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ABREVIATURAS

UHT: Ultra altas temperaturas.
CO:z2: Dioxido de carbono

O: Oxigeno

nm: Nanémetro.

°C: Grados Celsius

FBR: Fotobiorreactor.

% V/V: Porcentaje volumen — volumen.
% P-V: Porcentaje peso — volumen.
L: Litros.

cm: Centimetros.

P20s: Pentdxido de difésforo.

K20: Oxido de potasio.

CaO: Oxido de calcio.

MgO: Oxido de magnesio.

min: Minutos.

cc: Centimetros cubicos.

PVC: Policloruro de vinilo.

EPS: Poliestireno expandido.

mm?: Milimetros cubicos.

mL: Mililitros

RPM: Revoluciones por minuto
g: gramos
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1:2/3: Proporcion 1 a 2/3
W: Watts

V: Voltios.
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GLOSARIO

BIOMASA: materia organica originada en un proceso biolégico, espontaneo o
provocado, utilizable como fuente de energia.

CINETICA DE CRECIMIENTO: representacion grafica del comportamiento de un
microorganismo durante su crecimiento, usualmente representan las etapas de
crecimiento como la fase de adaptacion, exponencial y estacionaria.

CROMATOGRAFIA: técnica analitica para la separacion de compuestos semi-
volétiles que se basa en una fase movil y una fase estacionaria apolar; por medio
de ella se puede caracterizar un compuesto por medio del uso de diferentes
sensores acondicionados para los compuestos de interés, estos pueden variar
desde detectores electroquimicos, de absorbancia, de indice de refraccion, entre
otros.

CULTIVO: conjunto de microorganismos que crecen en un recipiente, con el
objetivo de producir biomasa o un metabolito de interés.

EXTRACCION: procedimiento por el cual se extrae un compuesto de interés de la
biomasa producida por la microalga.

LIPIDO: cada uno de los compuestos organicos que resultan de la esterificacion de
alcoholes, como la glicerina y el colesterol, con acidos grasos.

MICROALGA: microorganismo fotosintético que se caracteriza por ser uno de los
mas usados en biotecnologia, ya que convierte la energia del sol rapidamente en
biomasa y productos que pueden ser aprovechables, como los azucares y los
lipidos.

RENDIMIENTO BIOMASA/PRODUCTO: es una medida del rendimiento de un
proceso biotecnologico en el cual se compara la cantidad de producto obtenido
contra la cantidad de biomasa producida en el proceso.

SUERO DE LA LECHE: parte que permanece liquida al coagularse la leche.
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RESUMEN

Con el objeto de evaluar el uso potencial de microalgas para obtener lipidos por
medio de la implementaciéon de sustratos residuales de las industrias, se evalud la
influencia del suero lacteo en la produccién de biomasa de microalgas y lipidos en
fotobiorreactores adaptados los cuales son recipientes de vidrio en una incubadora
gue permiten generar las condiciones y cultivar las microalgas en escala de
laboratorio.

Las microalgas se cultivaron en fotobiorreactores adaptados usando medio de
cultivo compuesto por fertilizante foliar (Foliagro) y medio de cultivo enriquecido
compuesto por medio de cultivo y suero lacteo; en el cual se variaron las relaciones
entre los componentes del medio de cultivo enriquecido en 13 ensayos del pre-
experimento y se selecciond el de mayor concentracion celular. El crecimiento
celular se cuantifico por conteos en la camara de neubauer por alrededor de 20 dias
donde se obtuvo una concentracion celular de 1,11x108 (células/mL).

El proceso de tratamiento de la biomasa consistié en la separacion inicial de las
fases liquida y solida por el método de centrifugacion, para luego ser secada a 40
°C en una estufa de secado, obteniendo una productividad volumétrica en peso seco
de 1,52 x 103 g/mL en comparacion del cultivo alimentado con medio de cultivo, el
cual fue de 7,5 x 104 g/mL siendo menor, por lo cual nos demuestra que el medio
enriquecido con suero lacteo tuvo un mejor rendimiento de biomasa seca.

El rendimiento de biomasa humeda y de productividad volumétrica es mayor en el
cultivo enriquecido con suero lacteo con 70,63 g/L y 0,076 g/d*L, en comparacién
con el cultivo con medio de cultivo con 14,90 g/L y 0,05 g/d*L.

El perfil lipidico se determind por cromatografia de gases y la extraccion de los
lipidos fue por Bligh & Dyer en la Universidad Nacional sede Bogota; el medio
enriquecido con suero lacteo dio cantidades cercanas entre la cantidad de PUFAS,
MUFAS Y SFAS con 34,6%, 33,6% y 31,8% respectivamente; obteniendo en mayor
cantidad &cidos grasos poliinsaturados los cuales son acidos grasos esenciales en
la nutricibn humana los cuales estan conformados por el omega 3 y omega 6.

PALABRAS CLAVE: Biomasa, lipidos, suero lacteo, produccién, microalgas.
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INTRODUCCION

Debido a los contaminantes que producen las industrias el medio ambiente se ve
afectando y deteriorado, ya que algunos son arrojados sin ningun tratamiento, por
esto se buscan nuevos procesos que puedan aprovechar estos residuos para
obtener productos con valor agregado que ayuden a mitigar el dafio ambiental y
tener una utilidad.

Las microalgas son capaces de utilizar sustratos ricos en fuentes de carbono tanto
organico como inorganico, para producir entre otras moléculas de interés tales como
lipidos, pigmentos, proteinas entre otros, los cuales a su vez pueden ser utilizados
en industrias de cosméticos o para producir biodiesel u otros productos. Varios de
estos sustratos pueden ser residuos o desechos de procesos industriales y entre
estos esté el sector alimenticio que genera residuos a partir de procesos como la
produccion de quesos.

En Colombia la industria lactea representa un mercado importante ya que su
consumo es muy elevado, en el 2015 se produjeron 6.623 millones de litros los
cuales se usan 78,6 millones de litros (44,8 millones de litros de leche en polvo, 22,1
millones de litros de leche UHT y el equivalente a 11,5 millones de litros de quesos
maduros) y el resto en otros productos. Como parte de este proceso se genera el
suero lacteo que no es del todo utilizado para las cadenas productivas de la industria
lactea. El suero se dispone como residuo y es vertido a alcantarillados, suelos o en
cuerpos de agua.

Dado el aumento en la produccién de suero lacteo, se ha generado la necesidad de
aprovecharlo de una forma eficiente en nuevos procesos que generen productos de
valor agregado en la industria.

Esta investigacion busca aproximarse al uso del suero lacteo como fuente de
carbono en cultivos de microalgas y obtener lipidos de la biomasa microalgal
obtenida.

1LACTO NOTAS: boletin 3. Periodo de anlisis. En: FEDEGAN [en linea]. (enero 2014 a junio 2015)
< http://www.fedegan.org.co > [citado en 20 de abril de 2016].
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del suero de leche en la produccién de biomasa en la microalga
Chlorella vulgaris a escala de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obtener las cinéticas de crecimiento celular bajo diferentes concentraciones de
sustrato.

e Analizar el efecto de la variacion en la concentracién del sustrato sobre la
produccién de biomasa.

e Cuantificar los lipidos generados para el tratamiento con mayor concentracion
de biomasa.
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1. MARCO TEORICO

1.1 MICROALGAS, APLICACIONES E IMPORTANCIA

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microrganismos fotosintéticos
unicelulares procariontes (cianobacterias) y eucariontes?, que se pueden cultivar en
diversos medios, a diferencia de otros cultivos no necesitan de tierras fértiles o de
aguas tratadas, en sustratos organicos 0 inorganicos para su crecimiento. Son los
primeros intercambiadores bioldgicos de dioxido de carbono (COz2) y oxigeno (O), lo
gue demuestra su gran importancia econdémica y ecologica. Las microalgas se
clasifican segun diversos parametros como pigmentacion, ciclo de vida, morfologia
y estructura celular®.Los periodos de cultivo son relativamente cortos ya que tienen
una alta tasa de crecimiento promedio pudiendo duplicar su biomasa
aproximadamente en 24 horas, dando la opcién de generar cultivos multiples o
continuos.*

Las microlagas acumulan metabolitos secundaros como pigmentos, lipidos o
vitaminas que se emplean en procesos industriales como alimentos, acuicultua,
cosmeticos, biocombustibles, biofertilizantes (Figura 1)°. El cultivo microalgal
depende de la cepa, las condiciones de cultivo y como se manipulan en el proceso
de cultivo, los cuales han derivado un gran numero de investigaciones para estudiar
estos parametros con el fin de mejorar los cultivos a menores costos.

2 GARIBAY, Adriana. Biodiesel a Partir de Microalgas. En: Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional
Autonoma de México. BioTecnologia. 2009, Vol. 13 No. 3, p. 42.

3 lbid,, p. 42.

4ARIAS, Martha; MARTINEZ, Alfredo y CANIZARES, Rosa. Produccién de biodiesel a partir de microalgas:
parametros del cultivo que afectan la produccion de lipidos. En: Acta Biolégica Colombiana [en linea], Enero
2013, No. 1. [citado en 2 de Enero de 2017]. Disponible en:
<http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=319028010004 >

5YU, X., CHEN, L., and ZHANG, W. (2015). Chemicals to enhance microalgal growth and accumulation of high-
value bioproducts. En: Frontiers in Microbiology. [citado el 2 de Enero de 2017]. p. 1-10. Disponible en:
http://doi.org/10.3389/fmicb.2015.00056.
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Figura 1. Proceso y aplicaciones de cultivos microalgales.
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1.2 CHLORELLA VULGARIS

Chlorella Vulgaris es un alga unicelular de color verde, de forma esférica. Su color
lo obtiene de los cloroplastos, que son las estructuras encargadas de realizar la
fotosintesis®. Pertenece a la divisién Chlorophyta y a la clase de las Chlorophyceae
en el cuadro 1 se puede observar la clasificacion. Se ha cultivado de forma intensiva
con fines de alimentacion y obtencion de metabolitos. El sistema por lote es el mas
utilizado a gran escala por su bajo riesgo de contaminacion y facil implementacion.’

6 “Microalgas como elementos de fitorremediacion,” biotecnologia; 2009. p. 1-11.
7T INFANTE, Cherlys, et al. Propagacion de la microalga chlorella sp. en cultivo por lote: cinética del crecimiento
celular. EN: Avances en Ciencias e Ingenieria. Cartagena. (Abril/Junio, 2012). p. 159.
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Cuadro 1. Caracteristicas del alga Chlorophyta y el tipo de compuesto de
almacenamiento.

Grupo Nombre | Morfologia | Pigmentos Reprgs_entante Material de Pared
tipico reserva celular
Algas . Clorofilas a Almidon; (a-
Chorophyta verdes Unicelar b Chamydomonas | 1,4-glucano), | Celulosa
y sacarosa

Sus ciclos de vida y necesidades nutricionales son simples; al ser unicelulares, la
energia se dirige a través de la fotosintesis al crecimiento y la reproduccién®; es un
organismo altamente eficiente en la fijacion del CO2 debido a su habilidad de crecer
en medios enriquecidos con altas concentraciones de COz, lo cual le da una gran
ventaja sobre otras especies del mismo género®.

1.3 MODOS DE CULTIVO SEGUN LA FUENTE DE ENERGIA

1.3.1 Cultivo autotrofico. En el cultivo autotréfico, las microalgas usan luz como
fuente de energia, y carbono inorganico como fuente de carbono como el COz,
produciendo energia por medio de la fotosintesis©.

Esta forma de cultivo es una de las mas usadas y prometedoras ya que las
microalgas absorben el CO:2 proveniente de los gases de combustién de las
industrias, obteniendo productos de valor agregado como biocombustibles,
biofertilizantes entre otros. Cuando el CO:2 es la fuente de carbono inorgéanico, la
microalga debe ser cultivada cerca de fabricas o fuentes de CO2 aumentando el
area de trabajo y por ende los costos.!!

8 RODRIGUEZ, Andrea; SERRANO, Luna y FIRSON Andrés; Efecto de la relacion Carbono/ Nitrégeno en la
productividad de Biomasa y Lipidos en cultivos de Chlorella Vulgaris Utex 1803. EN: Fotobiorreactores a escala
de laboratorio. Universidad Industrial de Santander. Ingenieria Quimica, 2012. p. 15.

9YUN, Ys, et al. Carbon dioxide fixation by algal cultivation using waste water nutrients. J. of Chem. EN: Technol.
Biotechnol. 1997.

10 JARAMILLO, Juan. Evaluacion tecno-econémica de la produccion de biocombustibles a partir de microalgas.
Universidad Nacional de Colombia. Manizales, Colombia. 2011. [citado el 10 de Enero de 2017]. Disponible en:
http://www.bdigital.unal.edu.co/6751/1/8110005.2012.pdf

1 ANTOLLI, P and LIU, Z. Bioreactors: Design, Properties, And Applications [e-book]. New York: Nova Science
Publishers, Inc; 2012. Available from: eBook Collection (EBSCOhost), Ipswich, MA. Citado en [Mayo 31, 2017].
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1.3.2 Cultivo heterotrofico. Los cultivos de crecimiento heterotréfico utilizan
moléculas organicas como fuente de energia. El medio de cultivo heterotréfico es
similar al cultivo autotréfico con la Unica excepcion de la adicion de fuente de
carbono inorganico en los autotroficos, el carbono organico en los heterotréficos se
asimila adecuadamente proporcionando una produccién de biomasa a gran escala;
en muchos casos el cultivo heterotrofico es mas econdmico, mas facil de construir
que el cultivo autotréfico ya que no necesita una fuente de luz constante y a que los
heterotroficos logran producir mayor volumen de biomasa e implementar fuentes de
carbono mas simple y economicas provenientes de diferentes industrias, pero
también tienen varias limitaciones como el numero limitado de especies de
microalgas que pueden crecer heterotréficamente, la contaminacion, la
competencia de las microalgas con otros microorganismos e inhibicion de
crecimiento por exceso de sustrato organico entre otros!?.

La principal fuente de carbono de los cultivos heterotroficos que se ha implementado
es la glucosa. Sin embargo, debido al alto costo de la glucosa, se ha investigado
diferentes fuentes de carbono organico en especial que sean residuos provenientes
de algun proceso industrial. El tipo de fuentes de carbono pueden afectar el
crecimiento de las microalgas. Los sistemas heterotroficos son mas adecuados para
generar altas densidades celulares de microalgas, aumentando la acumulacion de
lipidos en comparacién con los cultivos autotréficos!s.

Los estudios y las investigaciones se han basado en buscar sustratos organicos
mas econdmicos que puedan generar mayor crecimiento celular de las microalgas
segun la especie como es el hidrogenado de maiz el cual es comparado con la
glucosa que ha sido uno de los sustratos organicos mas implementados en los
cultivos heterotréficos, como se puede observar (Gréfico 1) el crecimiento celular de
la microalga Chlorella protothecoides es mayor y genera mejor rendimiento celular
cuando es alimentada con hidrolizado de maiz.'*

12 PEREZ, Octavio, et al. Heterotrophic cultures of microalgae: Metabolism and potential products. EN: Water
research. Estados unidos. Vol. 45, No. 36 (2011). p. 12-14.

13 ZHAN, Jiao; RONG, Junfeng and WANG, Qiang; Mixotrophic cultivation, a preferable microalgae cultivation
mode for biomass/bioenergy production, and bioremediation, advances and prospect. EN: Internation al journal
of hydrogen energy. China. Vol.13 (2016). p. 2-3.

14 XU, Han; MIAO, Xiaoling and WU, Qingyu. High quality biodiesel production from a microalga Chlorella
protothecoides by heterotrophic growth in fermenters. EN: Journal of Biotechnology. China. Vol. 126 (2006). p.
499-507.
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Grafico 1. Comparacion de la curva de crecimiento de Chlorella
heterotrofica entre glucosa y medio de maiz hidrogenado.
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Fuente: XU, Han; MIAO, Xiaoling and WU, Qingyu. High quality
biodiesel production from a microalga Chlorella protothecoides
by heterotrophic growth in fermenters. En: Journal of
Biotechnology. China. Vol. 126 (2006). p. 499-507.

1.3.3 Cultivo mixotréfico. En el cultivo mixotréfico, las microalgas se someten a
fotosintesis pero con compuestos organicos y CO2 como fuentes de carbono para
el crecimiento y el metabolismo; lo que significa que las microalgas pueden crecer
en condiciones autotréficas o heterotréficas, o las dos al mismo tiempo por lo cual
se les da el nombre de cultivo mixotrofico absorbiendo compuestos organicos y COa.
Muchas microalgas se adaptan satisfactoriamente a las condiciones mixotroficas,
por lo cual muchos cultivos no dependen directamente solo de la luz.*® El cultivo
mixotrofico puede acortar el periodo de crecimiento, aumentar el rendimiento de la
biomasa en comparacion de cultivos autotroficos y disminuir el costo de cultivos de
microalgas heterotréficas; también puede aumentar el contenido de lipidos, que es
la principal materia prima para la produccién de biodiesel a partir de microalgas.®

15 ANTOLLI, P; LIU, Z. Op. cit.

16 MINXI, W, et al. The effect of mixotrophy on microalgal growth, lipid content, and expression levels of three
pathway genes in Chlorella sorokiniana. EN: Applied Microbiology & Biotechnology [serial online]. August
2011;91(3):835-844. Available from: Academic Search Complete, Ipswich, MA. Citado en [Mayo 31, 2017].
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Cuadro 2. Metabolismo de asimilacién de carbono.

Condicion de Fuente de Densidad de
cultivo energia carbono
Autotroéfico Luz Bajo
Heterotrofico Organico Alto
Mixotrofico Luz y Orgénico Medio

En la actualidad se han desarrollado cultivos que incorporan residuos organicos
provenientes de diferentes industrias como la avicultura usando sustratos lixiviados
de gallinaza, en los cuales se reporta el aumento de la densidad celular con respecto
a los cultivos con fertilizante ALGAL de nitrato de sodio (NaNO3). Como se puede
observar (Grafico 2) se esta evaluando el crecimiento de dos especies de
microalgas en condiciones mixotréficas, en las cuales aumenta el crecimiento
celular en los cultivos con sustrato organico en comparacion con el cultivo llamado
control; en la microalga Chroomonas sp. la densidad celular mayor fue de 131,37
+13,66x10° cel mL* al 18% de concentracion de la fraccion soluble de gallinaza
(FSG) y de la microalga Chlorella sorokiniana fue de 228,64 +4,90x10° cel mL al
36% de concentracion FSG.Y’

17 ROSALES, N, et al. Gallinaza: un residual avicola como fuente alternativa de nutrientes para produccion de
biomasa microalgal. EN: Revista Colombiana de Biotecnologia. 2007. Vol 9. No.1. p. 41-48.
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Gréfico 2. Densidad celular en fase estacionaria de
Chroomonas sp. y Chlorella sorokiniana, crecidas a
diferentes concentraciones de fraccion soluble de
gallinaza (% FSG).
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Fuente: ROSALES, N, et al. Gallinaza:

un residual avicola como fuente alternativa de
nutrientes para la producciéon de biomasa
microalgal. EN: Revista Colombiana de
Biotecnologia. (2007). Volumen 9. No.1. p. 41-48.

Los residuos del ablandamiento del procesamiento de la soya es otro sustrato
organico implementado en las investigaciones para el crecimiento de la microalga
Chlorella vulgaris en condiciones mixotréficas, en el cual se puede evidenciar que
la microalga tiene mayor rendimiento en el crecimiento celular en el proceso con el
sustrato organico en comparacion del cultivo control en medio Bristol que permite
tener una idea del comportamiento de la microalga en cultivos mixotroficos (Grafico
3)_18

18 GOMEZ, Luna; ALVAREZ, Inaudis y RIVERO, Roger. Cultivo de Chlorella Vulgaris sobre residual de soja con
la aplicacion de un campo magnético. EN: Revista Colombiana de Biotecnologia. Vol 13. No. 2. 2011. p. 27-38.

29



Grafico 3. Cinética de cultivo de C. Vulgaris desarrollados
en medio Bristol (control) y residual de ablandamiento de soya.
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Fuente: GOMEZ, Luna; ALVAREZ, Inaudis y RIVERO, Roger. Cultivo
de Chlorella Vulgaris sobre residual de soja con la aplicacion de

un campo magnético. EN: Revista Colombiana de Biotecnologia.

Vol. 13. No. 2. (2011). p. 27-38.

Otros sustratos organicos estudiados han sido los amilaceos de yuca, papa, maiz 'y
achira, en el siguiente estudio se evaluaron estos sustratos sobre el crecimiento de
la microalga Graesiella emersonii en condiciones mixotroficas. Los experimentos
fueron desarrollados con almidones de 1% de cada uno de los sustratos; como se
puede observar (Grafico 4) el cultivo con sustrato de almidén de papa fue el de
mayor crecimiento con respecto a los otros almidones y al cultivo de control
autotrdéfico. El crecimiento celular del almidén de papa fue de 41,134x106 cel.mL,
yuca con 39,184x10° cel.mL%, control con 34,905x10° cel.mL! y arroz con 34,081
x108 cel.mL%; siendo mayor el del almidon de arroz convirtiéndose en un sustrato
prometedor para el cultivo de microalgas mixotréficas y demostrando que el
rendimiento es mas alto en comparacion de las condiciones autotréficas.*®

19 MALDONADO, Evelyn; MORALES, Ever y ROMERO, Pedro. Evaluacién de la capacidad mixotréfica de la

microalga Graesiella emersonii (Chorella emersonii) con sustratos amiladceos. ESPE. Universidad de las Fuerzas
Armadas. 2014.

30



Grafico 4. Curvas de crecimiento de Graesiella emersonii en
cultivos alimentados con almidén al 1% (flechas azules: alimentacion
del almidon).
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Fuente: MALDONADO, Evelyn; MORALES, Ever y ROMERO,
Pedro. Evaluacion de la capacidad mixotréfica de la microalga
Graesiella emersonii (Chorella emersonii) con sustratos amilaceos.
ESPE. Universidad de las Fuerzas Armadas. (2014).

1.4 CONDICIONES DE CULTIVO

En los cultivos de microalgas se deben tener en cuenta y controlar los parametros
gue afectan el crecimiento de los cultivos, sin embargo, dependen de la especie de
microalga que presentan sus caracteristicas especificas respecto a las condiciones
6ptimas de crecimiento.?®

1.4.1 Luz. Las microalgas como organismos fotosintéticos emplean espectros de
luz entre 350 y 700 nm es decir el espectro de la luz solar. El crecimiento de las
microalgas es condicionado por el espectro de la luz hasta un rango maximo en el
cual se inhibe el crecimiento y se puede afectar de manera insatisfactoria a la
microalga; el problema del control de la luz es que no se puede definir como un
anico parametro ya que depende de la Intensidad, su calidad espectral y la
necesidad de establecer un fotoperiodo?!. La intensidad luminosa influye
notablemente en la actividad fotosintética, el contenido de pigmentos y composicion
quimica de la microalga.??

20 MALGAS. Aplicaciones de las microalgas: estado de la técnica. Asturias: AST ingenieria S.L. 2013, p. 9.
2! |bid., p. 9-10.
22 ARIAS, Martha; MARTINEZ, Alfredo y CANIZARES, Rosa. Op. cit., p. 57.
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1.4.2 Temperatura. Las microalgas son capaces de crecer en un amplio rango de
temperatura, el cual depende de la microalga empleada para el cultivo, por ejemplo
para la microalga Chlorella vulgaris la temperatura favorable es entre 25°C y 30°C?3,
El cambio de la temperatura afecta la composicion de los lipidos, la velocidad de
crecimiento y en la composicion de los acidos grasos de la microalga.

1.4.3 Agitacion. La agitacion de los cultivos de microalgas es necesaria para evitar
la sedimentacion celular y para asegurar su exposicion uniforme a la luz y a los
nutrientes, ademas de que favorece el intercambio de gases entre el medio de
cultivo y el medio externo. Un mezclado inadecuado, reduce la productividad de
biomasa y puede ocurrir muerte celular y fermentacion del cultivo.?*

1.5 SISTEMAS DE PRODUCCION DE MICROALGAS

Para la produccion de microalgas existen principalmente dos disefio basicos:
cultivos cerrados donde el medio de cultivo tienen poco o ningun contacto con el
exterior son llamados fotobiorreactores o FBR y sistemas abiertos en donde el
cultivo esta en contacto con el medio ambiente que se pueden observar en la figura
2_25

Los sistemas abiertos fueron los primeros en emplearse en la produccion de
microalgas a gran escala, existen diferentes sistemas abiertos como aguas
superficiales naturales, estanques, lagunas y lagos, y estanques artificiales. Los
sistemas artificiales presentan diferentes disefios: inclinados o de capa fina,
circulares y de mayor tamafio como lo son los estanques de carrusel o canales
(raceway ponds). Los sistemas abiertos tienen la desventaja que es dificil de
mantener una sola especie de microalga, la facilidad de contaminacion biologica,
dificil control de temperatura y de agitacién uniforme.26

28 GUAUQUE, Catalina y ALCALA, Camilo. Evaluacion de la incidencia de la temperatura en la produccion de
lipidos obtenidos a partir de biomasa microalga a escala laboratorio. Trabajo de grado Ingeniero Quimico.
Bogota D.C. Fundacion Universidad de América. Facultad de Ingenieria. Departamento de Ingenieria Quimica,
2011, p. 46

24 ARIAS, Martha; MARTINEZ, Alfredo y CANIZARES, Rosa. Op. cit., p. 58.

25 HERNANDEZ, Alexis y LABBE, José. Microalgas, cultivo y beneficios. EN: Biologia marina y oceanografica.
Vol. 49, No. 2 (agost. 2014). p. 160.

26 MALGAS. Op. cit., p. 13-15.
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Figura 2. Sistemas de produccion. (A) Sistema abierto
y (B, C, D) sistema cerrado.

Fuente: HERNANDEZ, Alexis y LABBE, José. Microalgas,
cultivo y beneficios. EN: Biologia marina y oceanogréfica.
Vol. 49, No. 2 (agost. 2014). p. 161. Disponible en:
http://www.scielo.cl/pdf/revbiolmar/v49n2/art01.pdf

Los sistemas cerrados ayudan a reducir los problemas generados en los abiertos,
sSON un poco MAas costosos, permiten un importante control de parametros?’. Los
sistemas cerrados se encuentran en practicamente total aislamiento del exterior, por
tanto sin contacto con la atmosfera obteniendo un mayor control de las condiciones
de cultivos, y en general, una mayor rentabilidad. Los sistemas cerrados son
camaras de algas, fotobiorreactores siendo los mas estudiados y desarrollados
como los tubulares, de paredes planas, columna vertical e iluminados
interiormente.?®

1.6  TRATAMIENTO DE LA BIOMASA

En la produccién de microalgas el tratamiento que se le realiza a la biomasa es el
MAas costoso ya que representa entre el 20% y el 30% debido a la dificultad que
representa la separacion de la biomasa del medio de cultivo por el pequefio tamafio
de las microalgas; en la actualidad no existe un método de separacion universal. La

27 HERNANDEZ, Alexis y LABBE, José. Op. cit., p. 162.
28 MALGAS, Op., cit., p. 16-20.
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técnica de separacion depende de la especie de microalga, la densidad de cultivo,
el uso posterior y factores econémicos?°.

1.6.1 Sedimentacion. Este método funciona mediante la gravedad, aprovechando
la densidad del cultivo, tiene una desventaja y es el tiempo en el que se logra
separar el medio de cultivo de la microalga, para acelerar la sedimentacion se opera
en conjunto con el método de floculacion®°.

1.6.2 Floculacion. Consiste en adicionar cationes multivalentes o poliméricos
para neutralizar las cargas negativas facilitando su agregacion y acelerando el
método de sedimentacion3t.

1.6.3 Centrifugacion. Es el método mas extendido en la obtencion de productos
de alto valor agregado, aunque tiene un alto costo de valor energético y el peligro
de dafiar las células debido al esfuerzo cortante. Es un método rapido y que logra
grados de sequedad del 85%%2.

1.6.4 Filtracién. Es considerado el método mas competitivo en comparaciéon con
otros métodos de separacion ya que la separacion se logra por un gradiente de
presion para que el cultivo pase por un filtro, separando este en dos fases la
biomasa obtenida en el filtro y el medio liquido en un recipiente, la eficiencia de este
proceso resulta ser del 90% debido a la poca densidad que presentan los cultivos
algales®3.

1.6.5 Flotacién. Es un proceso de separacion por gravedad en el cual se agrega
burbujas de aire y gas a las particulas sélidas las cuales son llevadas a la superficie
del liquido. La flotacion es mas beneficiosa y efectiva que la sedimentacion aunque
es realmente factible cuando las especies flotan naturalmente3+.

Una vez separada la biomasa microalgal del medio de cultivo suele ser secada para
evitar descomposicion. Para la extraccién de lipidos, se debe encontrar el grado de
relacién entre la humedad y la rentabilidad del proceso final al que se llevaran®®.

29 MALGAS. Op. cit., p. 24.

30 L. Miguel y S. Berm, “Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso en la
produccién de biodiesel,” Universidad Nacional, 2012. p. 50.

31 MALGAS. Op. cit., p. 25.

32 |bid., p. 25.

33 |, Miguel y S. Berm. Op. cit., p. 51.

34 JARAMILLO, Juan. Evaluacion tecno-econémica de la produccion de biocombustibles a partir de microalgas.
Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de: Magister en Ingenieria Quimica. Manizales.
Universidad Nacional de Colombia Facultad de Ingenieria y Arquitectura, Maestria en Ingenieria-Ingenieria
Quimica, 2011. p. 22.

35 MALGAS. Op. cit., p. 25-26.
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1.7 CURVA DE CRECIMIENTO

La curva de crecimiento microbiano constituye en una de las herramientas mas
utilizadas por la ingenieria de alimentos y la biotecnologia. La curva de crecimiento
de cultivos batch o discontinuo tienen fases de crecimiento que se pueden observar
en la figura 33,

Figura 3. Curva de crecimiento de cultivo batch.
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Fuente: SALVUCCI, Emiliano. Crecimiento microbiano. 2010;
citado 20 de octubre del 2016. Disponible
en: https://esalvucci.wordpress.com/crecimiento-microbiano/.

Se pueden distinguir cuatro fases:

Fase logaritmica: es la etapa en que el microorganismo se adapta a las nuevas
condiciones para luego poder crecer en la siguiente etapa. La duracion de esta fase
es variable y en general es mayor cuando los cambios de condiciones son drasticas.

Fase exponencial: es la etapa donde el crecimiento es activo.

Fase estacionaria: es la etapa donde no hay aumento neto de microorganismos ya
que es directamente proporcional el crecimiento con la muerte de los
microorganismos.3’

Fase de muerte: es la etapa en donde ya no crecen mas microorganismos, si no
gue la cantidad de microorganismos muertos es cada vez mas grande.

36 ARIAS, Edison y LASTRA Jorge. Cinética del crecimiento. Espafia: El cid, 2009. p. 16-17.
37 ARIAS, Edison. Op. Cit., p. 16-17.
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1.8 LIPIDOS

Son un conjunto de sustancias muy diversas pero que tienen en comun ser solubles
en disolventes organicos (no polares). Las estructuras de estas biomoléculas
comprenden largas cadenas hidrocarbonadas, unidades de isopreno y grupos
funcionales diversos (oxigenados principalmente). En las microalgas los principales
componentes de la fraccion lipidica son triacilgliceroles, acidos grasos libres, ceras,
esteroles, hidrocarburos, glicolipidos (predominantes en membranas
cloroplasticas), fosfolipidos (abundantes en plasmalema y diversos sistemas
endomembranosos) y pigmentos (carotenoides, clorofilas, ficobilinas, etc.)3.

Los lipidos de las microalgas tienen un metabolismo similar al de las demés plantas,
principalmente en la biosintesis de triglicéridos y acidos grasos que ocurre en los
cloroplastos, también depende su produccién de la especie de microalgas y de las
condiciones del cultivo (Figura 4).

Figura 4. Contenido y produccion de lipidos segun la especie de microalga.

Contenido . P
Cultivo Especie de microalga lipidico Pr"dujh:ldad lipidica
(% peso seco) (mg L™ d7)
Botryococcussp. 250-750 -
Chlorelfaemersonni 25.0-63.0 103 =-50.0
Chiorellavulgaris 50-58.0 11.2-40.0
Agua Chiorellasp. 10.0-48.0 421
dulee Chlorococcumsp. 19.3 537
Scenedesmusobliguus 11.0-550 -
Scenedesmusquadricauda 19— 184 351
Scenedesmussp. 19.6-21.1 40.8-539
Dumaliella salina 60-250 116.0
Dunaliellasp. 17.5-67.0 335
Nannochlorissp. 2000-56.0 60.9-765
Agua Nannochloropsisoculata 27-297 B40-142.0
Marina Nannochloropsissp. 12.0-33.0 609-T76.5
Neochlorisoleoabundarns 29.0-650 90.0-134.0
Paviova salina 309 494
Spirulinaplatensis 4.0- 166 -

Fuente: MATA, T. M; CAETANO, N. S and MARTINS, A. 2010. Microalgae for
biodiesel production and other applications: A review. Renewable and Sustainable
Energy Reviews. Vol 14. p. 217-232.

38 HERNANDEZ, Adriana; VAZQUEZ, Rafael y SANCHEZ, Pilar. Biodiesel a Partir de Microalgas. En:
BioTecnologia [en linea]. Afio 2009, Vol. 13 No. 3 [citado el 12 de mayo de 2016]. Disponible en: <
http://mww.smbb.com.mx/revista/Revista_2009_3/Biodiesel.pdf >
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1.9 SUERO LACTEO

El suero lacteo o el lacto suero es el liquido resultante de la coagulacion de la leche
en la fabricacién del queso, después de la separacion de la caseina y de la grasa®®,
este representa alrededor del 90% de la leche que se usa para la fabricacion del
qgueso; es un desecho de la industria lactea ya que en Colombia no se le da un gran
uso a este liquido que contiene en su composicion principalmente lactosa, proteina
cruda, cenizas, grasa, acido lactico, agua. La fraccion proteica esta compuesta
por B lacto globulina, a lacto  albumina, inmunoglobulinas, proteasa peptona,
enzimas nativas, urea, creatina, acidos nucleicos y amoniaco. (Revilla, 1976)%.

A pesar de que el suero lacteo tiene un gran valor nutricional como se puede
observar en la tabla 1. gran parte de este es descartado, causando problemas en
rios y suelos como la infertilidad de suelos y la contaminacion de los acuiferos, esto
se debe a que hay mucho desconocimiento de sus propiedades y porque en
Colombia aun hay produccion a baja escala o artesanal en la que no se tiene
conciencia de la cantidad de materia organica que este contiene y el dafio que hace
en el medio ambiente; en Colombia se ha venido incorporando el suero lacteo en la
industria alimentaria pero a pocas concentraciones y se necesitan procesos
adicionales para cada aplicacion como alpina que usa el suero lacteo en polvo para
elaborar bebidas derivadas de lacteos.

Tabla 1. Composicion del suero lacteo.

Componente Observaciones

Corresponde al 95% de la lactosa de la leche, en una

Lactosa cantidad de (4,5 - 5,0 % p-v) 46,0 — 52,0 g/L en suero dulce.
. Corresponde alrededor del 25% de las proteinas contenidas
Proteina .
normalmente en la leche como caseina.
Globulina Corresponde al 10% del total de las proteinas.

Proteasas y Corresponde al 10% de las proteinas totales como albumina,
peptonas glicoproteinas, enzimas entre otras.

Lipidos Corresponde al 0,5% y 8% de la materia grasa de la leche.

39 REPUBLICA DE COLOMBIA. MINISTERIO DE SALUD. (1986). Resolucion 2310 referente a procesamiento,
composicion, requisitos, transporte y comercializacion de los Derivados Lacteos.

40 UNIVERSIDAD NACIONAL ABIERTA Y A DISTANCIA. Suero lacteo [en linea).
<http://datateca.unad.edu.co/contenidos/211613/Modulo_zip/leccin_35_suero_lIcteo.html > [citado en 12 de
mayo de 2016].
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Tabla 2. (Continuacion)

L Contiene tiamina, riboflavina, Acido ascoérbico, Acido nicético entre
Vitaminas
otras.
Minerales Corresponde del 8-10% del extracto seco, se encuentran como el
calcio, potasio, fosforo, sodio y magnesio.

FUENTE: POVEDA, Elpidia. Suero lacteo, generalidades y potencial uso como
fuente de calcio de alta biodisponibilidad.

Las principales aplicaciones del suero lacteo son la de alimento para animales o en
una transformacion para ser aprovechado industrialmente como concentracion,
secado, ultrafiltracion entre otros, que es lo que pone a dudar a las industrias en
implementarlo porque se requiere un aumento econémico al hacer estos procesos
para su aprovechamiento.

El suero lacteo se puede considera como un sustrato apto para implementarlo en la

produccién de microalgas, debido a su alto contenido de lactosa que representa el
95% de la leche usada para la produccion de queso.
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2. METODOLOGIA

La metodologia se desarrollé en cuatro etapas. En la primera etapa se realizé el
indculo, en la segunda etapa se desarrollo la mayor parte experimental en el cual
se vario la concentracion de suero lacteo.

El tercer paso fue la repeticion del ensayo con mayor produccion de biomasa en la
etapa dos en un volumen superior y posteriormente la extraccion de los lipidos por
medio del método Bligh & Dyer y el perfil lipidico por cromatografia de gases y
analizar la composicion de los lipidos obtenidos. Con base en los resultados
obtenidos fue posible calcular el rendimiento del proceso.

Los ensayos se realizaron en fotobiorreactores adaptados o recipientes de vidrio
(Figura 5), la agitacibn se implementé con bombas de acuario a través de
mangueras que permitian el paso del aire desde la bomba hasta el cultivo.

Los fotobiorreactores adaptados se dispusieron en una incubadora de poliestireno
expandido de 54 cm de ancho, 46 cm de alto, con aberturas en la cara frontal y en
la tapa superior; en la cual se puso una lamina de vidrio con medidas de 34 x 34
cm, permitiendo el ingreso de la luz y evitando el ingreso de polvo, o insectos en el
interior de la incubadora donde se encontraban los medios de cultivo (Figura 6).

Figura 5. Fotobiorreactores adaptados.

Agitacion

Desgasificacion

¥7 .24 Recipiente de vidrio

Fuente: FAO.org. La produccién de alimento vivo y su importancia
en acuacultura. Citado el 30 de Julio del 2017. Disponible en:
http://www.fao.org/docrep/field/003/ab473s/AB473S02.htm.
Modificado por el autor.
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Se adiciono medio de cultivo en cantidades de 50 mL cada tres dias para garantizar
el crecimiento de las microalgas con los nutrientes necesarios y evitar que el
volumen del medio disminuyera.

Figura 6. Plano incubadora y esquema montaje de los cultivos.
Entradas
de aire

4

54cm - FBRs adaptados

34cm

Fuente de luz ¢

Aberturas para paso de luz

2.1 PRIMERA ETAPA

Se generaron condiciones para el crecimiento de las microalgas como luz, nutientes
y agitacion segun el esquema planteado (Figura 6).

2.1.1 Condiciones de cultivo.

2.1.1.1 Nutrientes. Los nutrientes necesarios para el crecimiento de las micoalgas
son aportados diluyendo fertilizante foliar (foliagro) en una proporcién de 0,2% V/V
en agua destilada*! (Anexo A).

Adicionalmente, se considerd el enriguecimiento del medio de cultivo con suero
lacteo que es el sustrato evaluado en la produccion de biomasa.

2.1.1.2 Fuente de luz y fotoperiodo. Se utilizé luz amarilla que se suministré por
medio de un bombillo de luz incandescente de 40 W de potencia (Figura 6).

Se definié el fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad*’. Estos
intervalos de luz-oscuridad se controlaron con un temporizador analogo marca
Completel (T 100).

41 CRUZ, Angel y PIMIENTA, Wendy. “Evaluacién de la incidencia del nitrégeno en el medio de cultivo bold
basal para la produccion de biomasa de la microalga Chlorella Vulgaris en un fotobiorreactor, para la obtencion
de acidos grasos,” Fundacion universidad américa, 2012.

42 CRUZ y PIMIENTA. Op. cit., p. 64.
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2.1.1.3 Agitacién. Se emplearon bombas de acuario de dos salidas, cada una con
un caudal de 4 L / min, 220V/210V y 5 W de marca Shark (RS-610). La entrada de
aire a los cultivos se dio por medio de mangueras de silicona con 4 mm de diametro
(Figura 5)*3. Se empled una bomba por cada dos fotobiorreactores adaptados.

2.1.2 Esterilizacion de los materiales y del medio de cultivo. La esterilizacion se
llevo a cabo inicialmente en una autoclave Panasonic (MLS-3781 L) en el laboratorio
de biotecnologia de la Universidad Nacional sede Bogota, a una temperatura de
120°C y un tiempo de 20 min, posteriormente se realizaron esterilizaciones solo del
medio de cultivo por calor seco en una estufa de secado Nabertherm (TR 120) a
120°C por 20 min en la Fundacion Universidad de América.

2.1.3 Preparaciéon inicial de biomasa. La microalga Chlorella vulgaris fue
suministrada por el grupo de investigacion de la Fundacion Universidad de América,
Biotecfua; Inicialmente fue entregada en medio liquido en un recipiente de vidrio de
800 mL, que se mantuvo con luz solar, a temperatura ambiente y agitacion manual.
Posteriormente se adapto6 la microalga a las condiciones de cultivo generadas en
cuatro fotobiorreactores adaptados de 1 L con 250 mL de medio de cultivo, y 25 mL
de microalga que se mantuvo en la incubadora (Figura 7). Se adicion6 medio de
cultivo al cultivo en cantidades de 50 mL.

43 BENAVENTE, J. R.; et al. Tecnologia de cultivo de microalgas en fotobiorreactores. En: AQM [en linea]. Afio
2012, Vol 4 No. 7 [citado e 30 de mayo de 2017]. Disponible en: <
http://www.posgradoeinvestigacion.uadec.mx/AQM/No0.%207/4.html >
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Figura 7. FBRs adaptados con cultivo inicial en la incubadora.
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2.1.4 Obtencién del suero lacteo. EIl suero lacteo se obtuvo por preparacion

propia, asi se pudo garantizar su frescura y la menor contaminacién por malas
practicas de manipulacion. El suero lacteo se obtiene en el desuerado y lavado de
la cuajada en el proceso de produccion de queso (Anexo B). La leche utilizada en
el proceso fue del mismo dia de ordefio con maximo 3 horas y manteniendo la

cadena de frio por medio de la refrigeracion a 3°C hasta su coccion para la
preparacion del queso.

2.1.5 Medios de cultivo enriquecido y preparaciéon del in6culo. EIl indculo

consistio en incorporar un volumen de microalgas preparadas inicialmente al medio
de cultivo enriquecido con suero lacteo.

Para garantizar la misma concentracion celular inicial del in6culo se seleccioné de

un solo cultivo cuyas caracteristicas cualitativas indicaron una mejor adaptacion a
las condiciones generadas.

El in6culo se llevé a un volumen de 250 mL de microalga y 150 mL de suero lacteo,
para un volumen total de 400 mL.
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2.2 SEGUNDA ETAPA

2.2.1 Pre-experimentacion con las diferentes proporciones del medio de
cultivo, suero lacteo y agua destilada. EIl pre-experimento consistié en cultivar
concentraciones iguales de in6culo en 12 proporciones diferentes de medio de
cultivo, suero lacteo y agua destilada. Estas proporciones definieron 13 ensayos en
3 tratamientos (Figura 8).

Dado que no se tenia la certeza de las proporciones adecuadas de medio de cultivo,
suero y agua destilada para la producciéon de biomasa, se definieron tratamientos
con diferentes proporciones de estos componentes.

Para definir las proporciones adecuadas de los componentes del medio enriquecido,
se seleccion6 la de mayor crecimiento celular lo que permitié adicionalmente
descartar los ensayos en los que no hubo un crecimiento celular adecuado y enfocar
cada ensayo hasta obtener la proporcion en la que se evidencido el mayor
crecimiento celular (Tabla 2). Los tratamientos dos y tres son consecuencia del
resultado del tratamiento inmediatamente anterior.

Tabla 3. Volumenes de los ensayos.

Medio Agua

Tratamiento  Ensayo 0029 deculivo destiada |, SU'O
(mL) (mL) (mL) acteo (mL)
1 100 0 0 500
2 100 100 0 100
1 3 100 50 0 150
4 100 150 0 50
5 100 134 0 66
i 100 150 0 50
2 100 150 10 40
2 3 100 150 20 30
4 100 150 30 20
5 100 150 40 10
1" 100 150 20 40
3 2" 100 150 20 30
3" 100 150 20 20

Los volumenes de trabajo fueron aproximadamente de 300 mL manteniendo en
todos los cultivos el volumen de microalga constante de 100 mL.
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Figura 8. Esquema secuencia de enfoque en cada tratamiento para la seleccion del
ensayo con mayor concentracion celular final. 4: Ensayo con mayor concentracion
celular final del tratamiento uno. 3": Ensayo con mayor concentracion celular final
del tratamiento dos. 2”: Ensayo con mayor concentracion celular final del tratamiento
tres.

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

N Microalga DMedio de cultivo (Foliagro) D Suero lacteo [ Agua destilada

2.2.2 Definicion de los tratamientos pre-experimentales. En el primer
tratamiento los cultivos se enriquecieron con suero sin diluir, por lo cual los cultivos
no tenian volimenes de agua destilada; de este ensayo se selecciono la proporcion
de 100 mL de microalga, 150 mL de medio de cultivo y 50 mL de suero lacteo (Tabla
2).
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El segundo tuvo como punto de partida la proporcion seleccionada del ensayo uno
en el cual se mantuvo constante el volumen del medio de cultivo, ademas del de
microalga. Se llevaron a cabo diferentes proporciones en porcentaje volumen-
volumen (% V/V) entre suero lacteo y agua destilada, lo que permitié definir cuatro
diluciones que fueron 80%, 60%, 40% y 20% (Tabla 2).

En el tercer tratamiento el volumen base considerado fue de 100 mL de microalga,
150 mL de medio de cultivo, 30 mL de suero lacteo, y 20 mL de agua destilada. En
este ensayo se mantuvo constante el volumen de agua destilada adicionalmente del
volumen de medio de cultivo y microalga, variando solamente el volumen de suero
lacteo a un volumen mayor y a un volumen menor (Tabla 2).

2.2.3 Seguimiento al cultivo y cuantificacion celular. El conteo celular se realizé
diariamente entre 10 y 30 dias de acuerdo a los patrones de crecimiento
observados. Se realiz6 por medio de microscopio de marca OPTIKA ITALY B-150
con lente de 10X y con la ayuda de la cAmara de Neubauer (Anexo C), contando 5
cuadrantes de 25y en zigzag por la alta concentracion celular.

Se obtiene la cantidad de concentracion celular por medio de la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Concentracion celular en la Camara de Neubauer

Numero de celulas x 10000
Numero de cuadrantes X Dilucion

Concentracion (celulas/mL) =

2.2.4 Curvas de crecimiento. Las curvas de crecimiento se construyeron a partir
del dato obtenido para la concentracion de células/mL (Ecuacion 1). El conteo se
realizd por triplicado y el dato correspondiente a la concentracion celular en el
tiempo (dia) se definié a partir del promedio obtenido para el conteo mencionado
(Anexo D).

Se grafico el tiempo de crecimiento de los cultivos en dias versus la concentracion
celular en unidades de células/mL.

44 BASTIDAS, Oscar. Conteo Celular Con Hematocitémetro: Uso Elemental Del Hematocitémetro. [Consultado
el 31 de Enero de 2017]. Disponible en: http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-
Neubauer.pdf
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2.2.5 Cultivo con mayor produccion de biomasa. Para definir el tratamiento bajo
el cual se presenté una mayor concentracion final de biomasa, se analizaron los
datos obtenidos del tratamiento tres dado que este tratamiento permitié colectar
datos referentes a la variacion del suero lacteo y asi mismo este tratamiento fue el
producto de haber realizado una seleccion de las condiciones de los tratamientos
uno y dos.

Este andlisis se llevd a cabo por medio de ANOVA de un factor.

Se representa por medio de los siguientes grupos ecuaciones para un disefo
balanceado:

SCT = ¥, X0, Yij? - YTZ (Ecuacion 2)
SCErg = X1 X7, Yij* — YTZ (Ecuacion 3)
SCT = SCErg + SCDgg (Ecuacion 4)
Yi.= Y7, Yij (Ecuacion 5)

Y..= XK, ¥}, Yij (Ecuacion 6)
Y..= YK, Yi. (Ecuacion 7)

N = n x K (Ecuacion 8)

CMEqg = Szi‘? (Ecuacién 9)
CMDgp = Sslj’;’{‘? (Ecuacion 10)

CMT = 2= (Ecuacién 11)

_ CMETR
"~ CMDgr

F

(Ecuacién 12)

45 MINITAB. (2017). (Qué es ANOVA? - Support.minitab.com. [Consultado el 21 de Mayo de 2017]. Disponible
en: http://support.minitab.com/es-mx/minitab/17/topic-library/modeling-statistics/anova/basics/what-is-anova/.
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Tabla 4. Estructura tabla ANOVA.

Fuentes Sumas de Grados de Cuadrados
Variacion cuadrados libertad medios
Entre
tratamientos SCETr K-1 CMETr
Dentro de =
tratamientos SCDer N-K CMDer
(erros residual)
Total SCT N-1 CMT

2.3 TERCERA ETAPA

Se denomind desarrollo experimental a la produccién de microalgas segun los
resultados obtenidos del crecimiento celular, bajo las condiciones planteadas en la
segunda etapa; es decir se seleccion6 un Unico ensayo (de la seccion 2.2) y se
repitié en idénticas condiciones modificando el volumen total de trabajo.

2.3.1 Desarrollo experimental. La experimentacion consistio en repetir el ensayo
bajo el cual se obtuvo una mayor concentracion de biomasa final en un volumen
mayor conservando las proporciones del ensayo microalga, medio de cultivo, suero
lacteo y agua destilada. Para alcanzar un volumen de 3 L con tres repeticiones se
desarrollo un proceso gradual de aumento de los volumenes.

Se llevaron a cabo tres cultivos inicialmente con volimenes de 1000 mL divididos
en 332 mL del cultivo microalgal seleccionado en el pre-experimento, 500 mL de
medio de cultivo, 100 mL de suero lacteo y 68 mL de agua destilada.

El cultivo se dej6 adaptando 6 dias ya que se evidencié por medio de la pre-
experimentaciéon que era el tiempo promedio de adaptacion de la microalga.
Posteriormente se llevaron a volimenes mayores de 3 L, que se realizaron en tres
fotobiorreactores adaptados de 4 L cada uno con dimensiones de 26 cm de alto, 16
cm de ancho en la base y 10 cm de ancho en la boca de vidrio.

Las condiciones de cultivo generadas (luz y agitacién) para cada uno de los ensayos
fueron iguales para el pre-experimento y para el experimento para lo cual se
emplearon los mismos elementos en ambos casos (Figura 6).

Los cultivos de la fase tres o experimental tenian 998 mL del cultivo microalgal en
crecimiento, 1500 mL de medio de cultivo, 300 mL de suero lacteo y 202 mL de
agua destilada.
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2.3.2 Cultivo control. Se realizé un medio de cultivo de 3,8 L que se componia de
medio de cultivo y microalga siendo un blanco de comparacién con respecto al
experimento realizado.

2.3.3 Cuantificacion de la biomasa. La cuantificacion de la biomasa se realizo
diariamente durante 20 dias, por medio de los respectivos conteos celulares para
cada cultivo y con los datos obtenidos se procedié a realizar las curvas de
crecimiento (Ecuacion 1).

2.4 CUARTA ETAPA

En esta etapa se prepara la biomasa para posteriormente obtener los lipidos y su
cuantificacion.

2.4.1 Separacion inicial y secado de labiomasa. La biomasa microalgal obtenida
en la fase experimental se separoé retirando el medio de cultivo liquido en el que se
mantenia suspendida la biomasa“.

Se realiz6 por centrifugacion en una centrifuga Baby | 206 en 12 tubos de 14 mL
cada uno a 3200 RPM por 5 minutos; el sobrenadante se separ6 con pipetas de 10
mL y se recolecto el pellet obtenido.

El proceso de secado consisti6 en depositar el pellet o biomasa recolectada en
capsulas de porcelana y en moldes desechables de aluminio de 13 cm de largo,
10,5 cm de ancho y 4,3 cm de alto (Figura 9); la biomasa se sec6 a 40 °C en una
estufa de secado Nabertherm (TR 120) por 18 horas las de los moldes de aluminio
y las c4psulas hasta 32 horas por la cantidad de biomasa agregada.

4 Introduccion a los procesos biotecnolégicos: Separacion y purificacion en Biotecnologia (Downstream
processing). 2017. Citado el 26 de julio de 2017. Disponible en:
http://bioprocesos.ung.edu.ar/Bioseparaciones%20Teoria.pdf
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Figura 9. Moldes desechables de aluminio.

13cm

2.4.2 Peso seco, rendimiento humedo y productividad volumétrica. La
cuantificacion de biomasa seca se realizé por medio del peso por unidad de volumen
de cultivo, totalizando el peso de la biomasa por el volumen de cultivo de la fase
experimental.

El peso seco de la biomasa da la cantidad de biomasa producida por volumen de
cultivo producido por medio de la ecuacion 13.

Peso de biomasa seca

Peso seco (g/mL) = (Ecuacion 13)

Volumen de la muestra

El peso seco del cultivo con sustrato de suero lacteo se comparo con el peso seco
de un cultivo producido en las condiciones normales.

El rendimiento humedo y la productividad volumétrica se determinaron con las
ecuaciones 14y 15.

Ecuacion 14. Rendimiento biomasa hiumeda.

g) _ Biomasa humeda obtenida

Rendimiento hamedo (—

L Volumen del medio

Ecuacion 15. Productividad volumétrica.

g ) Gramos de biomasa seca obtenida

Productividad (d <L) =

Dias X Volumen
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2.4.3 Extraccion y cuantificacion de lipidos. La extraccidon y cuantificacion de
lipidos se realizé en el laboratorio de toxicologia de la Universidad Nacional. La
extraccion de lipidos se llevd a cabo por el método de Bligh & Dyer*. La
cuantificacion de lipidos se realizé por medio de la cromatografia de gases*.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 CRECIMIENTO CELULAR DEL INOCULO

El seguimiento cualitativo del in6culo (2.1.5), es decir, el viraje de color de verde
claro a verde oscuro, se dio en un periodo de tiempo de 10 dias sugiriendo una
adaptacién de la microalga al medio de cultivo enriquecido (Figura 10).

Figura 10. Cambio de coloracion del indculo. A: Cultivo microalgal
mas el medio enriquecido en el dia 1. B: Cultivo microalgal mas el
medio enriquecido en el dia 10.

3.2 CRECIMIENTO CELULAR DE LOS PRE-EXPERIMENTOS

Las curvas de crecimiento del tratamiento uno (Grafico 5) sugieren que el
crecimiento de la microalga Chlorella Vulgaris en el medio de cultivo enriquecido
con suero lacteo (2.2.2) presenta las fases de adaptacion y crecimiento exponencial.
No fue posible determinar la fase estacionaria por cuestiones de tiempo.

El ensayo nimero cuatro (2.2.1) con volimenes de 100 mL de microalga, 150 mL
de medio de cultivo y 50 mL de suero lacteo presentd una concentracion celular final
de 7,90x10° (células/mL) en el dia 10 a diferencia de los ensayos uno, dos, tres y
cinco cuyas concentraciones celulares finales fueron de 5,22x10° (células/mL),
2,20x10° (células/mL), 3,08x10° (células/mL) y 3,16x10° (células/mL)
respectivamente. El tiempo de adaptacién del ensayo cuatro fue dos dias menor

47 GONZALEZ, Angel; KAFAROV, Viatcheslav y GUZMAN, Alexander. Desarrollo de métodos de extraccion de
aceite en la cadena de produccién de biodiesel a partir de microalgas. Universidad Industrial de Santander.
2009; Vol. 7; No. 2. p. 53-60.

48 (OZORES, Marta. Cromatografia de gases. Laboratorio técnicas instrumentales. [En linea]
<http://laboratoriotecnicasinstrumentales.es/analisis-qumicos/cromatografa-de-gases>. [Citado el 12 de Mayo
de 2017].

51



que los ensayos uno, dos, tres y cinco, ya que la fase exponencial inici6é en el quinto
dia, mientras que los demas ensayos iniciaron en el dia seis o siete.

Lo anterior mencionado sugiere que la cantidad de medio de cultivo usado en el
ensayo cuatro, que es mayor, permite que la microalga se adapte con mayor rapidez
y eficiencia al suero lacteo y la microalga pueda asi mismo, competir favorablemente
con las bacterias inicialmente presentes en el suero.

En los ensayos dos, tres y cinco del tratamiento uno, no se realizaron conteos
celulares desde el octavo dia. Estos cultivos presentaron cambios en sus
caracteristicas cualitativas como color y olor, sugiriendo que se present6
contaminacion de los mismos, dado que el proceso de produccion de biomasa
microalgal con medio de cultivo enriquecido con suero lacteo implicé trabajar con
cultivos no axénicos.

El ensayo uno del tratamiento dos se repitidé del ensayo anteriormente seleccionado
pero el medio de cultivo enriquecido tuvo un proceso de esterilizacion, el cual, tiene
efectos negativos en el cultivo microalgal como mayor produccién de espuma y de
solidos.

Gréfico 5. Curva de crecimiento tratamiento uno.
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Las curvas de crecimiento del tratamiento dos (Grafico 6) muestran que el ensayo
con mayor concentracion celular final fue el numero tres con volimenes de 100 mL
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de in6culo, 150 mL de medio de cultivo, 30 mL de suero lacteo y 20 mL de agua
destilada; lo cual sugiere que la dilucion del suero lacteo en una proporcion de
60%V/V es adecuada para permitir la produccion de biomasa considerando
adicionalmente el volumen inicial del in6culo y el volumen del medio de cultivo. Las
concentraciones celulares finales fueron de 2,49x10° (células/mL), 2,22x10°
(células/mL), 6,31x10° (células/mL), 2,18x10° (células/mL) y 1,91x10° (células/mL)
de los ensayos uno, dos, tres, cuatro y cinco respectivamente.

Grafico 6. Curva de crecimiento tratamiento dos.
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En el tratamiento tres, los volimenes y las proporciones consideradas para los
componentes del medio enriquecido con suero lacteo, utilizados para el crecimiento
de las microalgas se basaron en el ensayo de mayor concentracion celular final de
células microalgales que se generé en el tratamiento dos que fue el ensayo tres con
volumenes de 100 mL de in6culo, 150 mL de medio de cultivo, 30 mL de suero
lacteo y 20 mL de agua destilada.

En este ensayo se evalué solamente la influencia del suero lacteo ya que se
mantuvieron el resto de componentes constantes. Los volimenes de suero lacteo
para el tratamiento tres fueron 20 mL, 30 mL y 40 mL.
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La microalga Chlorella Vulgaris presenté una concentracion final de células/mL
mayor en el ensayo dos (Grafico 7) con volumenes de 100 mL de in6culo, 150 mL
de medio de cultivo, 30 mL de suero lacteo y 20 mL de agua destilada con una
concentracion celular maxima final de 6,31 x 10° (células/mL).

Grafico 7. Curva de crecimiento Tratamiento tres.
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Los ensayos del pre-experimento tienen como factor comdn una fase de adaptacion
que se encuentra entre los 4 y 6 dias como se puede evidenciar en las curvas de
crecimiento. Este factor comun podria deberse a la composicion compleja del
sustrato ya que el suero lacteo contiene una cantidad significativa de proteinas,
lipidos, azucares y otros compuestos que exigen que la microalga pueda asimilar
uno o varios componentes de este sustrato como fuente de carbono ya que los
demas nutrientes fueron incorporados en el fertilizante foliar (Foliagro).

Adicionalmente la densidad y viscosidad del suero lacteo puede afectar la
disponibilidad de la luz para los cultivos dificultando el proceso fotosintético de
éstos*.

49 ARIAS y MARTINEZ. Op. cit., p. 43-65.
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3.3 CULTIVO CON MAYOR PRODUCCION DE BIOMASA

Para determinar si se presentaron diferencias significativas en las concentraciones
finales de microalgas en los diferentes ensayos del tratamiento tres, se desarrolld
un analisis de varianza (ANOVA). La variable independiente se defini6 como el
volumen de suero lacteo en el tratamiento 3 y como variable dependiente la
concentracion celular final.

Tabla 5. Resultados tabla ANOVA de un factor.

Fuentes Sumas de Grados de Cuadrados

o : ; F

variacion cuadrados libertad medios

Entre 1,23E+13 2 6,15E+12
tratamientos

Dentro de 4,64

. 3,57E+13 27 1,32E+12
tratamientos

Total 4,80E+13 29 1,66E+12

Ho: No hay diferencia significativa en las concentraciones celulares entre los
ensayos.

Hi: Hay diferencia significativa en las concentraciones celulares entre los ensayos.

El F critico con un nivel de significancia de 0,05 es de 3,35 por lo cual la hipétesis
Ho se rechaza ya que hay diferencia significativa en las concentraciones celulares
finales de los tres ensayos del tratamiento tres, debido a que el F es mayor que el
F critico.

3.4 CUANTIFICACION DE LA BIOMASA DEL EXPERIMENTO

. ) . 2 1 2 o :
El experimento se desarrollé con las relaciones de 3 1: P de inoculo, medio de

cultivo, suero lacteo y agua destilada respectivamente. Esta proporcion se
consider6 dado que fue el ensayo que mostré una mayor concentracion celular final
con volumenes de 100 mL de inéculo, 150 mL de medio de cultivo, 30 mL de suero
lacteo y 20 mL de agua destilada, en una proporcion de 60%V/V de suero lacteo en
agua destilada.

Con el objeto de definir el tiempo en el que se observaba la fase estacionaria del
cultivo, se realizaron conteos durante 20 dias.

El ensayo mostré en sus tres repeticiones que tuvo cinco dias de adaptacion y a

partir de este dia su crecimiento fue exponencial. La concentracion final de biomasa

del experimento, 1,11x108 (células/mL), fue mayor que la del ensayo cuatro del

tratamiento uno: 7,90x10° (células/mL); y menor en comparacion con el ensayo tres
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en el tratamiento dos: 6,31x10° (células/mL). Esto se puede deber al tiempo de
seguimiento del experimento y a los volimenes mayores del experimento que fue
mayor en comparacion con los pre-experimentos.

Grafico 8. Comparacion curvas de crecimiento del experimento y del cultivo
control.
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La concentracién celular maxima del cultivo (Gréfico 8) con adicién de suero lacteo
es de 1,11 x 10° (células/mL) en comparacién con la concentracion celular maxima
del cultivo control de 6,88 x 10° (células/mL) siendo 4,22 x 10° (células/mL) menor
gue el experimento.

El suero lacteo permitié un mayor crecimiento de la microalga Chlorella Vulgaris en
algunas proporciones de los componentes del cultivo enriquecido a diferencia de
otras. Se evidencio por medio de las curvas de crecimiento que no todos los cultivos
tuvieron el mismo comportamiento y que a volumenes mayores de cultivo la
microalga necesita mas tiempo para adaptarse y para mostrar una fase exponencial.

El proceso realizado en esta investigacion llegé a la proporcion adecuada entre las
evaluadas para el crecimiento de la microalga registrando la mayor concentracion
celular. En proximas investigaciones se debe optimizar el proceso, por lo cual se
sugiere un tratamiento previo al suero lacteo como la centrifugacion para eliminar la
mayor parte de impurezas o un secado del suero para evitar la proliferacion
bacteriana, generando un cultivo mas limpio®°. En el presente trabajo se observo

50 CONOCIMIENTOSWEB.NET. Centrifugacion de la leche; cursos gratis. Citado el 09 de agosto del 2017.
Disponible en: http://www.conocimientosweb.net/dcmt/fichal9372.html.
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que la esterilizacion del medio de cultivo por autoclavado genera efectos negativos
en el cultivo.

Manjarrés y Mufioz®! usaron glicerol como una fuente organica de carbono para
enriquecer el medio de cultivo. Se reportdé una concentracion celular maxima de
2,35x107 (células/mL), en 12 dias de observacion pero en un tiempo menor al del
presente trabajo. No fue posible llevar a cabo los cultivos con glicerol industrial por
las condiciones fisicoquimicas de este, por lo cual fue necesario adquirir
comercialmente un glicerol de calidad 6ptima lo que aument6 los gastos del
proyecto; el suero lacteo fue preparado, pero con un costo de dos mil pesos ($2.000)
por litro y medio de sustrato producido lo que indicaria desde el punto de vista
econdémico que es un sustrato adecuado para enriguecer el medio de cultivo para la
produccion de biomasa. Por cuestiones logisticas no fue posible en este trabajo
evaluar suero lacteo proveniente de procesos industriales por lo cual podria llevarse
a cabo en investigaciones posteriores.

3.5 CONCENTRACION DE BIOMASA

La separacion inicial de biomasa se logré por centrifugacién de 6,2 L de los 9 L
desarrollados en la experimentacion (2.3.1), debido a las condiciones cualitativas
de uno de los ensayos siendo contraproducentes como el color amarillento y olor de
la fermentacion, lo cual indicaba la contaminacion del cultivo.

El sobrenadante recolectado del proceso de centrifugacion se desechd
conservando el pellet en recipientes de vidrio (Figura 11).

51 MANJARRES, C.; MUNOZ, L., y LACHE, A. (2015, junio). Efecto del glicerol como fuente de carbono adicional
en la obtencién de biomasa y acidos grasos en cultivos Chlorella Vulgaris en un foto-biorreactor de panel plano
a escala de laboratorio. Universidad de América.

57



Figura 11. Concentracion de biomasa.

Ve

La cantidad de biomasa humeda obtenida fue de 437,91 g la cual se dividié en un
recipiente de vidrio de 250 mL y dos de 100 mL (Tabla 5).

Tabla 6. Biomasa himeda obtenida.

Recipiente 1 2 3
Cantidad
Peso recipiente 139,87 75,42 70,69
vacio (g)
Peso recipiente 369,06 184,76 170,07
con biomasa (g)
Biomasa humeda 229,19 109,34 99,38
(9)

3.6 CUANTIFICACION DE BIOMASA SECA

Después de obtener la biomasa hiumeda se prosiguié a secarla, obteniendo las
cantidades (Tabla 6) de los diferentes moldes de aluminio y de las capsulas de
porcelana (Figura 12).
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Tabla 7. Cantidades de biomasa.

W/Molde Molde Molde Molde Molde Céapsula Capsula
. 1 2 3 4 5 1 2
antidad

Vacio (9) 6,40 6,45 6,40 6,45 6,52 52,26 52,07
Biomasa

hiumeda + 66,02 48,75 114,52 63,35 46,85 108,39 115,68
recipiente (g)

h5'°masa 50,62 42,3 108,12 56,9 40,33 56,13 63,61
Umeda (Q)

Biomasa

seca + 7,66 7,33 8,67 7,99 7,60 53,38 53,37
recipiente (g)

SlEMERE 1,26 088 227 154 1,08 1,12 1,3
seca (g)

La cantidad de biomasa seca en total fue de 9,42 g de 6,2 L del cultivo microalgal,
de los cuales se recupero 6,58 g de biomasa seca de los moldes y cpsulas. La
diferencia entre el total de biomasa seca y recuperada se debié a que parte de la
biomasa quedo adherida a las capsulas. La biomasa seca de las capsulas se

desechd ya que emanaba olor fuerte de fermentacion.

Figura 12. Moldes con biomasa seca y biomasa seca recuperada. Cépsula de
porcelana con biomasa seca, molde de aluminio con biomasa seca y biomasa seca

recuperada.
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3.7 PESO SECO DEL CULTIVO ENRIQUECIDO

El peso seco (Ecuacion 13) del cultivo enriquecido con suero lacteo después del
proceso de secado y recuperacion de biomasa seca fue de 1,52 x 1073 g/mL.

9,42
Peso seco (g/mL) = 2300~ 1,52 x 1073 g/mL

3.8 COMPARACION DEL CULTIVO CONTROL VS MEDIO ENRIQUECIDO

Se obtuvo del cultivo control 56,63 g de biomasa hiumeda concentrada, 2,85 g de
biomasa seca y peso seco de 7,5 X 10™* g/mlL, por lo cual se puede evidenciar
gue se obtuvo mayor rendimiento de biomasa seca del cultivo enriquecido con suero
lacteo en comparacién con el medio de cultivo con una diferencia de 7,7 X
10~* g/mL.

El rendimiento humedo (Ecuacion 14) y la productividad volumétrica (Ecuacion 15)
se presentan en la tabla 7.

o ) ) 437,91
Rendimiento himedo experimento (Z) = 3 = 70,63
Ecuacion 15. Productividad volumétrica.
Productividad ; t( )— 942 _ 006
roductividad experimento dxLl)” 20x62 "

Tabla 8. Rendimiento humedo y productividad volumétrica.

Cultivo control  Experimento

Biomasa humeda total () 56,63 437,91
Biomasa seca total (Q) 2,85 9,42
Volumen (L) 3,8 6,2
Dias 15 20
Rendimiento (bg;/oLTasa hameda 14.90 70.63
Productividad volumétrica (g/d*L) 0,05 0,076

El rendimiento de biomasa humeda es mayor en el medio de cultivo con suero lacteo
con 70,63 g/L en comparacién con el cultivo control con 14,90 g/L, demostrando que
el enriquecimiento del cultivo con suero lacteo es viable para la produccion de
biomasa humeda.
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De igual manera la productividad volumétrica es mayor en el cultivo enriquecido con
suero lacteo con 0,076 g/d*L en comparacion con el cultivo control con 0,05 g/d*L y
Manjarrés y Mufioz®? reportaron un rendimiento de biomasa hiimeda de 0,016 g/d*L
en el cultivo enriquecido con glicerol siendo también menor que el cultivo
enriquecido con suero lacteo (Grafico 9).

Gréfico 9. Comparacion de la productividad volumétrica.
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3.9 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LIPIDOS

Una vez la biomasa seca fue recuperada, se llevo al laboratorio de toxicologia de
medicina veterinaria y zootecnia en la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota.

52 MANJARRES, C.; MUNOZ, L.; y LACHE, A. Op. cit., p. 60.
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Gréfico 10. Composicion de acidos grasos.
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La composicién (Grafico 9) de &cidos grasos poliinsaturados obtenidos en el
experimento fue de 34,6%, de acidos grasos monoinsaturados es 33,6% Yy acidos
grasos saturados es de 31,8% siendo la mas baja.

La produccion de acidos grasos poliinsaturados es alta lo cual es favorable porque
son &cidos grasos esenciales que se pueden utilizar en la industria de alimento o
incluso en la misma industria lactea para el enriquecimiento de sus productos.
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Gréfico 91. Composicion de omega 3 y omega 6 en las PUFAS.
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La cantidad de omega 6 en comparacion del omega 3 (Grafico 10) que componen
los &cidos grasos poliinsaturados (PUFAS) es mayor en un porcentaje del 10,8% y
en una proporcién de 1:9 de omega 3 y omega 6 respectivamente, siendo adecuada
para la produccién de alimentos o como consumo complementario en una dieta
saludable como una fuente adecuada de &cidos esenciales.

Tabla 9. Perfil lipidico del cultivo enriquecido con suero lacteo.

FAMES Nombre Porcentaje (%)
C14:0 Miristico 1,60
c14:1 Miristoleato 0,66
C15:0 Pentadecanoato 1,20
C15:1 Pentadecenoato 0,31
C16:0 Palmitico 17,44
C16:1 Palmitoleico 3,11
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Tabla 8. (Continuacion)

FAMES Nombre Porcentaje (%)
C17:0 Hehgggzgzﬁo_ico 2,93
Cci17:1 Heptadecenoico 3,09
C18:0 Esteérico 7.92

C18:1n-9t Elaidico 2357
C18:1n-9c Oleico 271
C18:2n-6¢ Linoleico 25.67
C18:3n-6 g-Linolenico 5,58
C18:3n-3 Linolenico 3,17
C20:0 Araquidico 0,68
C20:1n-9 Eicosenoico 018
C20:3n-3 Eicosatrino 0,20

Total 100,0

Debido al alto contenido de acido linoleico (Tabla 8) del 25,67% el aceite producido
por el cultivo enriquecido con suero lacteo es mas adecuado para la industria
cosmeética, industria de las pinturas, industria de los alimentos y en especial para la
produccion de jabones por sus propiedades de emulgente y su composicién de
poliinsaturados.

La produccion de &cido elaidico también es una de las mas altas en un 23,57%
siendo uno de los principales acidos monoinsaturados y el de acido palmitico que
es del 17,44% correspondiendo al acido graso saturado en mayor cantidad presente
en este experimento. Los &cidos grasos extraidos son adecuados para la
produccion de biodiesel debido a que contiene cadenas largas de carbono desde
16 hasta 18 carbonos y tienen bajo o ningun grado de instauracion.

3.10 POTENCIAL DEL SUERO LACTEO PARA LA PRODUCCION DE BIOMASA
MICROALGAL

Los resultados obtenidos en la presente experimentacion, puede evidenciar que el
suero lacteo es una fuente promisoria para el crecimiento microalgal en especial
para procesos en los cuales su finalidad sea la produccion de biomasa humeda ya
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que su rendimiento fue mayor en comparacion con otro estudio realizado por
Manjarrés y Mufioz®3,

El suero lacteo es un residuo que se genera a partir de la produccion de queso, por
lo cual existe manipulacion de éste, lo que hace compleja su implementacion por su
disposicion a la proliferacion bacteriana. Al realizar tratamiento con temperatura se
degradan los componentes del suero lacteo deseados como en este caso la lactosa;
también la conservacion es de gran importancia debido a la rapida fermentacion.

El proceso de extraccion y cuantificacion de lipidos se decidié realizar en los
laboratorios de veterinaria 'y zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota, debido a la falta de equipos y a la experiencia satisfactoria de otra
investigacién, evitando cualquier imprevisto en el desarrollo del trabajo de grado.

Los resultados de la composicion de acidos grasos en la microalga Chlorella
Vulgaris, depende de diferentes factores como los nutrientes y las condiciones de
cultivo.>*

El suero lacteo empleado no proviene de fuentes industriales. Por lo cual se
recomienda para proximas investigaciones implementar suero lacteo de procesos a
nivel industrial.

Con el presente trabajo se demostré el potencial del suero lacteo como sustrato de
carbono para el cultivo microalgal, siendo un proceso que puede dar un valor
agregado a este residuo del cual se puede obtener biomasa y acumulacion de
lipidos pudiéndose implementar en otros procesos de produccion.

53 MANJARRES, C.; MUNOZ, L.; y LACHE, A. Op. cit., p. 60.
54 ARIAS y MARTINEZ. Op. cit., p. 43-65.
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4. CONCLUSIONES

Se demostré que la microalga Chlorella Vulgaris se adapté en la mayoria de
ensayos al suero lacteo implementado como sustrato de enriquecimiento, ya que
el crecimiento fue exponencial demostrandose por medio de las curvas de
crecimiento.

El suero lacteo implementado como sustrato en un cultivo mixotrofico para el
crecimiento microalgal debe estar diluido en agua destilada y en
concentraciones bajas en relacion a la concentracion de microalgas.

El efecto que tiene el suero lacteo como sustrato de enriquecimiento en los
cultivos de microalga Chlorella Vulgaris, es de aportar nutrientes como la fuente
de carbono para el crecimiento de estas.

El rendimiento de la biomasa seca obtenido del proceso por volumen es mayor,
cuando el medio de cultivo es enriquecido con suero lacteo obteniendo 1,52 x
10 -® g/mL en comparacién con el cultivo control que fue de 7,5 x 104 g/mL, con
una diferencia de 7,7 x 10 g/mL.

El rendimiento de biomasa humeda y de productividad volumétrica es mayor en
el cultivo enriquecido con suero lacteo con 70,63 g/L y 0,076 g/d*L, en
comparacién con el cultivo control con 14,90 g/L y 0,05 g/d*L siendo una fuente
de carbono ideal para la produccion de biomasa humeda.

Los &cidos grasos obtenidos en mayor cantidad fueron el linoleico, elaidico y
palmitico en porcentajes de 25,67%, 23,56% y 17,44% respectivamente, por lo
cual la mayor proporcion de acidos grasos son acidos poliinsaturados (PUFAS),
el cual es un aceite que podria ser utilizado en la industria alimentaria, industria
cosmeética y la industria de pinturas.
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5. RECOMENDACIONES

En el monitoreo de las variables se recomienda controlar y tener en cuenta la
variable de temperatura y pH, debido a que el suero lacteo contiene acido lactico
que puede influir considerablemente en la produccién de biomasa microalgal.

En el montaje del fotobiorreactor adaptado se recomienda esterilizar siempre
todos los materiales implementados y mantener en la mayor proporcion las
condiciones asépticas.

En el secado de la biomasa se recomienda realizar una liofilizacion para obtener
las condiciones necesarias y la mejor calidad de la biomasa para posteriormente
realizar la extraccién de lipidos en vez de realizar el secado en estufa por
vaporizacion.

Se recomienda realizar un disefio de experimentos para ser mas riguroso en la
realizacion de los pre-experimentos y analizar con mayor formalidad la influencia
del suero lacteo.

Si el analisis del perfil lipidico se realiza en laboratorios de otras instituciones o

privados se recomienda llevar la muestra con tiempo ya que se demora en la
entrega de resultados.
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ANEXO A.
COMPOSICION DE FERTILIZANTE FOLIAR (FOLIAGRO)

En la siguiente tabla se evidencia la composicién del medio foliar (Tabla 9).

Tabla 10. Composicion del fertilizante Foliagro™

Compuesto Cantidad (g/L)
Nitrégeno Total 100.0
Nltrogeno 790
Amoniacal
Nitrégeno nitrico 3.2
Nitr6geno ureico 24.8
Fosforo Asimilable
(P20s) 300.0
Potasio Soluble en
agua (K20) 100.0
Calcio (CaO) 0.20
Magnesio (MgO) 0.20
Azufre total 0.80
Boro 0.20
Cobre 0.20
Hierro 0.40
Manganeso 0.40
Molibdeno 0.03
Zinc 0.50
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ANEXO B.
PRODUCCION DE QUESO

DESCRIPCION DEL PROCESO®®

Recepcion: La leche de buena calidad se pesa para conocer la cantidad que entrara
a proceso. La leche debe filtrarse a través de una tela fina, para eliminar cuerpos
extrafnos.

Andlisis: Deben hacerse pruebas de acidez, antibidticos, porcentaje de grasa y
analisis organoléptico (sabor, olor, color). La acidez de la leche debe estar entre 16
y 18 ° (grados Dornic).

Pasteurizacion: Consiste en calentar la leche a una temperatura de 65°C por 30
minutos, para eliminar los microorganismos patdogenos y mantener las propiedades
nutricionales de la leche, para luego producir un queso de buena calidad. Aqui debe
agregarse el cloruro de calcio en una proporcion del 0.02-0.03% en relacion a la
leche que entrd a proceso.

Enfriamiento: La leche pasteurizada se enfria a una temperatura de 37-39 °C,
pasando agua fria en la chaqueta o con sacos con hielo. Adicién del cultivo lactico:
Cuando la leche es pasteurizada es necesario agregar cultivo lactico (bacterias
seleccionadas y reproducidas) a razén de 0.3%.

Adicién del cuajo: Se agrega entre 7 y 10 cc de cuajo liquido por cada 100 litros de
leche o bien 2 pastillas para 100 litros (siga las instrucciones del fabricante). Se
agita la leche durante un minuto para disolver el cuajo y luego se deja en reposo
para que se produzca el cuajado, lo cual toma de 20 a 30 minutos a una temperatura
de 38-39 °C.

Corte: La masa cuajada se corta, con una lira o con cuchillos, en cuadros pequefios
para dejar salir la mayor cantidad de suero posible. Para mejorar la salida del suero
debe batirse la cuajada. Esta operacion de cortar y batir debe durar 10 minutos y al
finalizar este tiempo se deja reposar la masa durante 5 minutos. La acidez en este
punto debe estar entre 11y 12 °Dornic.

Desuerado: Consiste en separar el suero dejandolo escurrir a través de un colador
puesto en el desagie del tanque o marmita donde se realizo el cuajado. Se debe
separar entre el 70 y el 80% del suero. El suero se recoge en un recipiente y por lo
general se destina para alimentacion de cerdos.

55 FAO. Fichas técnicas de procesados de lacteos [En linea].2017. Disponible en: http://www.fao.org/3/a-
aul70s.pdf [citado el 01 de mayo de 2017].
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Lavado de la cuajada: La cuajada se lava para eliminar residuos de suero y bloquear
el desarrollo de microorganismos dafinos al queso. Se puede asumir que por cada
100 litros de leche que entra al proceso, hay que sacar 35 litros de suero y
reemplazarlo con 30 litros de agua tibia (35°C), que se escurren de una vez.

Salado: Se adicionan de 400 a 500 gramos de sal fina por cada 100 litros de leche
y se revuelve bien con una paleta. Haga pruebas para encontrar el nivel de sal que
prefieren los compradores.

Moldeo: Los moldes, que pueden ser de acero inoxidable o de plastico PVC,
cuadrados o redondos, se cubren con un lienzo y se llenan con la cuajada. En este
momento, se debe hacer una pequefia presion al queso para compactarlo mejor.
Este queso no se prensa, solamente se voltean los moldes tres veces a intervalos
de 15 minutos. Seguidamente, se deja reposar por 3 horas y luego se sacan los
moldes y se guarda el queso en refrigeracion.

Pesado: Se hace para llevar registros de rendimientos, es decir los kilogramos
obtenidas por litro de leche que entraron al proceso y preparar las unidades para la
venta.

Empaque: El empaque, se hace con material que no permita el paso de humedad.
Generalmente se usa un empaque plastico.

Almacenado: Se debe almacenar en refrigeracion, para impedir el crecimiento de
microorganismos Yy tener siempre queso fresco. El almacenamiento no debe ser
mayor de 5 -7 dias.
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ANEXO C.
CAMARA DE NEUBAUER.

Los conteos celulares se llevaron a cabo por medio de la camara de Neubauer, la
cual tiene un porta objetos que contiene la muestra liquida con un volumen de 0,1
mm?3y por medio de la cuadricula que tiene en su interior se puede visualizar con la
ayuda de un microscopio en un lente de 10X.

Figura 13. Microscopio OPTIKA ITALY B-150.

Tomado de: http://www.optikamicroscopes.com/index.php?option=com__
virtuemart&view=category&virtuemart_category_id=10&lang=es.
El 13 de mayo de 2017

Figura 14. Camara de Neubauer.
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Los conteos se realizaron en los cuadros sombreados en rojo que se observan en
la figura 15, realizando conteos en zigzag, facilitando el conteo y evitando la pérdida
o el doble recuento de las células.

Figura 15. Cuadricula de conteos camara de Neubauer.

Tomado de: http://mat-lab-minmenez.blogspot.com.co/2009/05/
camara-de-neubauer-recuento-de.html. EI 13 de mayo de 2017.

Figura 16. Conteos en cuadriculas de la forma zigzag.

Tomado de: http://www.celeromics.com/es/resources/Technical%
20Notes/Como-contar-celulas-con-camara-de-Neubauer-Paso2.php.
El 13 de mayo de 2017.
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ANEXO D.
CONTEOS CELULARES EN CAMARA DE NEUBAUER.

Se realizaron 3 réplicas de cada pre-experimento y experimento para asi disminuir
el error humano que se pudiera cometer.

Cuadro 3. Concentracion celular por dias de los pre-experimentos uno.

e Pre-experimento uno.

» Dial

In6culo #1
1|5 13|21|25|Total | Concentracion 1 |5 1321 25 [Total |[Concentraciéon
341364541 |33| 189 3,78E+05 19241916 (19| 97 1,94E+05

#2 #3
1|5 [13|21|25|Total | Concentraciéon 115 1321 25 [Total Concentracidon

2620263933 144 | 2,88E+05 | [34]25392008|146 | 2,92E+05

#H4 #5
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion 1 |5 1321 25 [Total |IConcentracion
24126(15|18|24| 107 2,14E+05 192111915124 | 98 1,96E+05

> Dia?2

#1 #2

1|5 (13|21|25|Total| Concentracion 1 |5 1321 25 [Total |[Concentraciéon

30(26|22|25|15| 118 2,36E+05 23282523 26|125 | 2,50E+05

#3 #4
1|5 )13)|21|25|Total|Concentracion| |35 [13 125 [Total |Concentracion
19|111(15|18|14| 77 1,54E+05 ohshehs13| 68 1,36E+05
#5

1|5 /13|21|25|Total | Concentracion

26(23|27|23|16| 115 2,30E+05
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Cuadro 3. (Continuacion.)

> Dia3
#1 #H2
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion 1 |5 1321 25 [Total Concentracion
24122(31|19|32| 128 2,56E+05 222528 20251120 2,40E+05
#3 #4
1|5 |13|21|25]|Total | Concentracion 1 |5 1321 25 [Total [Concentracion
11|15(21(22|22| 91 1,82E+05 1224 22(1915| 92 1,84E+05
#5
1|5 (13|21|25|Total | Concentracion
17191202419 | 99 1,98E+05
> Dia4
#1 #2
15 13)|21)|25|Total|Concentracion| |1 |5 [13 2125 [Total Concentracién
25(22|26|25|26| 124 2,48E+05 2325232220 (113 | 2,26E+05
#3 #4
1|5 ]13|21|25|Total |Concentracion| (1 |5 [13[21 25 [Total Concentracion
17(23119|13|19| 91 1,82E+05 2311812411419 | 88 1,76E+05
#5
1|5 (13|21|25|Total| Concentracion
15[17]15/18|18| 83 | 1,66E+05
» Diab
#1 #2
1|5 ]13|21]25 Total| Concentracion 1 |5 [13[21]25 [Total IConcentracién
2212412534 |33| 138 2,76E+05 2ohshabohol 93 1,86E+05
#3 #4
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion 1 |5 (1321 25 [Total IConcentracion
22124116/19|12| 93 1,86E+05 23161814 15| 86 1,72E+05
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Cuadro 3. (Continuacion)

#5
1|5 (13|21|25|Total | Concentracion
23|16|25(24|19| 107 2,14E+05
» Dia6
#1
1|5 |13|21|25]|Total | Concentracién
221251283126 | 132 2,64E+05
#3
1|5 |13|21|25]|Total | Concentracion
10(18(21|20|16| 85 1,70E+05
#5
1|5 |13|21|25]|Total | Concentracion
3624|2934 |38| 161 3,22E+05
> Dia7
#1
1|5 (13|21|25|Total| Concentracion
37143|24|131|16| 151 3,02E+05
#3
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion
24114|28|16|12| 94 1,88E+05
#5
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion
27128|32|29|39| 155 3,10E+05

#2
1 |5 1321 25 [Total [Concentracion
22 27 2029 23121 2,42E+05
#4
1 |5 (1321 25 [Total [Concentracion
34363313552 (190 | 3,380E+05
#2
1 |5 (1321 25 [Total [Concentracion
23252624 27125 | 2,50E+05
#4
1 |5 1321 25 [Total |[Concentracion
3041434640(200 | 4,00E+05
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Cuadro 3. (Continuacion).

> Dia8
#1
1|5 13|21|25|Total | Concentraciéon
25(36|32|29|47| 169 3,38E+05
#3
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion
3435(23|34|28| 154 3,08E+05
#5
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion
29(23|39(38|29| 158 3,16E+05
> Dia9
#1
1|5 13|21 |25|Total | Concentracion
4039|5542 (47| 223 4,46E+05
> Dia 10
#1
1|5 13|21|25|Total | Concentracion
47146|55|59|54| 261 5,22E+05

#2

132125

Total

Concentracion

23

13223121

110

2,20E+05

#4

132125

Total

Concentracion

43

7253 65

302

6,04E+05

#4

1321 25 [Total

Concentracion

71

66

9199|391

7,82E+05

#4

13 21|25

Total

Concentracion

53

72

86 82 (102

395

7,90E+05

Pre-experimento 2.

Promedios de las concentraciones celulares por cada dia y sus réplicas.

Cuadro 4. Concentraciones celulares promedios del pre-experimento dos.

Dia #1 #2 #3 #4 #5

1 |2,35E+05|2,17E+05|2,13E+05 | 1,89E+05 | 1,77E+05
2 |2,44E+05|2,63E+05 |2,73E+05|3,28E+05 | 3,11E+05
3 |3,90E+05|3,71E+05|5,03E+05|5,03E+05 | 5,51E+05
4 |3,70E+05 |4,55E+05 | 7,33E+05 | 5,59E+05 | 6,95E+05
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Cuadro 4. (Continuacion.)

6,63E+05

6,42E+05

1,06E+06

6,98E+05

9,27E+05

7,39E+05

8,24E+05

1,08E+06

7,93E+05

1,16E+06

8,98E+05

9,94E+05

1,45E+06

9,25E+05

1,19E+06

1,03E+06

1,09E+06

2,17E+06

8,37E+05

1,18E+06

[(eRNeo NI NEKe)}

1,61E+06

1,78E+06

4,15E+06

1,51E+06

2,42E+06

10

2,49E+06

2,22E+06

6,31E+06

2,18E+06

1,91E+06

e Pre-experimento 3.

Promedios de las concentraciones celulares del pre-experimento 3 por cada dia y

sus respectivas replicas.

Cuadro 5. Concentraciones celulares promedios del pre-experimento tres.

DIA

#1

#2

#3

1,55E+05

2,13E+05

1,72E+05

1,39E+05

2,73E+05

1,10E+05

1,72E+05

5,03E+05

1,34E+05

4,76E+05

7,33E+05

3,71E+05

4,75E+05

1,06E+06

4,82E+05

6,71E+05

1,08E+06

5,76E+05

6,03E+05

1,45E+06

4,49E+05

6,45E+05

2,17E+06

5,41E+05

OO N[OOI IW|IN|F-

8,33E+05

4,15E+06

6,27E+05

[EY
o

6,31E+06

6,97E+05

4,35E+05

e Experimento

Promedio de la concentracion celular del experimento y sus réplicas.

Cuadro 6. Concentraciones celulares promedios del pre-experimento tres.

DIA Concentracion
celular
1 2,90E+05
2 3,95E+05
3 3,75E+05
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Cuadro 6. (Continuacion.)

4 3,63E+05
5 3,84E+05
6 4,53E+05
7 4,56E+05
8 4,77TE+05
9 5,40E+05
10 6,26E+05
11 6,53E+05
12 7,25E+05
13 7,81E+05
14 8,47E+05
15 8,95E+05
16 9,37E+05
17 1,00E+06
18 1,03E+06
19 1,08E+06
20 1,11E+06

e Cultivo control

Cuadro 7. Concentraciones celulares promedios de cultivo control.

DIA Concentracion
celular
Dia 1 3,35E+05
Dia 2 3,89E+05
Dia 3 4, 55E+05
Dia 4 4,76E+05
Dia 5 5,20E+05
Dia 6 5,49E+05
Dia 7 5,59E+05
Dia 8 5,75E+05
Dia 9 6,62E+05
Dia 10 6,96E+05
Dia 11 7,69E+05
Dia 12 8,59E+05
Dia 13 8,81E+05
Dia 14 9,46E+05
Dia 15 1,01E+06
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ANEXO E.

DESCRIPCION DE EQUIPOS Y MATERIALES USADOS.

Cuadro 8. Equipos y materiales del montaje de fotobiorreactor adaptado.

Equipo o material

Caracteristicas

Propésito

Incubadora de EPS

ll

\

54 cm de ancho X 46 cm
de alto.

Evitar el ingreso de
insectos o polvo
manteniendo los medios
de cultivo aislados del
exterior.

Recipientes de vidrio

18 cmy 26 cm de alto, 9
cmy 16 cm de ancho en la
basey 7 cmy 10 cm de
ancho en la boca.

Contener el medio de
cultivo.

Bombas de aire

Bombas Shark (RS-610),
caudal de 4L/min, 5W.

Proveer de agitacion y
aireacion al cultivo en el
fotobiorreactor adaptado.

Temporizador analogo de
pestafias Completel (T
100).

Mantener los fotoperiodos
de luz.

Lampara de mesa

Bombillo ahorradores de

Proporcionar la luz para los
ciclos de fotosintesis
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Cuadro 9. Equipos y materiales de la extraccién de biomasa.

Equipo o material

Caracteristicas

Propésito

Centrifuga 1

Baby | centrifuga 206, 8
tubos, 45 minutos y 3800
rpm.

Separar la biomasa
microalgal del medio de
cultivo.

Centrifuga EBA20, 8 tubos,

6000 rpm y 99 minutos

Separar la biomasa
microalgal del medio de
cultivo.

/
&

Pipeta de vidrio de 10 mL

Mide la alicuota del liquido
sobrenadante con precision.

Pipeteador

%

Capacidad de 10 mL

Succionar los liquidos por
medio de la pipeta.
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Cuadro 9. (Continuacion.)

Equipo o material Caracteristicas Propésito

Tubos de centrifuga

Mantener la muestra y
Material de plastico permitir el proceso de
centrifugacion.

Balanza Radwag

Ca ziisdzzf:/rg g( ima: Usada para determinar el
P 200g ' peso de las muestras.

Carga minima:10mg

Balanza

Balanza Scout Pro
SP202
Capacidad
maxima: 400g
Carga minima: 10g

Usada para determinar el
peso de las muestras.

::/)
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Cuadro 9. (Continuacion.)

Equipo o material

Caracteristicas

Propdésito

Estufa de secado 1

~ o~

Estufa de secado
Nabertherm (TR 120),
T méax.: 300°C y 3 kW?

Secado por vaporizacion del
medio de cultivo para obtener
la biomasa seca.

Estufa de secado 2

=

Estufa de secado Binder
(950837), T: 5-300°C y
115V

Secado por vaporizacion del
medio de cultivo para obtener
la biomasa seca.
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