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RESUMEN

TITULO: APROVECHAMIENTO DE VINAZAS COMO MEDIO DE CULTIVO PARA LA
PRODUCCION DE Chlorella vulgaris UTEX 1803 A ESCALA LABORATORIO®

AUTORES: CASTRO RUIZ Carmen Lucia, PARRA RODRIGUEZ Jhon Alexander.””

PALABRAS CLAVES: Microalgas, Chlorella vulgaris, fotobiorreactores, vinazas, cultivo
mixotréfico.

Para tratar aguas residuales de destilerias (vinazas) las microalgas surgen como alternativa viable
y econdmica, caracterizandose por adaptarse a casi todos los ambientes y poseer el potencial para
remover sustancias nitrogenadas y fosforiladas. Por tal razén se estudié el crecimiento de la
microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803 en fotobiorreactores a escala de laboratorio con vinazas
oscuras como medio de cultivo.

Se realizaron tres diferentes tratamientos por triplicado a distintas concentraciones de vinazas
oscuras/Agua Destilada (10%wv/v, 50%wv, 100%wVv) manteniendo la temperatura y ciclos de
luz/oscuridad constantes durante un periodo de once dias. Finalmente se analizé el
comportamiento y produccion de biomasa utilizando la técnica de peso seco. Encontrando que
existen diferencias significativas entre los tratamiento utilizados (p<0,05). La mejor productividad de
biomasa fue de 13,45 (g/L*d'l) presentandose en el cultivo con 100%wvv de vinaza. Por tanto las
vinazas oscuras sin disolver son favorables como medio de cultivo para C. vulgaris suministrando
los nutrientes necesarios para conseguir una productividad alta de biomasa. Sin embargo para el
tratamiento de vinazas, al parecer la microalga no posee por si sola la capacidad de eliminar la
gran cantidad de carga organica que estas poseen y que les da su color oscuro caracteristico.

Este trabajo hace parte del proyecto “Bioprospeccion de Microalgas Colombianas para la
produccion de biodiesel” cddigo 2008D32006-6710 financiado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, con la participaciéon de la Universidad Industrial de Santander, el Instituto
Colombiano del Petréleo ICP-ECOPETROL vy la Corporacion Instituto de Morrosquillo.

* Proyecto de grado

** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de ingenieria Quimica. Directores: Ph. D
Viatcheslav Kafarov M.Sc. Crisdstomo Barajas. Codirector: Bi6logo, Andrés Fernando Barajas
Solano
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ABSTRACT

TITLE: USE OF VINASSE AS CULTURE MEDIUM FOR THE PRODUCTION OF Chlorella vulgaris
UTEX 1803 IN LABORATORY-SCALE"

AUTHORS: CASTRO RUIZ Carmen Lucia, PARRA RODRIGUEZ Jhon Alexander.™"

KEY WORDS: Microalgae, Chlorella vulgaris, photobioreactors, vinasse, mixotrophic culture.

For treating distillery sewage (vinasse), the microalgae emerge as a viable and economical, it's
characterized by suit almost any environment and have potential to remove nitrogenous substances
and phosphorylated. For this reason we studied the growing of Chlorella vulgaris UTEX 1803 in
laboratory scale photobioreactors with dark vinasse as culture medium.

Three different treatments were performed in triplicate with different concentrations of vinasse
dark/distilled water (10% v/ v, 50% v/ v, 100% v / v), maintaining the temperature and cycles of
light / dark constant over a period of eleven days. Finally the behavior and biomass production was
analyzed using the technique of dry weight. Finding that there are significant differences between
the treatments used (p< 0.05). The best biomass productivity was 13.45 (g / L * d-1) present in the
culture with 100% v / v of vinasse. Therefore the undissolved dark stillage are fawvorable culture
medium for C. wvulgaris providing the nutrients needed to achieve high productivity of biomass.
Howewer, for the treatment of vinasse, apparently the microalgae alone does not hawethe ability to
remove the great amount of organic load that they hawe and that gives them their characteristic
dark color.

This work it's part of the "Bioprospecting Colombian Microalgae for biodiesel production" code
2008D32006-6710 funded by the Ministry of Agriculture and Rural Development, with the
participation of the Universidad Industrial de Santander, the Colombian Petroleum Institute ICP-
ECOPETROL and Morrosquillo Institute Corporation.

* Thesis

** Faculty of engineering physics chemistry. School of Chemical engineering. Advisors: Ph. D
Viatcheslav Kafarov M.Sc. Crisdstomo Barajas. Supenvisor: B. Sc. Andrés Fernando Barajas
Solano
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INTRODUCCION

El uso de combustibles fosiles ha creado incertidumbre en relacion a su
sostenibilidad, no solo en lo que respecta a su agotamiento sino que ademas por
los efectos negativos de las emisiones del CO». (Brennan & Owende , 2010). Por
tal razon surge la necesidad de buscar nuevas formas de energia sostenibles
como el bioetanol, biodiesel, entre otros (Demain, 2009); sin embargo, esto
genera otros tipos de residuos contaminantes como las aguas residuales de
destileria conocidas como “Vinazas”, estas se caracterizan por su bajo pH (entre
4 y 5) (Travieso et al, 2008a), poseer altos contenidos de materia organica y
nutrientes como nitrégeno, azufre, fésforo y potasio (Travieso et al, 2008a); estos
residuos al ser vertidos en fuentes hidricas sin ningun tipo de tratamiento causa un
gran impacto sobre el medio ambiente, segin Travieso et al (2008b) un m? de
vinaza equivale a la contaminacién generada por 1000 habitantes.

Diferentes estudios han podido constatar el gran potencial que poseen las
microalgas para remover sustancias nitrogenadas y fosforiladas (Aslan & Kapdan ,
2006), caracterizAndose por su capacidad de adaptacion a casi todos los
ambientes, mantener su produccion durante todo el afio y ayudar a mantener la
calidad del aire (Brennan & Owende , 2010), ademas poseen la habilidad de
asimilar nitrdgeno inorganico dentro de su biomasa convirtiéndose en una
estrategia para la desintoxicacién de cuerpos acuiferos (An et al, 2003). Debido a
esto las microalgas surgen como una alternativa viable para la valoracion de las
vinazas y econémica porque a la biomasa producida se le genera un valor
agregado (produccién de biocombustibles, alimentos, metabolitos de alto valor

agregado, etc).

En éste trabajo se evalud el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris UTEX
1803 y la viabilidad de utilizar vinazas como medio de cultivo en fotobiorreactores

a escala de laboratorio.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

11. MICROALGAS

Las microalgas son la forma mas simple y mas abundante de la vida vegetal en la
tierra y son las responsables de mas de la mitad de la producciéon primaria de

oxigeno a nivel mundial. (Edberg , 2010).

Las algas pueden crecer autotrofica o heterotroficamente; las que crecen
autotréficamente requieren compuestos de carbono inorganicos como CO,, sales
y energia luminica para crecer a través de la fotosintesis; y las heterotroficas,
requieren una fuente externa de carbono orgénico y nutrientes para suplir su
demanda energética, aunque algunas presentan un comportamiento mixto y son

conocidas como algas mixotréficas. (Brennan & Owende , 2010)

Actualmente las microalgas son consideradas como una alternativa para la
produccion de biocombustibles debido a que no requieren grandes cantidades de
tierras (Chisti, 2008), sin embargo requieren hasta 11-13 millones L ha™ afio? de
agua para su cultivo en estanques abiertos (Chinnasamy et al, 2010). Su
capacidad de crecer en las aguas residuales industriales, municipales, agricolas y
el agua de mar no solo permiten superar este obstaculo, sino que también se
transforma en una alternativa para el tratamiento de las mismas. (Chinnasamy et
al, 2010)
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1.2. Chlorella vulgaris

El  nombre Chlorella proviene  del griego chloros: verde; 'y del sufijo
diminutivo latino ella: "pequefio”, fue descubierta y nombrada por M. W. Beyerinck
en Holanda en 1890. Chlorella es un género de algas verdes unicelulares. Tiene
forma esférica, cerca de 2-10 um de didmetro (Song et al, 2008), sin flagelo. Tiene
un ciclo de vida simple que le permite adaptarse a diferentes condiciones
ambientales (Brennan & Owende , 2010). Puede crecer tanto autotréficamente

como heterotréficamente y por eso es un alga mixotréfica (Richmond, 2004).

1.3. VINAZAS

Con la Ley 693 del afio 2001 y su Resolucion reglamentaria 189687, de julio 17 de
2003 se dispuso el uso del etanol para oxigenar las gasolinas y reducir la
contaminacion en las ciudades de mas de 500.000 habitantes (Quintero et al,
2006), durante su produccidon se genera otro tipo de desechos también nocivos
para el planeta, llamados vinazas (Quintero et al, 2006); existen dos tipos:
primarias y secundarias, las primarias u oscuras provienen especificamente del

proceso de evaporacion y las secundarias o claras de la destilacién.

Las vinazas se producen en una relacion aproximada de 13:1, es decir por cada
litro de alcohol se obtienen 13 litros de vinaza (Quintero et al, 2006). Ademas
posee una demanda Quimica de Oxigeno (DQOs) entre 60 y 70 g/L y un pH
alrededor de 4. (Lezcano & Mora ). Contienen principalmente materia organica,
potasio (K), azufre (S), magnesio (Mg), nitrogeno (N) y calcio (Ca); sin embargo,

ésta composicion es variable segun provenga de melaza, jugo o la mezcla de
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ambos (Garcia & Rojas , 2006) (Anexo 1). Por tal razdn las vinazas se encuentran

entre los residuos organicos de mayor efecto contaminante de fuentes hidricas.

1.4. FACTORES DE CRECIMIENTO

Los principales factores de impacto en el crecimiento de microalgas incluyen pH,
temperatura y la mezcla de cultivo liquidos. (Yang etal, 2008).

Todos los organismos vivos incluyendo las microalgas requieren de un medio de
cultivo que contenga todos los nutrientes esenciales que necesiten para su
desarrollo (Edberg , 2010) lo que conduce a tener una buena produccion de
biomasa. ElI mayor contribuyente en la produccion de biomasa de algas es el
carbono, seguido por el nitrdgeno; el carbono se puede afiadir en compuestos
organicos, tales como peptona, acido acético o en compuestos inorganicos como
el diéxido de carbono (Richmond, 2004).

La temperatura podria afectar el metabolismo de las algas (Goldman & Carpenter,
1974); de acuerdo a la temperatura Optima de crecimiento; C. vulgaris podria
dividirse en dos tipos de cepas: la de baja temperatura (25 -30) °C y alta
temperatura (35 — 40) °C (Sorokin, 1959); la tasa de crecimiento de C. vulgaris

disminuye cuando la temperatura es superior a 25°C (Sayed & EI-Shahed, 2000).

Segun Edberg (2010), el pH del medio de cultivo perturba el crecimiento de C.
vulgaris., afectando la eficacia del uso de carbono, la capacidad de absorcion de
los iones, el reciclaje, y la toxicidad de los metabolitos en el crecimiento de
microalgas (Borowitzka & Borowitzka, 1988). A pH menor a 4, el alga no es capaz
de crecer, en cambio, en un pH cercano o igual a 6, el crecimiento es mas rapido
gue a un pH de 8, ademas a pH 10 y 12 el crecimiento se reduce en comparaciéon

con un pH de 8. A pesar de que C. vulgaris puede crecer en un amplio rango de
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pH, se recomienda siempre mantener un pH de aproximadamente 6 (Lustigman et
al, 1995).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MICROALGAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

La microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803, se obtuvo de la coleccion de cepas de
la Universidad de Texas (Austin, Tex, USA). Fue cultivada en un Medio Bold Basal
compuesto por (g): MgS04.7H.0: 0,075; NaNOs. 0,25; NaCl: 0,025; KyHPOq:
0,075; KH,POy4: 0,175; CaCl,.2H,0: 0,025; H3BO3: 0,01142; KOH: 0,031y 1 mL de

solucion de metales.

El medio de cultivo Bold Basal se uso6 siguiendo las especificaciones indicadas en
el Anexo 2; ésta preparacion con las soluciones stock se afor6 luego a un litro con
agua destilada para posteriormente inocularlo con cantidades de cepa C. vulgaris,
hasta alcanzar una densidad Optica de 0,8 equivalente a 0,4 g/L, el cual
corresponde a la concentracion celular optima para la produccion de biomasa,

derivado de experimentaciones anteriores del grupo de investigacion.

2.2. FOTOBIORREACTOR

Se utilizaron botellas plasticas transparentes (Polietileno Tereftalato) tubulares de
2% litros con diametro interno de 12 cm y 35 cm de altura, encontradas en el
mercado, con un volumen de cultivo de 2 L. La distribucion de los biorreactores en
el laboratorio fue de tal forma que se acoplaron a un sistema de aireacion
constante por burbujeo tipo (tubo-difusor) de igual forma se logré una distribucion

equitativa de luz durante todo el ciclo del dia.
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Figura 1. Montaje biorreactores laboratorio

Fuente: Los autores

2.3. DISENO EXPERIMENTAL

Se evalud el crecimiento de C. vulgaris UTEX 1803 en un medio de aguas
residuales o vinazas primarias, para lo cual se llevaron a cabo tres etapas. En la
primera, se reviso la viabilidad de los métodos de cuantificacion de productividad
celular como son densidad Optica, clorofila total (Chl a + Chl b) y peso seco. Para
la segunda etapa se evalué el efecto de la concentracion de vinazas en tres
diferentes tratamientos: 10%vlv, 50%v/v y 100%v/v (vinazas/agua destilada)
(Tabla 2) sobre el crecimiento celular. Para evitar problemas de carencia e
independencia en los datos se realizO un disefio experimental (Tabla 1),
consistiendo en una original y dos replicas para cada uno de los tratamientos.
Finalmente para llevar a cabo la tercera etapa, se evalué la produccion de
Biomasa. Para esto, se tom6 un volumen de 10 mL de cada fotobiorreactor
durante la fase experimental (diez dias). Cada muestra fue centrifugada a 3400
rpm, durante veinte (20) minutos (Centrifuga PowerSpin™  MX). Una vez
cuiminada la centrifugacion se procedié a retirar el sobrenadante del tubo para
eliminar el medio presente, teniendo precaucién de no remover el pellet (biomasa

resultante). Seguidamente, las muestras se aforaron hasta obtener un volumen de
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10 mL utilizando agua destilada para centrifugar nuevamente durante diez (10)
minutos. Nuevamente se descartd el sobrenadante y el pellet resultante se
deposito en papel filtro (secado y pesado con anterioridad), para luego ser llevado
a un horno de conveccién forzada (Binder) a una temperatura de 105° C, durante
24 horas; al término de estas, se retiraron las muestras y se llevaron a un
desecador y luego de doce (12) horas se pesaron en una balanza digital Precisa

Gravimetricsc A6 (XB 220 A) registrandose los datos de peso seco.

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivos utilizados como tratamientos

Experimento
Vinaza / Agua Microalga (mL) Vinaza (mL) | Aguadestilada(mL)
destilada (v/v)
10% 500 150 1350
50% 500 750 750
100% 500 1500 0

Fuente: Los autores

Figura 2. Procedimiento experimental

CRECIMIENTO DE C. vulgaris
LEVANTAMIENTO DE MONTAIJE DE EN MEDIO DE CULTIVO
MICROALGAS FOTOBIORREACTORES (Concentraciones de
(Medio Bold Basal) (volumen de cultivo 2 L) vinaza/Agua destilada
| 10%v/v, 50%v/v, 100%V/v)

SECADO 105°C, 24 h e TOMA DE MUESTRAS
A 3400 rpm

(Seintroduce al horno (10 mL cada 24
pellet en papel filtro) (20 min muestray 10 min con

agua destilada) horas)

ESTABILIZACION DEL PESO

Y ANALISIS DE DATOS
(Muestras secas )

Fuente: Los autores
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2.4. ANALISIS ESTADISTICO

Para la evaluacion de la productividad de biomasa utilizando como medio de
cultivo agua residual de destilerias a distintas concentraciones se utilizO como
herramienta estadistica el software PAST version 2.12 (Hammer et al, 2001). Para
los tratamientos de 10%v/v y 50%vV/v se realizd una prueba paramétrica (Prueba T
student) debido a que presentaron una distribucién normal (p>0,05). Para
comparar los dos tratamientos anteriores con el de 100%v/v, se utilizd una prueba
no paramétrica (Kruskal-Wallis) por no cumplir con la asuncion de distribuciéon
normal y homogeneidad de varianza incluso después de transformados los datos
(Gonzalez et al., 2006). (Anexo 3)
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar los métodos de medicion de la productividad de biomasa en C. vulgaris
en las vinazas oscuras como medio de cultivo, se presentaron inconvenientes para
estimar la densidad O6ptica y la clorofila total. Aun manteniendo en todos los
fotobiorreactores las mismas condiciones de iluminacion y de aireacion, la gran
cantidad de carga organica que poseen las vinazas oscuras, impidié que la
entrada de luz fuera homogénea en todo el fotobiorreactor; como consecuencia,
las microalgas en los tratamientos a 100% viv y de 50%v/v tuvieron un
comportamiento heterotréfico. En el tratamiento de 10%v/v por poseer menos
concentracion de vinazas oscuras en el medio de cultivo, las microalgas
presentaron un comportamiento mixotréfico; se asume que las células que se
encontraban cerca a las paredes del fotobiorreactor gracias a la buena aireacion
fueron capaces de realizar fotosintesis, mientras que las ubicadas hacia el centro
entraron en una etapa de heterotrofismo. Esto fue evidenciado en la biomasa
recuperada en los papeles filtro (Figura 3). Por cuestiones practicas y con el fin de
poder estimar la productividad de biomasa de la misma manera en todos los

tratamientos, se optd por utilizar el método peso seco.

Figura 3. Biomasa seca en diferentes tratamientos (A la izquierda 10%v/v, centro 50%v/v, derecha 100%v/v)

‘

Fuente: Los autores
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Una vez, escogido el método de peso seco, se estimo la productividad de biomasa
obtenida en los tratamientos a 10%v/v y 50%v/v durante diez dias. La prueba de T
con un (P<0.05) permite constatar que si existe diferencias entre ambos
tratamientos como se evidencia en la Figura 4. Al segundo dia en el tratamiento
de 50%wl/v, la productividad de biomasa se dispar6 desde su condicion inicial de
0,4 g/L hasta 4 g/L. Durante los siguientes dias la productividad de biomasa oscilo
hasta alcanzar su pico maximo en el sexto dia de seguimiento (5,167 g/L). En el
tratamiento de 10%v/v a partir del segundo dia se observd un productividad
relativamente constante durante el periodo experimental. En el dia siete ambos
tratamientos presentaron una disminucion en la productividad de biomasa,
probablemente este comportamiento se deba al agotamiento de los nutrientes

presentes en el medio de cultivo.

Figura 4. Produccién de biomasa en medios de cultivo con concentraciones de vinaza de 10%v/v y 50%v/v
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Figura 5. Produccion de biomasa en medios de cultivo con concentraciones de vinaza de 10%v/v y 50%v/v y 100%
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Tabla 2. Prueba no paramétrica de KrusKal-Wallis y comparacion por pares con U Mann-Whitney con el programa
PAST.

Kruskal-Wallis test: 2, N=90 p=,0000

Comparacion por pares utilizando U-Mann Whitney

10% 50% 100%
10% 0 4,49E-11 3,68E-11
50% 1,35E-10 0 2,13E-05
100% 1,10E-10 6,39E-05 0

Fuente: Los autores

En el tratamiento de 100%v/v al igual que en los otros tratamientos se evidencio
que C. vulgaris tuvo un crecimiento relativamente alto en el segundo dia de
tratamiento (figura 5) probablemente el cambio de medio de cultivo provoca que
los microorganismos entren en un periodo de estrés y al tratar de sobrevivir
aprovechan al maximo el gran contenido de nutrientes que poseen las vinazas. En

la figura 5 se nota que en el tratamiento de 100%v/v la productividad de biomasa
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es significativamente mayor que en los otros dos tratamiento; la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (Tabla 2) permite corroborar que efectivamente
existen diferencias significativas entre los tres tratamientos. En el tercer dia hasta
aproximadamente el quinto dia se ven fluctuaciones en todos los tratamientos
(10%wviv, 50%v/v y 100%v/v) debido posiblemente a factores de adaptaciéon como
pH, luz, aireacion y temperatura (Goldman & Carpenter, 1974); sin embargo la luz
y la temperatura se mantuvieron controladas durante todo el periodo de prueba en
los tres tratamientos, por ende se deduce que estas fluctuaciones se deben tanto
a el medio acido (Borowitzka & Borowitzka, 1988) generado por la vinazas como a
problemas con la aireacion. En cuanto al pH, por ser bajo, contribuye a la
inhibicion de algun proceso metabdlico (Ardila & Rodriguez, 2011), por tanto estas
fluctuaciones podrian traducirse en una fase de adaptacion al pH. Respecto a la
aireacion, se presentaron problemas de taponamiento en los difusores debido al
crecimiento de un biofilm impidiendo la entrada constante de aire afectando el
comportamiento heterotréfico de las microalgas, el cual requiere de altas
concentraciones de O, para realizar de forma eficiente los procesos catabdlicos y
asi obtener energia en forma de ATP para su supervivencia (Campbell & Reece ,
2005)

En el dia seis se observd en los tres tratamientos un aumento en la biomasa,
gracias a que hubo mas control en cuanto a la limpieza de los difusores. Sumado
a esto el pH en el medio es estabilizado (Figura 6), como consecuencia a la accién
de las microalgas que se encargan de realizar el proceso de disociacion del acido
en exceso (Ardila & Rodriguez, 2011) presente en las vinazas. Del dia nueve en
adelante en los tratamientos a 10%v/iv y 50%v/v la produccion de biomasa
disminuye, mientras que en el tratamiento de 100%v/v en el dia nueve se
present6 el pico mas alto de productividad (figura 5). Esto se debe probablemente
al mayor contenido de vinazas presente en este tratamiento. A partir de éste punto

la productividad decae al igual que en los otros tratamientos (figura 5).
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Figura 6. Comportamiento de pH
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Para tener una mejor estimacion de la productividad de biomasa durante el
transcurso experimental se tuvo en cuenta su promedio (Figura 7); evidenciandose
gue entre los tres tratamientos, el de 100%v/v tuvo una mayor productividad. En
principio se podria pensar que la productividad del tratamiento de 50%viv
alcanzaria la mitad de la del tratamiento de 100%v/v y el tratamiento de 10%v/v
alcanzaria un 10% de la misma; pero esto no fue lo que ocurrié; en el tratamiento
de 100%vlv la productividad de biomasa alcanza un valor de 13,45 g/L*d* (100%),
mientras que en los tratamientos con 10%v/v y 50%v/iv de concentracion de
vinaza se obtuvo menor productividad de biomasa con valores de 1,19 g/L*d*
(8,85%) y 3,61 g/L*d™ (26,84%) respectivamente (Figura 7).

En trabajos como los realizados por (Loera- Quezada & Olguin, 2010, Aslan &
Kapdan, 2006, An et al, 2003), se demostré que altos contenidos de nitrégeno en
el medio de crecimiento favorece la productividad de biomasa en las microalgas.
Esto podria ser la razén por la cual no se presentd el comportamiento esperado en

la realizacién del promedio de la productividad de biomasa, ya que durante el
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experimento se pudo controlar las concentraciones de vinazas pero no el
contenido de nitrégeno o de otros nutrientes que estas poseian; lo que lleva a
inferir que el tratamiento de 100%v/v ademas de contener gran cantidad de
carbono, tiene también alto contenido de nitrdgeno elevando asi el crecimiento de

biomasa, a diferencia de los otros dos tratamiento.

Figura 7. Produccion promedio de biomasa durante diez dias
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La productividad de biomasa alcanzada utilizando las vinazas oscuras como
medio de cultivo sobrepasé los valores obtenidos en otros trabajos como los
reportados por Ardila & Rodriguez, 2011 (0,58 g/L*d), Godoy & Monrroy , 2011
(0,44 g/L*dY) y Cepeda, 2011 (0,319 g/L*d}) en los cuales se utilizaron medios
enriquecidos en distintos sustratos como acido acético, CO,, y Vvinazas
secundarias o claras respectivamente. Como se menciond anteriormente, el alga

puede sobrevivir y reproducirse en la vinaza oscura sin dilucion (100% V/v).
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La tabla 3 muestra la relacion de biomasa inicial y final después de transcurrido el
periodo experimental en los tres medios con diferentes concentraciones de vinaza.

Tabla 3. Relacion de produccion de biomasa

Experimento Biomasa inicial Biomasa Final
Vinaza / Agua Vinaza (mL) Aguadestilada(mL) (g/L*d'l)

destilada (v/v) (g/L)
10% 0.4 150 1350 1,19
04 750 750 3,61
100% 0.4 1500 0 13.45

Fuente: Los autores
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4. APLICACIONES

Actualmente, la industria del tratamiento de aguas residuales posee varios
métodos para remover tanto fosforo como nitrégeno (Duenas et al., 2003), pero
aquellos nutrientes que no pueden ser solubilizados en las aguas residuales
terminan en rellenos sanitarios después de quemar la carga organica que los
acompafia o usado como fertilizante, siempre y cuando el tratamiento elimine

patbgenos y compuestos nocivos para la humanidad (Martinez et al 2000).

El cultivo de microalgas en agua residuales ofrece el tratamiento de las mismas y
la produccion de biomasa microalgal, la cual puede luego ser explotada para la
obtencion de proteinas y aditivos alimenticios (para acuacultura, consumo animal y
humano) (Jimenez-Perez et al., 2004), energia como la obtencion de biogas y
combustibles (Ambati et al., 2006; Baba et al., 2011; Choi et al., 2010; Dayananda
et al., 2005, 2006; Eroglu et al., 2010; Gardner et al., 2010; Kita et al., 2010; Rivas
et al 2010; Tanoi et al, 2010; Zhang et al., 2011; Zhila et al., 2011), en la
agricultura (fertilizantes y acondicionadores de suelos), productos farmacéuticos,

cosmeticos y otros productos de alto valor agregado.

La tecnologia HARP fue desarrollada en California, esencialmente consiste en un
tanque de 0.3 a 0.4 m de profundidad, con mezclado mecéanico, en el cual las
algas y bacterias crecian. Las aguas residuales normalmente secundarias o
primarias son alimentadas al reactor, la agitacion en este sistema permite que las
algas crezcan y previenen la sedimentacion (Oswald, 1963, 1988). La remocion de
material organica en los sistemas HARP se logra a través de una relacion
mutualista entre las bacterias y algas (Ganapati & Amin, 1972). La demanda de
oxigeno requerida por las bacterias aerObicas es provista a partir de la
fotosintesis, mientras que el carbdén, nitrbgeno y fosforo necesarios para el

crecimiento microalgal son provistos por la descomposicion bacteriana de los
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elementos presentes en las aguas residuales (Hosetti & Frost 1998; Ahmadi et al.
2005).

A diferencia de los sistemas mencionados anteriormente, el aprovechamiento de
un efluente como lo es la vinaza, se concentra esencialmente en logar que el
organismo pueda crecer bajo las condiciones adversas implicitas en el agua
residual, es por esto, que los experimentos de Travieso et al. (1999, 2008a, b) se

concentran en utilizar vinaza pre-tratada en un sistema de digestion anaerobica.

Se propuso utilizar la vinaza sin ningun tipo de pre-tratamiento es decir tal cual
sale del proceso de obtencion del etanol, a diferencia de Travieso et al. (1999,
2008a, b); demostrando con los resultados obtenidos en este trabajo, que este
efluente (vinazas) puede ser aprovechado para el cultivo de microorganismos
como las microalgas en reactores tubulares sin ser combinada con otros

microorganismos.

Para el aprovechamiento de las vinazas como medio de cultivo se prefiere utilizar
reactores tipo batch, ya que el trabajo con vinazas supone problemas como:
ensuciamiento del equipo o reactor por lo que se requieren paradas o limpiezas
frecuentes; ademas, los resultados obtenidos sugieren un tiempo muy largo de
residencia de las vinazas en el reactor, ya que la cantidad de nutrientes presentes
son muy altas (Tabla 4), aunque en primera instancia el aumento de biomasa
inicial en el reactor puede consumir mas nutrientes, existen componentes
metabdlicos implicitos de la microalga, que le permiten consumir mas rapido
ciertos nutrientes, esta relacion ya ha sido explotada en diferentes experimentos
del grupo de investigacion, obteniendo buenos resultados en cuanto a la cantidad
de biomasa, pero, aun se desconoce la composicién de esta biomasa, el cual es el
factor de decisidbn mas importante a la hora de dar un valor agregado a la biomasa

producida.

Para realizar el cultivo de microalgas en vinazas es importante tener en cuenta

condiciones de operacion importantes siendo la principal la aireacion constante
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debido a que el color oscuro de las vinazas impide el paso de luz a los
fotobiorreactores afectando el comportamiento autotréfico y por lo tanto el proceso
fotosintético de las microalgas, lo que conduce a que la microalga se comporte
heterotroficamente teniendo que realizar el proceso de oxidacién a los compuestos
de carbono para romper las moléculas y asi poder consumir los nutrientes de
forma mas facil; el pH es otra condicion de operacion importante pero en este
experimento no es necesario tener un control sobre el debido a que las microalgas

son capaces de neutralizarlo.
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CONCLUSIONES

Se demostré que Chlorella vulgaris UTEX 1803 puede utilizar las vinazas
primarias u oscuras (proceso de evaporado) como medio de cultivo, ya que éstas
contienen los nutrientes necesarios para que la microalga tenga una alta

productividad de biomasa.

La mayor productividad de biomasa se encontré en el tratamiento de 100% Vlv,
esto demuestra que C. vulgaris puede crecer en este residuo sin necesidad de
controlar el pH en el medio pero si, siendo estrictos en mantener el flujo de aire

constante.

La mayor productividad de biomasa obtenida (13,45 g/L*d™') superé las
expectativas de produccién cuando éste valor fue comparado con otros resultados
obtenidos en trabajos previos en los cuales se utlizaron medios de -cultivo

diferentes.

La utilizacion de microorganismos fotosintéticos como C.vulgaris puede ser una
alternativa para darle valor agregado a las vinazas oscuras, sin embargo no posee
por si sola la capacidad de eliminar la totalidad de carga organica que estas
poseen, debido a que al final del periodo experimental las vinazas aun mantenian

su color oscuro caracteristico.
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RECOMENDACIONES

Disefiar un método de cultivo que permita mejorar la productividad de Chlorella
vulgaris y la recoleccion de la biomasa obtenida al utilizar como medio de cultivo

este residuo industrial (vinazas oscuras).

Analizar la composicion bioquimica de la biomasa obtenida bajo esta metodologia.
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ANEXO 1. COMPOSICION QUIMICA DE LA VINAZA

ANEXOS

Tabla 4. Composicion quimica de la vinaza segun proceda de jugo, melaza o la mezcla de ambos (promedios de cinco

determinaciones)

Propiedad

N (kg/m3)
205 (kg/m3)
K20 (kg/m3)
Ca0 (kg/m3)
MgO (kg/m3)
S04 (kg/m3)
Materia organica (kg/m3)
Fe (ppm)

Cu (kg/m3)
Zn (kg/m3)
Mn (kg/m3)

Fuente:

Melaza Jugo
0,77 0,28
0,19 0,2

6 1,47
2,45 0,46
1,04 0,29
3,73 1,32

52,04 23,44
80 69

5 7

3 2

8 7

(Gloria & Orlando, 1983)

Mixto de melaza
yjugo
0,46
0,24
3,6
1,18
0,53
2,67
32,63
78
21
19
6



ANEXO 2. MEDIO BOLD BASAL

Tabla 5. Diferentes composiciones de las Stock Solutions, necesarias para preparar el medio de cultivo Bold Basal para

un volumen de trabajo de un litro

Macronutrientes

Soluciones Stock

1. NaNO3

2. Nacl

3. MgS0,.7H,0

4. KH,PO,

5. K;HPO,

6. CaCl,.2H,0

Micronutrientes

Soluciones Stock
7. ZnS04.7H20
MnCl2.4H20
MoO;

CuS04.5H20
Co(NO3)2.6H20
elementos de traza

(autoclave para 8. H;BO,
disolverse) 9. EDTA

KOH

10.FeS0O4.7H20

H2S04
(concentrado)

Solucidon de

Medio Bold Basal

Soluciones Stock1-6 (Macronutrientes)

Para 400 mL
10,0 g

10g

30g

70g

30g

10g

Parall
882g
1,44¢
0,71g
1,57 g
049¢g
1142 g
50,0 g
31,0g
498¢g

1.0mL

Parall

10 mL cada una

Soluciones Stock 7-10 (Micronutrientes) ' 1 mL cada una
Fuente: Culture Collection of Algae and Protozoa, Oban, UK
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ANEXO 3. TEST DE NORMALIDAD

Tabla 6. Test de normalidad obtenido con el programa PAST; Productividad de biomasa (g/L*d'l)

Test de normalidad sin transformacion de los datos.

10% 50% 100%
N 30 30 30

Shapiro-Wilk W 0,9429 0,9691 0,7763

p(normal) 0,1089 0,5147 2,50E-05
Jarque-Bera JB 5,284 0,7446 20,3
p(normal) 0,07121 0,6891 3,91E-05

p(Monte Carlo) 0,0382 | 0,5975 | 0,0041

Chin2 2,5333 1,7333 6
p(normal) 0,11146 | 0,18799 | 0,014306
Chi”2 OK (N>20) YES YES YES

Fuente: Los autores
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