ambiente, y reduciendo costos a la hora
de su produccién. En comparaciéon con otras
materias primas, no son fuente de alimento hu-
mano, no presentan gran complejidad quimica
en su estructura, lo que hace su manipulacién
y modificacion mas sencilla. El cultivo de las
micro-algas y sus condiciones, permite que se
produzcan a gran escala y en muy cortos perio-
dos de tiempo. Ademas, por ser fotosintéticas,
absorben en gran medida el diéxido de carbo-
no presente en la atmosfera. Es por esto que el
grupo de Biotecnologia de la Universidad América
(BIOTECFUA) centra sus esfuerzos en evaluar
las mejores condiciones de cultivo, los mejores
medios quimicos y fisicos para la produccion
de lipidos y acidos grasos micro-algares, asi
como los mejores métodos para la extraccion,
clasificacién y cuantificacion de los mismos.

La obtencién de biomasa microalgal y su via-
bilidad desde el punto de vista industrial requie-
re conocimiento sobre los factores que permitan
disminuir los costos de produccién y aumentar
la cantidad de biomasa obtenida; dentro de los
factores que aun requieren evaluacién se encuen-
tran sustancias que puedan ser empleadas como
fuentes de Carbono y Nitrégeno y no represen-
ten costos excesivos a los procesos de produc-
cién (Deschenes et al., 2015).

Este estudio se centrara en evaular el glice-
rol como fuente de carbono adicional en el medio
de cultivo para la produccion de biomasa vy li-
pidos a partir de microalgas. Esto con el fin de
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aumentar la obtencién de biomasa y acidos gra-
§0s, para hacer viable la produccion de biocom-
bustibles a partir de microalgas, lo que es de
gran interés en el desarrollo de bio-procesos
sostenibles, para ser acoplados e implementa-
dos en la Ingenieria Quimica.

MATERIALES Y METODOS

Cepa micro-algar, condiciones de
cultivo y medio de cultivo

La cepa de trabajo es la micro-alga Chlorella
Vulgaris, seleccionada por su alta concentracion
de clorofila y su alta capacidad de fotosintesis.
Tiene un contenido de lipidos de 5-58% (por-
centaje de biomasa peso seco) y una producti-
vidad lipidica de 11,2—40,0 mg/L/dia.

El crecimiento micro-algar se llevé a cabo en
incubadoras, donde se monitorean las condicio-
nes adecuadas de crecimiento. La agitacién se
realizé por medio de bombas para acuario JAD
con capacidad de 4 L/min, fotoperiodo de 12L:
120 (Luz, Oscuridad), intensidad luminica con
lamparas halégenas de luz rojas y 8W, tempe-
ratura de 21 °C £ 3 °C y pH 6-7 (Li et al., 2007).

Se utiliza como medio de cultivo el fertilizan-
te agricola foliar, que posee nutrientes similares
a los del medio Bold Basal. La concentracién re-
comendada de medio de cultivo, preparado con
foliar liquido llamado FOLIAGRO, es de 0,2%
Volumen/Volumen.

Crecimiento inicial de biomasa

Se prepar6 el medio de cultivo a una con-
centracién 0,2% V/V de fertilizante con agua
destilada. Para ello se utilizaron recipientes de
vidrio con tapa y capacidad de 1 L. Después
de preparado, el medio de cultivo se esteriliz6
en una autoclave Tuttnauer.

Inicialmente la micro-alga fue puesta en cre-
cimiento, en un medio de cultivo por un periodo
de 12 dias. Se inocularon 100 mL de micro-alga,

por un litro de medio de cultivo en recipientes de
vidrio con capacidad de 4 L cada uno, mantenien-
do una relacién de 1:10 volumen/volumen. Fue
dejado el sobrante de micro-alga como réplica.
La relacién inicial micro-alga-medio de cultivo,
se establecié teniendo en cuenta que, durante la
etapa de crecimiento, es importante que los mi-
croorganismos tengan buena disponibilidad de
nutrientes minerales (Xu et al., 2006).

Seleccién de concentraciéon de
glicerol a evaluar

Las concentraciones de glicerol establecidas
como parametros experimentales, fueron se-
leccionadas con base a criterios teéricos (Este-
vez-Landazabal et al., 2013) soportados con un
proceso previo de pre-experimentacién. En es-
tudios realizados anteriormente (Estevez-Landa-
zabal et al., 2013) (Pestana y Pestana., 2012),
se trabaj6é con concentraciones de glicerol (1, 5
y 10% VIV o g/L) (Kong et al, 2013). Para esta
investigacion se agregan dos nuevas concentra-
ciones que no han sido reportadas previamente
en literatura (15 y 20 g/L). Se realizé un pre-ex-
perimento con las 5 concentraciones selecciona-
das, el cual consistié en evaluar el crecimiento
celular de cada una, en un periodo de 5 dias. El
glicerol con el que se decide trabajar, es glice-
rol grado USP de marca Carlo Erba.

Crecimiento micro-algar en las
concentraciones seleccionadas en el
foto-biorreactor de panel plano

Con base en los resultados de numero de
células por mililitro obtenidas en la fase de pre-
experimentacion se seleccionaron las tres
concentraciones de glicerol, que presentaron
mayor crecimiento celular durante el pre-expe-
rimento (10%, 15% y 20% g/L).

Una vez seleccionadas las concentraciones
de glicerol que mayor cantidad de células por
mililitro presentaron se realizé una nueva etapa
de crecimiento micro-algar, en los foto-biorreac-
tores de panel plano, con las concentraciones
seleccionadas.
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Para los cultivos en Fotobiorreactor se utili-
zaron 3 fotobiorreactores tipo panel plano, cada
uno con un volumen de trabajo de 1,4 L.La eva-
luacion de las concentraciones finales seleccio-
nadas se llevo a cabo en los fotobiorreactores.

Con el objeto de obtener una mayor concen-
tracién de biomasa minima para las pruebas de
laboratorio se utilizaron 3 recipientes adicionales
de 4 Len los cuales se implementaron las mis-
mas condiciones de cultivo de los fotobiorreac-

tores. En cada recipiente se inocularon 300 m_
de micro-alga, y 3 L de medio de cultivo con la
concentracién de glicerol respectiva.

Fueron conectadas dos mangueras lisas al
recipiente: una para Su aireacion y otra para
su desgasificacion. Posteriormente los 3 foto-
biorreactores y 9 recipientes de vidrio, fueron
llevados a la incubadora por un periodo de 12
dias. En la Figura 1 se muestra el montaje del
experimento.

Figura 1. Fotobiorreactor de panel plano y sistema de cultivo en incubadoras

Fuente: Los Autores.

Tratamiento de la biomasa

Pasados los 12 dias de crecimiento micro-
algar, se deja sedimentar la biomasa durante 48
horas por gravedad, y posteriormente el sobre-
nadante es retirado. Para la centrifugacion, se
us6 una centrifuga con una velocidad angular
de 4000 RPM por un periodo de 10 minutos. H
proceso de liofilizacion se llevé a cabo en el La-
boratorio de Nutricion Animal de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Bogota. La mues-
tra centrifugada fue congelada a una temperatu-
ra de -80°C durante 24 horas, y posteriormente
fue liofilizada. Es decir, se retird la humedad

presente por sublimacién (paso del estado soli-
do a vapor sin pasar por la fase liquida).

Extraccion de lipidos y perfil de
acidos grasos

La extracciéon de los acidos grasos se efec-
tua por medio del método Blight & Dyer (Blight y
Dyer, 1959), en donde la muestra se extrae con
una solucién metanol- cloroformo, en una pro-
porcién 2:1. La identificacidn y determinacion de
la composicién de los acidos grasos, se lleva a
cabo por cromatografia de gases, empleando
un cromatografo de columna capilar (GC - 14A).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento inicial de biomasa
micro-algar

La verificacién del crecimiento del cultivo y
la produccién de biomasa se realizaron cuali-
tativamente por cambios fisicos como el color
y el volumen del cultivo; asi mismo se realiz6
seguimiento cuantitativo, a través de los con-
teos hechos por camara de Neubauer, donde se
comprobd el aumento diario de células en las
muestras.

Los datos obtenidos sugieren que los culti-
vos microalgales tuvieron fase de crecimiento y
exponencial (Madigan et al.,2000) sin embargo
no se aprecia claramente la fase estacionaria
lo que indica que posiblemente se podria obte-
ner aun mayor concentracién celular.

Pre-experimento en concentraciones
de glicerol determinadas

Para el pre-experimento se utilizaron 6 reci-
pientes de vidrio de 1L en los que se inocularon
40 ml de micro-alga y 400 mL de medio de culti-
vo con las concentraciones de glicerol respec-
tivas: 1%, 5%, 10%, 15% y 20% de glicerol. La
etapa de pre-experimentacion para cada una de
las concentraciones se llevé a cabo en 5 dias
(120 horas).

En la Grafica 2, se observa que las concen-
traciones, generando mayor crecimiento micro-
algar y mejor rendimiento en la produccién de
biomasa, son las de 15%, 10% y 20%, respectiva-
mente. Se ve cdmo la micro-alga se adapta mas
rapidamente a los medios de cultivo, con mayor
porcentaje de glicerol, pues les ofrece un medio
enriquecido con esta fuente de carbono.

La fase de adaptacién al medio de cultivo para
estas tres concentraciones, se lleva a cabo en
2 dias (24 horas). A partir de entonces se da inicio
a la fase de crecimiento exponencial. La concen-
tracion de 20% de glicerol reporta un crecimien-
to maximo de 4,61 x 10% Cel/mL, un valor menor

al reportado por las concentraciones de 10%
(5,11 x 108 Cel/mL) y 15% (5,70 x 108 Cel/mL).
Esto permite inferir que la concentracién de 20%
de glicerol en el medio de cultivo, comienza a
saturar la misma de fuente de carbono, provo-
cando inhibicién en el crecimiento micro-algar.

Crecimiento micro-algar de las
concentraciones seleccionadas en el foto-
biorreactor de panel plano.

En la Grafica 3, se ve claramente la cine-
tica de crecimiento de cada concentracién con
respecto a las otras. El blanco es la muestra que
mas tiempo utiliza para adaptarse al medio de cul-
tivo y la que menos crecimiento micro-algar
demuestra. Para la concentracion de 20% se
ve una disminucién significativa con respecto al
crecimiento celular, de las concentraciones de
10% y 156%, lo que permite inferir efectivamente,
que la alta concentracién de glicerina inhibe el
crecimiento, pues satura de fuente de carbono
el medio de cultivo.

Por otro lado, las concentraciones de 10% y
15%, presentan un crecimiento celular constan-
te. La cinetica de crecimiento micro-algar, en me-
dio de cultivo con 15% de glicerol como fuente de
carbono, es la mas influyente en el experimento.
Genera mayor concentraciéon celular (2,35 x107
Cel/mL) y menor tiempo de adaptacién al medio
de cultivo. Por lo anterior, fue la concentracion
seleccionada para pasar al proceso de obten-
cion y tratamiento de la biomasa micro-algar.

La hipétesis nula (Ho) plantea que la concen-
tracién inicial micro-algar es la misma, tanto entre
réplicas como entre experimentos. La hipbtesis
alternativa (H1), plantea que al menos uno de
los experimentos o réplicas difiere de los demas.

Se realizé un andlisis de varianza para los
datos de esta grafica, donde F es menor que el
valor critico para F, para una significancia de 0,05.
Esto comprueba que no existen diferencias sig-
nificativas entre las concentraciones iniciales de
cada experimento.
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Gréafica 1. Curva de crecimiento de Chlorella vulgaris en medio foliagro
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Fuente: Los Autores.

Escalado en medio de cultivo foliagro
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Grafica 2. Curva de crecimiento promedio del pre-experimento.

5.90E+06
5.70E+06
5.50E+06
5.30E+06
5.10E+06
4.90E+06
4.70E+06
4.50E+06
4.30E+06
4.10E+06
3.90E+06
kl) 3.70E+06
3.50E+06
3.30E+06
3.10E+06
2.90E+06
2.70E+06
2.50E+06
2.30E+06
2.10E+06
1.90E+06
1.70E+06
1.50E+06
1.30E+06
1.10E+06
9.00E+05
7.00E+05

Fuente: Los Autores.

Curva de crecimiento promedio para los preexperimentos
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Grafica 3. curva de crecimiento promedio del Experimento

Curva de crecimiento promedio para los experimentos
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Fuente: Los Autores.

Tratamiento de biomasa micro-algar

Siguiendo el protocolo de tratamiento de bio-
masa micro-algar, descrito en la metodologia,
se deja sedimentar la micro-alga, encontrada en
medio de cultivo con 15% de glicerol durante
48 horas; después se extrae el sobrenadante.
Finalmente de 10 020 mL de medio de cultivo
con 15% de glicerol, se obtuvo 1680 mL de bio-
masa sedimentada, y se lleva al proceso de
centrifugacion.

La productividad varia con las diferentes
concentraciones de Carbono estudiadas. Al au-
mentar la concentracién de Carbono, el rendi-
miento se eleva en un 19,4%, con lo cual se
demuestra que una concentracion de 15% au-
menta la produccion de biomasa en la micro-
alga Chlorella vulgaris, en comparacién con el
medio de cultivo control, y a resultados reporta-

dos por estudios referentes a la produccion de
biomasa micro-algar.

Composicion y perfil de a4cidos
grasos

La composicion de los acidos grasos obteni-
dos (gréfica 4), esta definida por un alto conte-
nido de &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS).
Equivalen al 46,1%, especialmente &cidos lino-
lélcos y acidos a-linoléicos utilizados en la in-
dustria de alimentos. Un 29.5% corresponde a
acidos saturados, principalmente acido palmiti-
co y acido estedrico, utilizados industrialmente
para producir jabones, cosméticos, detergentes
y lubricantes. Y un 24,4% de &cidos grasos mo-
no-insaturados (MUFASs), como el acido palmito-
léico y &cido olelco, empleados en la fabricacion
de cosméticos, jabones, en la limpieza de meta-
les y en la industria textil.
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Tabla 1. Analisis de varianza entre las concentraciones iniciales de la trafica

Andlisis de
varianza
Origen Promedio ”
Suma de Grados de . . Valor critico

de las . de ios F Probabilidad

. cuadrados libertad para F
variaciones cuadrados
Entre grupos 2.31588E+12 2 1.15794E+12 0,029812216 0,970651721 3,259446306
Dentro de los

1.39828E+15 36 3.88412E+13

grupos
Total 1,4006+15 38

Fuente: Los Autores.

Cuadro 1. Tratamiento de biomasa.

Volumen de microalga total

Volumen sedimentado y centrifugado

Peso recipiente vacio

Peso recipiente + biomasa humeda
Peso biomasa himeda

Peso biomasa liofilizada (seca)

Fuente: Los Autores.

9L
1680 mL
AN
35,79
28,6 g
1,759

Rendimiento y productividad volumétrica del FBR.

Cuadro 2. Resultados del rendimiento y productividad.

Rendimiento (g/L) Productividad (g/d*L)
Biomasa seca (g) 1,75
Dias 12 0,194 0,016
Volumen (L) 9

Fuente: Los Autores.

Debido a su alto contenido en (PUFAS), espe-
cialmente de omega 3 y omega 6, esta biomasa
es apta para el consumo humano. No es viable
utilizarla para la obtencién de biodiesel debido
a que, por su alto contenido de acidos grasos
insaturados, la estabilidad oxidativa disminuye,
asi como también disminuye el calor de combus-
tion, el indice de cetano del biodiesel, el punto
de nube, la viscosidad cinematica y la lubricidad.

El desarrollo actual de la tecnologia para
la produccién de biodiesel, a partir de micro-

ISSN

algas, tal como lo han estudiado (Bahadar & Bi-
lal Khan, 2013), es altamente susceptible a las
condiciones de cultivo, tratamiento y extraccién
de los lipidos. Esjustamente la extraccion, una de
las etapas mas relevantes para que el proce-
so posterior de esterificacion, o de licuefaccion
hidro-térmica (para el caso de Chlorella Vulga-
ris), permitan obtener biodiesel dentro de un es-
guema sostenible, contemplando el balance de
CO02y energia, el impacto medio ambiental vy,
no menos importante, los costos de producciéon
(Slade & Bauen, 2013).
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Grafica 4. Composicion de acidos grasos
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Fuente: Los Autores.

Grafica 5. Perfil de acidos grasos
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Fuente: Los Autores.
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CONCLUSION

Las condiciones de cultivo seleccionadas: nu-
trientes (glicerol como fuente de carbono), tempe-
ratura (21°C + 3°C), pH (6-7), agitacién (bombas
de acuario con capacidad de 4 L/min), ilumi-
nacién (lamparas halégenas de luz roja y 8 W)
y fotoperiodo (12 Luz: 12 Oscuridad), para el
crecimiento y escalamiento de la micro-alga,
demostraron ser las adecuadas para la acumu-
lacién y obtencion de biomasa y acidos grasos,
debido a que por medios cuantitativos, como el
conteo por camara de Neubauer, se demostrd
el favorable crecimiento celular de la micro-
alga, en medio de cultivo Foliagro con glicerol,
como fuente de carbono adicional.

Del mismo modo se confirmé por medios
cualitativos, como el cambio de coloracion (a
verde oscuro), y la disminucion de volumen ini-
cial, la clara adaptacién de la micro-alga al me-
dio de cultivo.

Se determindé que las concentraciones de
glicerol en medio Foliagro, que mayor cantidad
de biomasa micro-algar produjeron, fueron 15%,

10% y 20% respectivamente. Se presentaron
también los menores tiempos de adaptacién al
medio de cultivo. La micro-alga presento un cre-
cimiento directamente proporcional al aumento
de la concentracion de glicerol, hasta un 15%.
A patrtir de alli, se present6 una saturacion de la
fuente de carbono en el medio de cultivo, pro-
vocando una aparente inhibicion en el crecimiento
celular. Se reporté un crecimiento maximo de
2,29x107 Cel/ml para la concentraciéon de 15%
de glicerol.

El perfil lipidico obtenido, a partir de la bio-
masa micro-algar, tiene un alto contenido de
lipidos poliinsaturados (PUFAs), equivalente al
46,1%. Un 29.5% de acidos saturados y 24.4%
de acidos mono-insaturados.

Considerando la valoracién econémica que
podria darse al glicerol, al escalar a nivel de planta
piloto y posteriormente para la industria alimen-
ticia, el método llevado a cabo para la extraccién
de omegas, podria viabilizarse econémicamen-
te el desarrollo de nuevas tecnologias, pudiendo
aprovechar los lipidos en la produccién de bio-
diesel, ambientalmente sostenible.
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