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RESUMEN

TITULO: INFLUENCIA DE UNA FUENTE CARBONO ORGANICO (ACIDO ACETICO) EN EL
CRECIMIENTO CELULAR EN Chlorella vulgaris EN FOTOBIOREACTORES A ESCALA
LABORATORIO."

AUTORES: Ana Maria Ardila Alvarez, Sandra Marcela Rodruiguez Rodriquez.”

PALABRAS CLAVES: Microalgas, Crecimiento microbiano, Influencia del sustrato, Mixotréfia,
Autotrofia, Chlorella vulgaris.

A nivel mundial, la produccién de microalgas y la obtencién de sus derivados ha sido tal vez uno de
los campos mas estudiados en los Ultimos tiempos; por tal motivo ya no solo se habla de algas,

sino especificamente de microalgas como las potenciales despensas mundiales de proteina.

Dadas las propiedades atribuidas a las microalgas, el presente trabajo tiene como objetivo analizar
la influencia de una fuente de carbono organico (acido acético) en el crecimiento celular en

Chlorella vulgaris en fotobioreactores a escala laboratorio.

Como primer paso se definidé los parametros de crecimiento para la produccién de lipidos en C.
Vulgaris, evaluando diferentes concentraciones de acido acético (0,84mM; 2,52mM; 4,20mM) y
nitrato (0mM; 1,47mM; 2,94mM).

Tomando como base los resultados de la primera etapa, se buscé adecuar las condiciones
propuestas, ya que los modelos no presentan un rango de discrepancia significativo. Los
experimentos se realizaron por triplicado con aireacion constante, ciclo luz-oscuridad 12:12h,
temperatura de 23+2°C, durante un periodo de 5 dias. En el estudio se encontré que no existe un
mejor local, sino un rango de crecimiento el cual se encuentra entre 0,84; 2,52mM de acido acético

y 1,47mM; 2,94mM de nitrato, con una productividad promedio de 2,909 g/L de biomasa.

Este trabajo se realiz6 en el Centro de Investigacion para el Desarrollo Sostenible de la Industria y
la Energia (CIDES) de la escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad Industrial de Santander
con apoyo del Ministerio de Agricultura y el Instituto Colombiano de Petréleo (ICP). Proyecto,

Bioprospeccién de Microalgas Colombianas para la produccion de biodiesel.

* Proyecto de grado
Facultad de Ingenierias FisicoQuimicas. Escuela de Ingeria Quimica. Directores: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov y M.Sc. Criséstomo Barajas. Codirector: Bidlogo Andrés Fernando Barajas S.
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ABSTRACT

TITLE: INFLUENCE OF AN ORGANIC CARBON SOURCE (ACETIC ACID) IN CELLULAR
GROWTH IN Chlorella vulgaris AT LABORATORY SCALE PHOTOBIOREACTORS.”

AUTHORS: Ana Maria Ardila Alvarez, Sandra Marcela Rodruiguez Rodriquez.”

KEY WORDS: Microalgae, Microbial Growth, Influence of the substrate, mixotrophy, Autotrophy,

Chlorella vulgaris.

Globally, the production of microalgae and its derivatives has been, perhaps, one of the most
studied fields in recent times, for this reason not just the algae, but specifically microalgae is

now talked as a potential global protein pantry.

Given the properties attributed to the microalgae, this work aims to analyze the influence of an
organic carbon source (acetic acid) in cellular growth in Chlorella vulgaris at laboratory scale

photobioreactors.

As a first step it was defined the parameters for lipids production in C. Vulgaris, assessing different
acetic acid concentrations (0,84mM; 2,52mM; 4,2mM) and nitrogen (OmM; 1,47mM; 2,94mM).

Based on the results of the first stage, the proposed conditions were adapted, as the models did not
show a significant discrepancy range. The experiments were performed by triplicate with constant
aeration, light-dark cycle 12:12 h, 23 =+ 2 ° C over a period of 5 days. The study showed that there is
no best place, but a range of growth which is between 0,84 to 2,52mM acetic acid and nitrogen

1,47mM; 2,94mM, with an average productivity of 2,909 g/ L of biomass.

This study was conducted at the Research Centre for Sustainable Development of Industry and
Energy (CIDES) School of Chemical Engineering of the Universidad Industrial de Santander (UIS)
with support from the Ministry of Agriculture and the Colombian Petroleum Institute (ICP). Project,

Colombian Microalgal Bioprospecting for biodiesel production.

* Research project

" Physical-Chemical Engineering College. Chemical Engineering Department. Advisors: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov and M.Sc. Cris6stomo Barajas. Ph.D student research assistant: Andrés
Fernando Barajas S.



INTRODUCCION

Las microalgas presentan caracteristicas promisorias para la produccién de
biocombustibles, ya que son capaces de canalizar la energia quimica hacia la
biosintesis de lipidos, los cuales son una excelente fuente para la produccién de
biodiesel [1].

Chlorella vulgaris es un microorganismo unicelular fotosintético, que utiliza la luz,
el dioxido de carbono y el agua para obtener biomasa, cuyo uso final puede
encontrarse en los sectores energeéticos, alimentarios o0 en otro tipo de
aplicaciones industriales [2,3,]. La concentracidbn de nutrientes, temperatura,
intensidad luminosa, pH, fotoperiodo, aireacion, variables ambientales,
concentracion celular, etc., permiten establecer sistemas de cultivos dirigidos a la
obtencion de biomasa microalgal enriquecida con sustancias de interés comercial

como son los lipidos [4, 5, 6].

La principal fuente de carbono para el crecimiento de microalgas es el CO,, sin
embargo éstas son capaces de sintetizar compuestos organicos, en nuestro caso
acido acético, que junto con el nitrégeno (nitrato de sodio) es el compuesto mas
importante para crecimiento de biomasa [7]. Cuando la microalga es capaz de
mantener un crecimiento estable y sostenido como producto del metabolismo de
algun sustrato organico en ausencia de iluminacion, se conoce como heterotrofia.
En el caso que utilice simultineamente para su crecimiento luz y sustratos

organicos, la microalga manifiesta una capacidad mixotrofica [8].

Estudios basados en el crecimiento microalgal tanto experimentales como
teodricos, en cultivos autotréficos, mixotroficos y heterotroficos sugieren que la
mayores productividades se obtienen bajo condiciones mixotroficas [9]. Es por ello
gue en este trabajo se evalla el efecto del acido acético, como fuente de carbono

organico, sobre el crecimiento y produccion de biomasa en C. vulgaris.
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1. MARCO TEORICO

Las microalgas son organismos microscopicos, unicelulares y fotosintéticos que
pueden ser cultivadas muy rapidamente[11], haciendo una pequefia similitud con
las plantas en donde podemos concluir que existen algunas semejanzas y
diferencias; dado que en las microalgas al igual que las plantas convierten la
energia luminica, en presencia de anhidrido carbonico, agua y nutrientes en
energia quimica util para su supervivencia; sin embargo, difieren en tanto que las
microalgas, poseen una estructura unicelular sin tallos, hojas o raices permitiendo
que la extraccion de los productos sea mas facil [12]; algunas especies de
microalgas son capaces de canalizar gran parte de esta energia quimica hacia la
biosintesis de lipidos neutros, sustrato ideal para la produccién de biodiesel,

resolviendo el agotamiento de los recursos no renovables.[13]

Para el incremento celular y la deposicion de lipidos el cultivo debe poseer ciertas
condiciones, entre estas, que el medio sea rico en nutrientes [14, 15, 16, 17], que
exista una buena transferencia de luz [18], una dinamica del medio [19], un
tamafo de burbuja y distribucion dentro del sistema [20], asi mismo un intercambio

gaseoso [21,22] y por ultimo una transferencia de masa [23].

1.1 CRECIMIENTO MICROBIANO

Cuando se habla de crecimiento microbiano en realidad se refiere al crecimiento
poblacional de los microorganismos, no al aumento de tamafo de ellos [24].
Ademas este crecimiento depende del tiempo y la adaptacién del microorganismo
al sustrato. A continuacion se presenta la tasa de crecimiento donde se aprecia

claramente varias etapas Figura 1.
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Figura 1: Crecimiento microbiano

Fase
A estacionaria

Fase de muete
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exponencial

Fase Log

Mimero de microorganismos

Tiempo

Fuente: Introduccién a la Microbiologia VERA GARCIA.

1.1.1 Fase logaritmica: Periodo de adaptacion al medio. En este tiempo los
microorganismos se adaptan al nuevo entorno, tomando los nutrientes necesarios
para iniciar el proceso de divisibn. Los microorganismos se encuentran
metabdlicamente muy activos pero la poblacién se mantiene temporalmente sin

aumentar. El tiempo de esta fase dependera del tamafio del in6culo [25].

1.1.2 Fase Exponencial: Etapa en la que los microorganismos se dividen y crecen
en forma exponencial, con una velocidad maxima de crecimiento y un tiempo
minimo de generacion. En esta etapa los microorganismos consumen a velocidad
méaxima los nutrientes del medio, sin embargo los microorganismos son muy

sensibles a las condiciones adversas [24].

1.1.3 Fase Estacionaria: En ella no se incrementa el numero de
microorganismos. Durante esta fase se produce una acumulacion o liberacion de
metabolitos secundarios. Los microorganismos entran en fase estacionaria puesto

que se agota algun nutriente esencial del medio, o porque los productos de
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desecho que han liberado durante la fase exponencial hacen que el medio sea
inhGspito para el crecimiento microbiano [25].

1.1.4 Fase de Muerte: Los microorganismos ya no crecen ni realizan actividades
metabolicas, esta fase continua hasta que la poblacion disminuye a una pequefia
fraccion de células mas resistentes o0 hasta que todos sus integrantes mueren. En

ocasiones los microorganismos involucionan y se hace dificil su identificacion.

Los requerimientos para el crecimiento microbiano pueden dividirse en dos
categorias; fisicos y quimicos. En el presente trabajo se estudiara el aspecto
quimico, influyendo sobre estos la fuente de carbono orgénico y nitrégeno. Otro
aspecto de gran importancia es el pH sobre el microorganismo, el cual puede
variar en un rango de 2 < pH < 11. En general los microorganismos que toleran pH

acidos no toleran pH alcalinos y viceversa [26].

1.2 Chlorella vulgaris

Chlorella sp. pertenece al reino eucariota en la divisién Chlorophyta o algas verdes
[27], de la especie vulgaris. Es un alga verde unicelular, de agua dulce, de forma
esférica (figura 2), cerca de 2 a 10 micrones de diametro [28]. Comparada con
otras plantas, C. vulgaris Beijerinck 1980 tiene una alta concentracion de clorofila;
esto significa que mediante el proceso de la fotosintesis, puede capturar CO;, y

asimilar la energia solar para producir biomasa.

Los pardmetros mas importantes que regulan el crecimiento de C. vulgaris son:
disposicion y calidad de nutrientes, energia luminica, pH, turbulencia y

temperatura [29].

20



Estudios realizados de C. vulgaris [30, 31, 32], confirman la capacidad de crecer
en condiciones autotréficas, heterotréficas y mixotroficas, sin embargo se ha
mostrado una mayor productividad de biomasa en el cultivo mixotréfico [33].
Figura 2: Células de C. vulgaris en cultivo autotréfico (1000x).

Fuente: los autores

1.3 AUTOTROFIA

Los organismos autotréficos son capaces de sintetizar todas las sustancias
esenciales para su metabolismo. Para su crecimiento requieren de energia
luminica, fuentes organicas de carbono y nitrégeno (dioxido de carbono y nitrato
respectivamente), agua, nutrientes, trazas de algunos elementos y turbulencia
[34].

Los autotrofos se pueden subdividir en dos grupos: fotoautotrofos vy
guimioautétrofos, clasificacion que se hace de acuerdo a la forma en la que se
obtiene la energia para su metabolismo. Los organismos que no son autétrofos se

conocen como heterotrofos [27, 35].

1.4 HETEROTROFIA

Las microalgas que presentan comportamiento heterotréfico, asimilan fuentes de

carbono organico, para cubrir sus necesidades energéticas y ser capaces de
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crecer en completa oscuridad. Las sustancias organicas respiradas por las

mitocondrias utilizan el oxigeno como aceptor de electrones [35,36].

Los compuestos organicos que utilizan las mitocondrias para su respiracion son la
glucosa, el acetato o el glicerol, que son sustancias de moléculas pequefias, ya
que las microalgas no son capaces de metabolizar moléculas grandes como las

proteinas [37].

1.5 MIXOTROFIA

El crecimiento mixotréfico es la asimilacion de carbono organico en presencia de
luz, integrando la fijacion de CO,, en donde los metabolismos celulares
(fotosintéticos y fosforilacion oxidativa) funcionan simultdneamente, produciendo

altas concentraciones de biomasa [38-6].

1.6 METABOLISMO DEL CARBONO

C. vulgaris puede desempefiarse como un organismo fotosintético para producir
oxigeno, utilizando luz como fuente de energia y sintetizar moléculas organicas a
partir de diéxido de carbono y agua [39]. Las células almacenan energia luminica
en los fotosistemas durante su exposicion a la luz; esta energia sera utilizada

posteriormente en su metabolismo cuando se encuentre en la oscuridad [22].

Segun Sirett et al. [40] la luz estimula la incorporacion del acetato en lipidos e

incrementa la sintesis de proteinas y carbohidratos.
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1.7 ASIMILACION DE ACIDO ACETICO

El 4cido acético al ser un &cido débil no se ioniza por completo en el agua, al
ocurrir la disociaciéon se encuentra tanto el acido no ionizado como los iones

hidronios (K ™). La ecuacion 1 muestra la disociacion que ocurre en el acido

acético, para la formacién del ion acetato [41].

CH,COOH,,, —>—CH,COO™ +H,, (1)

(ac)

Segun Pérez et al [42], la asimilacion del acido acético se comporta igual que el

acetato.

Las microalgas en especial C. vulgaris utiliza el ion acetato como fuente de
carbono organico en la produccion de lipidos [43]. Para ello es necesario convertir
el ion acetato en acetil-CoA ecuacion 2, esta reaccion es llevada a cabo en el

citoplasma.

CH,COOH" + CoA — AcetilCoA ()

La asimilacién del acetil-CoA se realiza mediante dos rutas metabdlicas. Para la
primera ruta el acetil-CoA entra al ciclo del glioxilato y asi formar malato en las
glixosomas. En la segunda ruta el acetil-CoA es convertido en citrato utilizando el
ciclo del acido tricarboxilico (TCA) [44], para que ocurra esta reaccion es
necesario utilizar la coenzima citrato sintasa (CS), y asi convertir el oxaloacetato

en citrato, ecuacion (3).

AcetilCoA + oxaloacetato +H,0 —€2 Citrato + CoA (3)

El oxaloacetato requerido en la ecuacion 3 se forma a partir de malato-L y

dinucleétido de adenina nicotinamida (NAD")en presencia del malato-
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deshidrogenasa (L-MDH). En esta reaccion, (NAD")se reduce a NADH, ecuacion

4.

LMalato + NAD* —&"2% 5 Oxaloacetato + NADH + H* 4)

Las microalgas utilizan el ion acetato como fuente de carbono y energia para el
crecimiento en la oscuridad [45, 46], esto se conoce como cultivo heterotroéfico.
Cuando C. vulgaris esta expuesta a un régimen heterotroéfico, el carbono organico
es incorporado mas rapido en la célula produciendo lipidos, carbohidratos y
proteinas, demostrando asi que el acetil-CoA no es obtenido a partir del piruvato,

sino del ion acetato [47].

1.8 ASIMILACION Y/O RELACION NITROGENO

El nitrato es una fuente importante de nitrégeno; causa un fuerte impacto en el
metabolismo y crecimiento de las plantas en general [43], ademas la limitacion de
este compuesto cambia significativamente la composicién del microorganismo.
[48], siendo este un factor de estrés para el crecimiento de microalgas. Se ha
demostrado que Chlorella sp. cuando se cultiva en medios pobres en nitrégeno,
pero con suficiente luz y / o de fuentes organicas de carbono acumulan grasa o

almidon en las células [49].

Para la asimilacion de nitratos la célula debe transportarlo a través de las
membranas y asi reducirlo en amonio, consumiendo grandes cantidades de
energia, carbono y protones para el proceso llevado a cabo [50]. Estudios de
plantas y microalgas sugieren que solo dos enzimas, la nitrato reductasa y el nitrito

reductasa, trabajan secuencialmente para catalizar nitrato en amonio [51,52].
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Otros aspectos de gran importancia para la asimilacién de nitrato son las variables
ambientales, luz y/o oscuridad [53, 54, 55]. En el caso de la oscuridad Ila
asimilacion de nitratos tiene un efecto negativo, en cambio en microalgas

cultivadas con luz el nitrato se asimila con mayor rapidez [56].
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 DIAGRAMA DEL PROCESO

El diagrama del proceso mostrado en la figura 3 tiene como objetivo ilustrar de

forma general el procedimiento llevado a cabo durante el desarrollo de esta tesis.

Figura 3: Diagrama de bloques del proceso

f — a2 [ Montajey

Inoculo de Definicion puesta en

Chlorella D del rango de l:> marcha del
Vulgaris U | _ proceso

Fo- N '

Tratamiento <:| Variacion de Caracterizacion
de datos nutrientes de la microalga

L9 o L

Fuente: Los autores

2.1.1 Diagrama de funciones de la parte experimental: A continuacion se
presenta la descripcién del proceso a escala laboratorio y las condiciones de
operacion para el crecimiento celular de la microalga C. Vulgaris, en funcién del

acido acético como fuente de carbono.

Se realiz6 un cultivo utilizando nueve fotobioreactores, con un volumen de trabajo
de dos litros de medio Bold Basal (Anexo B), con una concentracion celular inicial
de 0,40 g/L, manteniendo una aireacion constante. Tomando como referencia la
maxima concentracion de acido acético en el vinagre (0,833M), se procedié a
realizar el proceso mostrado en la figura 4. Para el primer montaje se tomé un

fotobioreactor, adicionando 0,84mM de &cido acético; al procedimiento
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mencionado se realizaron dos replicas con el fin de analizar su comportamiento y
crecimiento; asi mismo se tomé un segundo fotobioreactor agregando 2,52mM de
acido acético, finalmente en un tercer fotobioreactor se adicion6 4,20mM de acido
acético. También se modificé la cantidad de solucion de nitrato de sodio a OmM, y
1,47mM y 2,94mM a estas concentraciones, con el fin de encontrar la relacion
carbono/nitrégeno adecuada para mejorar la productividad de biomasa de C.

vulgaris.

Figura 4: Descripcion del proceso y condiciones de operacionl.

Inoculo: Chiorella Vulgaris
Medio: Bold Basal
Temperaturaambiente-23°C
Concentracion [inicial]=0,4g/L
Variacidn de nitrégeno: OmM;
1,47mM;2,94mM;

! | !

Acido acdtico Acido acético Acido acético
0,84mM 2,52mM 4,20mM

A
Caracterizacidn:
nH

Densidad dptica
Clorofila

Fuente: Los autores

A partir de los datos y analisis obtenidos en la primera etapa del proceso se
encontré un intervalo en el cual hay mayor productividad de biomasa al variar
acido acético y nitrato de sodio. Por lo tanto se plante6 nuevas condiciones de

operacion como se muestra en la figura 5.
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En esta segunda etapa del proceso se realizd el mismo procedimiento

anteriormente descrito, para las nuevas concentraciones.

Figura 5: Descripcién del proceso y condiciones de operacion 2.

Inoculo: Chiorella Vulgaris
Mcedio: Bold Basal

Temperatura ambiente-23°C
Concentracion [inicial]= 0.4g/L
Variacién de nitrégeno: 1,83mM,
2,10mM; 2,42mM.

|
! } !

Acidoacético Acido acético Acidoacético
1,26mM 1,68mM 2,10mM

| | |
l

Caracterizacién:
pH

Densidad éptica
Clorofila

Fuente: Los autores

La mayoria de las especies de microalgas toleran temperaturas entre 16 y 27°C
esto puede variar de acuerdo a la composicion del medio de cultivo o la especie
cultivada [57]. Las microalgas se cultivaron a una temperatura de 23°C; la
aireacion se logra por medio de dispersores de 2,5cm de diametro, lo cual es
necesario para prevenir que las células se sedimenten o se adhieran a las paredes
del fotobioreactor, asegurando que todas las células estén igualmente expuestas a
la luz y a los nutrientes, para mejorar el intercambio de gases entre el medio de

cultivo y el aire [18].
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Las microalgas fueron cultivadas bajo luz artificial continua durante un periodo de
12h, utilizando tubos fluorescentes marca Opalux de 11w, proporcionando una

distribucion de luz homogénea, luego fueron sometidas a 12h de oscuridad.

2.2. INOCULO

Se trabajé con Chlorella vulgaris UTEX 1803, perteneciente al Orden Chlorellales
obtenida en la coleccién de cultivo de algas de la Universidad de Texas (Austin,
Texas, USA). Las microalgas se mantuvieron en crecimiento en medio Bold Basal,

en un pH neutro y a 23°C.

2.3 FOTOBIOREACTOR

Los fotobioreactores a escala laboratorio son botellas de plastico con capacidad
de 2%L, 32 cm de diametro, y un volumen de cultivo de 2L, el cual fue

implementado para cada tratamiento.

2.4 ACIDO ACETICO

Se utilizé acido acético glacial al 99,8% de pureza, densidad de 1,049 g/L. Para la
preparacion de la fuente de carbono se tomo como referencia la méaxima

concentracion del acido acético contenida en el vinagre 0,833M.

2.5 CARACTERIZACION

2.5.1 Concentracion de biomasa: Para cada concentracion se tomaron 6mL de
cultivo (original y réplica), diluyendo cada muestra tres veces con 3mL de agua
destilada y luego se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 500nm en un
espectrofotometro (Anexo A). Las muestras se tomaron cada 12 horas para hacer
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su respectivo analisis. La concentracion celular se determiné de acuerdo a la Ley

de Beer Lambert:

Abs = KXL (5)

Donde, Abs es la Absorbancia, K es el Coeficiente de extincion molar, X es la

concentracion y L es el espesor de la cubeta.

2.5.2 Determinacion de concentracion celular por contenido de Clorofila:
Para preparar el pellet, se tomaron 10mL de cultivo y se centrifugaron a 3400rpm
durante 7 minutos. Posteriormente se elimino el sobrenadante y se adicionaron
3ml de etanol al pellet, se calenté durante 5 minutos en bafio maria. Después del
bafio se llevo el volumen hasta 5mL, finalmente se midi6 su absorbancia a una

longitud de onda 650nm y 665nm en un espectrofotémetro (Anexo A).

Clorofila a+b=(4,0 x Aggs )+ (25,5 x Aggy ) (6)

2.5.3 Determinacion del pH: De cada fotobioreactor se tomo una pequefia
muestra de cultivo para hacerle un analisis de pH, con la ayuda de un pH-metro
(anexo A), con el fin de comprender el comportamiento de la microalga, las
mediciones se realizaron cada 24 horas.

2.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis estadistico se utilizé el software STATISTICA 7, utilizando
varianza factorial (ANOVA), para analizar la influencia del carbono y el nitrégeno,
involucrados en la productividad de biomasa de C. vulgaris en cultivos
mixotréficos, para 5 niveles de acido acético y 6 niveles de nitrdgeno, teniendo
como variable de respuesta para el primer andlisis la productividad de biomasa, y

para el segundo la concentracion de clorofila total en el cultivo.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

A continuacion se puede apreciar el comportamiento y la concentracién de la
microalga C. vulgaris, en los diferentes tratamientos de acido acético, variando el

nitrato durante la fase experimental (120 horas).

Figura 6: Produccién de biomasa durante los 5 dias de cultivo (120 horas). (a)
Concentracion 0,89mM &cido acético. (b) concentracion 2,52mM &cido acético.

Concentracion de Biomasa 0,89mM acido acético
3,0
=== MM N Inicial
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Concentracion de Biomasa 2,52mM acido acético
3,0
=== mM N Inicial
2,5

efil=1,47mM N Inicial
2,0 | =#=2,94mMN Inicial
Blanco

Biomasa [g/L]
=
wn

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135
Tiempo [h]

Fuente: Los autores

(b)
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Figura 7: Produccion de biomasa de la tasa de mejoramiento durante los 5 dias
de cultivo (120 horas). (a) Concentracion 1,26mM acido acético. (b) concentracion
1,68mM acido aceético. (c) Concentracién 2,10mM acido acético.
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Concentracion de Biomasa 2,10mM Acido Acético
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En la figura 8 se comparan las productividades después de cinco dias de cultivo a
partir de las diferentes concentraciones iniciales de 4cido acético/nitrato. Como se
puede observar, en todos los tratamientos de nitrdgeno al aumentar la
concentracion de &cido acético hasta 4,20mM ocurre una disminucion en la
productividad de biomasa,; esta reduccion del crecimiento posiblemente se debe a
la inhibicibn de algun proceso metabdlico o la limitacion de algun nutriente
esencial por la interferencia de la concentracion de acido acético utilizado [57]. Al
utilizar concentraciones de 0,84mM; 2,52mM de acido acético y 1,47mM; 2,94mM
de nitrogeno, la productividad no presenta una discrepancia en el crecimiento
celular, por tal motivo se disefia una nueva metodologia en el intervalo de estos

datos, con el fin de analizar el comportamiento de la microalga.
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Figura 8: Productividad de biomasa para condiciones iniciales de acido acético/
nitrato.

Productividad de biomasa para diferentes condiciones iniciales de
acetato/ nitrato
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Fuente: Los autores

Como se puede apreciar en la figura 9 cuando se inocula la microalga con &cido
acético el pH desciende hasta que la capacidad de carga del medio se estabiliza.
En ese momento la microalga empieza a disociar el acido acético en exceso
presente en el medio, permitiéndole asi asimilar el ion acetato, presentando un
aumento de pH y finalmente estabilizandose en un rango de 8 y 9; tal como
aparece en la literatura [41].

Para conocer como es la asimilacion del acido acético se realiza un blanco de pH
(medio Bold Basal y acido acético). Se puede apreciar que al momento de agregar
la fuente organica al blanco, hay una caida de pH y posterior estabilizacion de este
sin sufrir grandes cambios, lo que indica que la microalga es la que realiza el

proceso de disociacidon del acido en exceso en los diferentes tratamientos.
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Figura 9: Comportamiento de pH
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Observando los diferentes resultados, mostrados en la figura 10 las mejores tasas
de productividad corresponde al tratamiento con 1,68mM de &cido acético en las
diferentes concentraciones de nitrato (1,83; 2,10; 2,42mM).

Al comparar las productividades de 0,84; 4,20mM de &acido acético y 1,47mM,;
2,94mM de nitrato mostrados en la figura 8 con respecto a la mayor productividad
obtenida en el nuevo rango de estudio (1,68mM de acido acético y 2,10mM de
nitrato), no hay diferencia considerable, por tal motivo se puede decir que se
encontré una zona donde hay un buen crecimiento de biomasa y no un maximo
local como ocurre cuando se utiliza acetato de sodio como fuente de carbono

organico para la productividad de biomasa[42].
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Figura 10: Mejoramiento de la tasa de productividad de biomasa para acido
acético/nitrato.
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Fuente: Los autores

Para comprobar si el cultivo se comporta de manera mixotréfica, se realiz6 un
analisis de la productividad de clorofila, este es presentado en las siguientes

figuras; tanto para las condiciones iniciales como para el mejoramiento propuesto.

De acuerdo a la productividad de clorofila a+b observada en las graficas 11 se
evidencia un descenso en las concentraciones de la clorofila con respecto al
blanco en los diferentes tratamientos. Esto ocurre debido a una menor secuestro
de CO, ya sea inorganico proveniente del aire inyectado o generado a partir del
metabolismo celular, preponderando el sistema heterotrofico.
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Figura 11: Productividad de clorofila
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Figura 12: Productividad del mejoramiento de clorofila.
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La figura 12 representan la cantidad de clorofila a+b presente en C. vulgaris para

el mejoramiento de la tasa de biomasa, en la cual se observa un aumento en la

cantidad de clorofila producida por la microalga. La productividad de clorofila en

este caso es mas cercana al blanco. Al aumentar la concentracion de nitrato para
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las diferentes tratamientos de acido acético existira un aumento en la clorofila
dado que a mayor concentracion mayor fotosintesis; esto a su vez no significa que
la cantidad de clorofila por célula sea constante, pues en lo observado se vio que
la biomasa aumentaba aun cuando la concentracion de clorofila disminuia.

C.vulgaris aumenta su actividad metabdlica, cuando los tratamientos son
ajustados a estos nuevos rangos, demostrando que la microalga se comporta
mixotréficamente, 1o cual nos indica una mayor asimilacién de diferentes fuentes

de carbono en presencia de luz.

3.1 ANALISIS ESTADISTICO

3.1.1 Variable de respuesta: Productividad de biomasa.

Inicialmente se aplicé una prueba de homogeneidad de varianza del efecto acido
acético/nitrato sobre la productividad, como se muestra en la Tabla 1, empleando
el software STATISTICA 7, de este analisis se concluyé que los valores de la
variable de respuesta no estan dispersos dentro de un mismo tratamiento
(p>0,05), esta homogeneidad se presenta en todos los intervalos de concentraciéon

de &cido acético y nitrato propuestos.

Tabla 1: Prueba de homogeneidad de varianza para el dia 5 (tarde)

Concentracion 0,89; 2,52mM de acido acético y 0; 1,47; 2,94mM de nitrégeno
Prueba de Homogeneidad de Varianza (dia 5 medicién de la tarde)

Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
28,75981 0,507586 7,486916 5 0,186872 Sl

Concentracion 1,26; 1,68; 2,10mM de acido acético y 1,83; 2,10; 2,42mM de nitrégeno

Prueba de Homogeneidad de Varianza (dia 5 medicién de la tarde)

Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
16,42075 0,248113 5,053501 8 0,751843 SI

Fuente: Los autores
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Posteriormente se aplico la prueba de significancia para determinar si los
tratamientos, acido acético y nitrato de forma individual y su interaccion tienen
significancia sobre la variable de respuesta; los resultados se pueden observar en
la Tabla 2, donde los valores en rojo indican que se presenta una significancia,
como es el caso del nitrégeno, asi mismo la relacion entre acido acético y nitrato esta

siendo significativos para la variable de respuesta.

En la figura 11a se presenta un comportamiento heterotrofico en los 5 dias de
corrida para las diferentes concentraciones, es decir, la microalga alcanza mayor
productividad en el periodo de oscuridad. Asimismo se puede inferir que la
productividad para 1,47; 2,94mM de nitrato y 0,84mM; 2,52mM de acido acético no
presentan una diferencia significativa, razén por la cual se evalio un nuevo
intervalo presentado por la figura 11b, observandose un comportamiento
mixotrofico. La mayor, produccion de biomasa se obtiene en 1,47mM de nitrato y

2,52mM de acido acético, corroborando los resultados anteriores.

Tabla 2: Prueba de significancia para la productividad de biomasa para el dia 5
(tarde)

Concentracion 0,84; 2,52mM de acido acético y 0; 1,47; 2,94mM de nitrégeno

Prueba de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dfa 5 medicion de la tarde)

EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 114,9981 1 114,9981 580,0709 0,000000 Sl
ACIDO ACETICO 0,0084 1 0,0084 0,0426 0,840016 NO

NITRATO 1,6556 2 0,8278 4,1756 0,042029 SI
ACIDO ACETICO/NITRATO 0,1738 2 0,0869 0,4384 0,654975 NO
ERROR 2,3790 12 0,1982

Concentracion 1,26; 1,68; 2,10mM de 4cido acético y 1,83; 2,10; 2,42mM de nitrégeno

Prueba de significancia para productividad de biomasa (g L™ dia™) (dia 5 medicién de la tarde)

EFECTO SS GL MS F p SIGNIFICANTE
INTERCEPTO 139,8575 1 139,8575 406,1287 0,000000 SI
ACIDO ACETICO 0,9563 2 0,4781 1,3884 0,274935 NO
NITRATO 1,8536 2 0,9268 2,6912 0,094937 NO
ACIDO ACETICO/NITRATO 0,0722 4 0,0181 0,0524 0,994383 NO
ERROR 6,1986 18 0,3444

Fuente: Los autores
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Figura 13: (a) Efecto acido acético/nitrato sobre productividad dia 5 (tarde). (b)
Mejoramiento Efecto &cido acético/nitrato sobre productividad dia 5 (tarde).
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3.1.2 Variable de respuesta: Concentracion de clorofila total.

Empleando la prueba de homogeneidad de varianza sobre la clorofila como se
muestra en la Tabla 3, se concluye que para las muestras de 0,84 y 2,52mM de
acido acético presenta homogeneidad de varianza entre los tratamientos, sin
embargo cuando se trabaja con concentraciones de 1,26; 1,68; 2,10mM &cido

acético los valores de la variable de respuesta estan dispersos dentro de un
mismo tratamiento.

Tabla 3: Prueba de homogeneidad de varianza para el dia 5 efecto acido
acético/nitrato sobre la concentracién de clorofila total (mg/L)

Prueba homogeneidad de varianza (dia 5)
Efecto: Acido acético/Nitrato sobre la clorofila (mg/L)
Concentracién 0,84; 2,52mM de acido acético y y 0; 1,47; 2,94mM de nitrégeno

Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sar. varianza
83,66753 0,563851 8,318092 5 0,139554 SI
Concentracion 1,26; 1,68; 2,10mM de acido acético y 1,83; 2,10; 2,42mM de nitr6geno
Hartley Cochran Bartlett GL p Homogeneidad de
F-max. C Chi-Sqr. varianza
1826,727 0,640743 30,48829 8 0,000173 NO
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En la prueba de significancia mostrado en la tabla 4 se puede inferir que la

relacion entre acido acético y nitrato presenta significancia en la productividad

clorofila y produccién de biomasa en los diferentes tratamientos.

Tabla 4: Prueba de significancia para la concentracion de clorofila total (mg/L) en

el dia 5.

Efecto: Acido acético/Nitrato sobre la clorofila (mg/L)

Concentracion 0,84; 2,52mM de acido acético y 0; 1,47; 2,94mM de nitrégeno

EFECTO
INTERCEPTO
ACIDO ACETICO
NITRATO
ACIDO
ACETICO/NITRATO
ERROR

SC GL MC
90090,11 1 90090,11
603,27 1 603,27
1170,55 2 585,27
249,37 2 124,69
1905,50 12 158,79

E
567,3487
3,7992
3,6858
0,7852

o)
0,000000
0,075040
0,056506
0,478107

Resultado

Sl
NO
NO
NO

Concentracion 1,26; 1,68; 2,10mM de 4cido acético y 1,83; 2,10; 2,42mM de nitrégeno

EFECTO
INTERCEPTO
ACIDO ACETICO
NITRATO
ACIDO ACETICO/NITRATO
ERROR

SC GL MC
233982,4 1 2339824
74,1 2 37,0
41,9 20,9
119,7 4 29,9
3230 18 17,9

Fuente: Los autores
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Figura 14: (a) Efecto acido acético/nitrato sobre la clorofila dia 5 (tarde) y (b)
mejoramiento del efecto acido acético/nitrato sobre la clorofila dia 5 (tarde).
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4. CONCLUSIONES

Se encontré un rango de operacion a escala laboratorio donde se presenta mayor
productividad de biomasa C. vulgaris, cuando se inyecta acido acético como
fuente de carbono organico.

La mayor productividad de biomasa de C. vulgaris a escala laboratorio se presenta
en un rango de concentracion entre 0,84; 2,52mM de acido acético y 2,94;
5,88mM de nitrato, cuando se inyecta acido acético como fuente de carbono

organico.

Del analisis estadistico se puede inferir que el acido acético y nitrato de forma
individual y su interaccion tienen significancia en la productividad de biomasa,

haciendo de esta una alternativa viable para su cultivo.

Se demostro que hay diferencia en la asimilacion cuando se utiliza 4cido acético y
acetato de sodio, ya que al disociarse el acido disminuye el pH del medio, lo cual
tiene el potencial de inhibir el crecimiento celular, sin embargo la productividad

entre estas dos fuentes de carbono organico no es significativo.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda para futuras investigaciones estudiar el efecto que tienen las
diferentes concentraciones de acido acético y nitrato en la deposicién de lipidos,
carbohidratos y proteinas, con el fin de comprobar que tan Gtiles son para la

produccion de biocombustibles.

Para confirmar el consumo total del &cido acético suministrado a los cultivos de C.
vulgaris se sugiere realizar un seguimiento de la disociacion del ion acetato en el

medio de cultivo.

Se aconseja analizar diferentes ciclos de luz/oscuridad (6:18, 0:24), para el rango
encontrado (0,84; 2,52mM de acido acético y 2,94; 5,88mM de nitrato), para
corroborar el comportamiento heterotréfico del cultivo y la posibilidad de aumentar

las productividades.
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ANEXOS

ANEXOS A: EQUIPOS

Figura: A Equipos empleados

M ESPECTROFOTOMETRO
i Spectroquant® Pharo 300,un rango de longitud de onda
— de 190-1100 nm.

BALANZA ANALITICA

! Serie 320XB, marca Precisa Gravimetrics AG, max. 220
=, ge=0,001, min. 0,01 g d=0,0001 g.

pH- METRO
Handylab pH 11 SCHOTT Instruments

CENTRIFUGADORA

PowerSpin™ MX, velocidad variable 1000 a 3400 rpm,
rotor para 24 tobos de 2 a 10 ml.

HORNO

Marca WTC binder, 115V 60 Hz, 1,20 kW, temperatura
maxima 300 “C.

PLACADE CALENTAMIENTO
Modelo MSH-20D

DESECADOR
Desecador con gel de silice.

N
«
L B
S

COMPRESOR
Potencia 350 watts. 1650 rpm

. AUTOCLAVE CILINDRICA
- Capacidad 24 litras , Madela 25-X

Microscopio digital HIROX, KH7700
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ANEXOS B: MEDIO DE CULTIVO BOLD BASAL

Tabla B 1: Preparacion de las soluciones Stock

Macronutrientes

Soluciones Stock Para 400 mL
(1) NaNOs 1009
(2) MgS0,4.7H,0 309
(3) NaCl 109
(4) K2HPO, 309
(5) KH,PO, 7,09
(6) CaCl,.2H,0 1,09
Micronutrientes
Soluciones Stock Parall
(7) ZnS0O4.7H0 8,829
MnCl,.4H,0 1,44 g
MoO3; 0,71 g
Soluciones de CuS0.4.5H,0 15749
elementos de Co(NOs3),.6H,0 0,499
traza (autoclave (8) HaBO3 11,42 g
para disolverse) (9) EDTA 50,0 g
KOH 31,09
(10) FeS0,4.7H,0 4,98 g

H,SO, (concentrado) 1,0 mL
Medio Bold Basal

Soluciones Stock Para 1L
Macronutrientes 10,0 mL de cada uno
Micronutrientes 1,0 mL de cada uno

Para los cultivos mixotréficos se varié la cantidad de Stock 1 (solucion de NaNO3).
Con el fin de obtener concentraciones de 0; 2,94; 3,67; 4,41; 5,14 y 5,88mM de

nitrégeno con relacion al medio Bold Basal original.
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ANEXOS C: CALCULO DEL COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION

Tabla C 1: Variacion de la absorbancia con la concentracion de la muestra.

0 0

1 0,807
0,5 0,434
0,25 0,233
0,125 0,117

Figura C 1: Grafica de los datos de absorbancia en funcidén de la concentracion,

para el célculo del coeficiente masico de extincion.
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1,00
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0,60 /

y = 0,8006x + 0,018
- / R2=0,9977
0,20
0,00 /

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

Absorbancia

Concentracion [g/l]

53



	INTRODUCCIÓN
	1. MARCO TEÓRICO
	1.1 CRECIMIENTO MICROBIANO 
	1.5 MIXOTROFÍA 
	1.6 METABOLISMO DEL CARBONO
	1.7 ASIMILACIÓN DE ÁCIDO ACÉTICO
	1.8 ASIMILACIÓN Y/O RELACIÓN NITRÓGENO 

	2. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL
	2.1 DIAGRAMA DEL PROCESO
	2.1.1 Diagrama de funciones de la parte experimental: A continuación se presenta la descripción del proceso a escala laboratorio y las condiciones de operación para el crecimiento celular de la microalga C. Vulgaris, en función del ácido acético como fuente de carbono.

	2.2. INÓCULO
	2.4 ÁCIDO ACÉTICO
	2.5 CARACTERIZACIÓN
	2.5.1 Concentración de biomasa: Para cada concentración se tomaron 6mL de cultivo (original y réplica), diluyendo  cada muestra tres veces con 3mL de agua destilada y luego se midió la absorbancia a una longitud de onda de 500nm en un espectrofotómetro (Anexo A). Las muestras se tomaron cada 12 horas para hacer su respectivo análisis. La concentración celular se determinó de acuerdo a la Ley de Beer Lambert:
	2.5.2 Determinación de concentración celular por contenido de Clorofila: Para preparar el pellet,  se tomaron 10mL de cultivo y se centrifugaron a 3400rpm durante 7 minutos. Posteriormente se elimino el sobrenadante y se adicionaron 3ml de etanol al pellet, se calentó durante 5 minutos en baño maría.  Después del baño se llevó el volumen hasta 5mL, finalmente se midió su absorbancia a una longitud de onda 650nm y 665nm en un espectrofotómetro (Anexo A).
	2.5.3 Determinación del pH: De cada fotobioreactor se tomo una pequeña muestra de cultivo para hacerle un análisis de pH, con la ayuda de un pH-metro (anexo A), con el fin de comprender el comportamiento de la microalga, las mediciones se realizaron cada 24 horas.

	2.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	3. RESULTADOS Y ANÁLISIS
	3.1 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
	3.1.1 Variable de respuesta: Productividad de biomasa. 


	4. CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXOS

