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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL EFECTO DE LAS VINAZAS EN LA COMPOSICION DE
Chorella vulgaris UTEX 1803 PARA LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES
Y PRODUCTOS DE VALOR AGREGADO*

AUTOR: OMAR ALFREDO RIOS CARDENAS**

PALABRAS CLAVE: heterotrofico, inoculacién, vinaza, bioreactor.

CONTENIDO:

Se evalu6 el cambio en la composicion de metabolitos en Chlorella vulgaris UTEX 1803 cultivada
en vinazas a escala laboratorio. Se realizaron 5 tratamientos diferenciandose en la forma de
inoculacién: microalga diluida: vinazas (D1=1:4 y D2=1:10) y concentrada mediante centrifugacion
Cl1= 0,5 g/L, C2= 1 g/lL y C3= 1,5 g/L. Todos los tratamientos se realizaron en bioreactores
plasticos de 2,5 litros con un volumen de trabajo de 2 litros a 25+1°C, con un flujo continuo de aire
y en total oscuridad durante 18 dias.

En los 10 primeros dias se aprecia un rapida produccién de biomasa en todos los tratamientos,
logrando una productividad promedio de 0,87g/L*d, después de este dia la productividad de
biomasa comienza a disminuir, alcanzando una produccion promedio de 11,8g/L al 16° dia.
Durante los primeros 8 dias se observa una disminucion en la concentracion de la mayoria de los
metabolitos para todos los tratamientos, esto debido a un periodo de adaptacion de las microalgas
al nuevo medio de cultivo. A partir del 10° dia la concentracion de los metabolitos en la biomasa
empieza a aumentar hasta estabilizarse alrededor del 16° dia, alcanzando valores maximos
promedios de: proteinas 48,95%, xilosa 2,88%, glucosa 7,82%, arabinosa 4,54%, fructosa 8,28% vy
lipidos 1,83%, siendo poco significativa la diferencia de los valores para los distintos tratamientos.

Este estudio comprobé que las vinazas son un excelente medio de cultivo para la Chlorella
vulgaris y presenta poca variacion en la composiciéon y productividad de la biomasa con respecto a
la forma de ser inoculadas, las cuales podrian ser aplicadas en procesos industriales debido a su
cultivo heterotréfico similar al cultivo de levadura en procesos fermentativos.

* Proyecto de Grado. Modalidad investigacion.

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov. Co-director: Biol. Andrés Barajas
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE EFFECT OF VINASSES ON Chlorella vulgaris UTEX
1803 COMPOSITION FOR BIOFUELS PRODUCTION AND VALUE-ADDED
PRODUCTS *

AUTHOR: OMAR ALFREDO RIOS CARDENAS**

KEYWORDS: heterotrophic, inoculation, vinasses, bioreactor.

CONTENTS:

Changes in the composition of metabolites in Chlorella vulgaris UTEX 1803 cultivated vinasses
laboratory scale were assessed. Five treatment with different inoculation were performed: dilute
microalgae: vinasses (D1 = D2 = 1:4 and 1:10) and concentrated microalgae by centrifugation C1 =
059g/L C2=1¢9g/Land C3 =15 g/ L. All treatments were performed in 2.5 liter plastic
bioreactors with a working volume of 2 liters at 25 £ 1 ° C, continuous air flow and total darkness for
18 days.

In the first 10 days a speedy production of biomass in all treatments can be appreciated achieving
an average productivity of 0.87 g/ L * d, after the 10th day biomass productivity begins to decrease
reaching an average production of 11.8 g / L at 16th day. During the first 8 days a decrease in the
concentration of most of the metabolites for all treatments can be perceived, this due to an adaptive
period to a new culture medium for the microalgae. From day 10 the concentration of metabolites in
the biomass starts to increase until it stabilizes around the 16th day reaching maximum average
values of: 48.95% protein, 2.88% xylose, 7.82% glucose, 4.54% arabinose, 8.28% fructose and
1.83% lipids, with slight difference in the values for the different treatments.

This study verified that vinasses are an excellent culture medium for Chlorella vulgaris and shows
slight variation in the biomass composition and productivity regarding how to be inoculated, which
could be applied in industrial processes due to its heterotrophic culture similar to the yeast culture in
fermentation processes.

* Working Grade. Research mode.

**  Physicochemical Engineering Faculty. School Of Chemical Engineering. Director: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov. Co-director: Biol. Andrés Barajas
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INTRODUCCION

El desarrollo social sostenible requiere de vias tanto econdmicas como
ecologicamente aceptables para la produccion de energia y combustibles
(Douskova et al, 2010). Actualmente, el incremento poblacional, la
industrializacion y la expansion de la agricultura han traido consigo el aumento
dramatico en la demanda de agua de calidad, escasa debido a la limitacion de
recursos hidricos (Farril et al., 2003); la produccién a gran escala de las aguas
residuales es una consecuencia inevitable de las sociedades contemporaneas, la
cual ha dejado una huella en los ciclos bioquimicos globales, principalmente del
nitrégeno y fosforo (Aslan et al., 2006), ademas las altas concentraciones de
carbono y otros nutrientes presentes en las aguas residuales, han saturado la
capacidad de los ecosistemas para lidiar con estos efluentes (Boursier et al., 2005;
Olguin, 2003). La composicion de las aguas residuales varia profundamente,
haciendo cada vez mas dificil un disefio unificado para su tratamiento; esto se
debe a que diferentes industrias descargan sus residuos en piscinas o lagos
comunitarios, haciendo mas dificil el tratamiento de estas (de Bashan et al.,
2004a), consecuentemente la emisiébn de estas aguas residuales genera una
amenaza constante al suministro global de agua fresca (Montaigne & Essick,
2002), y genera la eutrofizacion (crecimiento excesivo de algas y/6 otros
organismos como respuesta a una concentracion excesiva de nutrientes en rios,
lagos y mares a nivel mundial) (Lau et al., 1997; Trepanier et al., 2002),
provocando una pérdida masiva de organismos acuaticos tales como peces, aves
y eventualmente, la pérdida total del ecosistema (An et al., 2003). Para evitar este
tipo de problemas han surgido una serie de normas ambientales que regulan los
niveles de carga organica, nitrégeno y fosforo que pueden contener las aguas ya
tratadas (Garcia & Mujeriego, 2000).

Antes de poder descargar las aguas residuales en los cuerpos acuiferos, es

necesario remover tanto el nitrogeno (N) como el fosforo (P) presente, esto no
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siempre se lleva a cabo, originando un nivel de contaminacién cada vez mayor.
Actualmente, la industria del tratamiento de aguas residuales posee varios
métodos para remover tanto fosforo como nitrégeno (Duenas et al., 2003), pero
aguellos nutrientes que no pueden ser solubilizados en las aguas residuales
terminan en rellenos sanitarios después de quemar la carga organica que los
acompafa o usado como fertilizante, siempre y cuando el tratamiento elimine

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

El tratamiento que ocurre en los pozos de estabilizacién resulta de la compleja
simbiosis entre bacterias y algas, el cual posee patrones diferentes a los que
pueden ser observados en cultivos puros. Cambios periédicos en el pH,
temperatura e intensidad solar controlan la abundancia y actividad de grupos
especificos de microorganismos pertenecientes a las comunidades microbiales las
cuales son caracteristicas de los pozos facultativos (Wilderer et al., 1991;
Murakani et al., 1992; Humenik & Hanna, 1971; Varma & Nepal, 1972). El tiempo
de retencion y las caracteristicas del efluente también influyen sobre las
actividades simbidticas tanto para bacterias como para algas. El uso de luz natural
como fuente de energia, implica un sistema que estd sujeto a cambios
ambientales y al régimen de luz oscuridad (Guterman et al., 1990).

Muchas de las aguas residuales provienen de efluentes de procesos industriales,
por ejemplo la produccién de bioetanol, este proceso genera una gran cantidad de
residuos liquidos (vinazas) que contiene una alta carga de sales de potasio,
fésforo, nitrdgeno, metales pesados, materia organica, bajos pH, color oscuro, alta
demanda bioquimica y quimica de oxigeno y derivados fendlicos y sulfénicos
gue producen mal olor (Singh & Patel, 2012); un metro cubico de vinazas equivale
a la contaminacion generada por 1000 habitantes (Travieso et al., 2008), esto
conlleva a pérdidas de ecosistemas.

Con la ley 693 del afio 2001 y su Resolucion reglamentaria 189687, de julio 17 de
2003; se establece que a partir de septiembre de 2005, la gasolina en Colombia

deberia tener oxigenantes con el fin de disminuir las emisiones de contaminantes
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al medio ambiente, por lo cual se optd utilizar 10% de bioetanol en la gasolina,
esto permitiria disminuir en 6 millones de toneladas/afio de CO2 atmosférico. El
Bioetanol obtenido a partir de la cafia de azlcar, es en el cual se ha centrado la
produccion en Colombia; actualmente para atender la demanda de ciudades como
Bogoté, Medellin, Cali y Barranquilla donde es obligatorio el uso de esta mixtura
se requiere de un millén cien mil litros Bioetanol, lo que genera como subproducto
una cantidad mayor de vinazas. La proporcion de vinazas producidas por cada litro
de Bioetanol esta entre los 13 y 15 litros (Ferreira & Montenegro, 1987), aunque
actualmente con el uso de nuevas tecnologias como la Praj Delta que utiliza una
recirculacion del 70%, se han alcanzado producciones de vinazas del orden de
2,5 litros por litro de Bioetanol. Gran parte de estas vinazas son utilizadas como
fertilizantes de los suelos de cultivo (Maiorella et al. 1983), pero este uso se ve
limitado por el tipo de suelo y la cantidad de nutrientes que los cultivos necesitan
(Maynard et al. 1999), por esto es necesario transportar cierta cantidad a piscinas
de almacenamiento para su posterior tratamiento, ya que estas generan un gran
dafio ambiental al ser vertidas directamente. Debido a la creciente demanda de
Bioetanol en el mercado Colombiano, el tratamiento de las vinazas como principal
subproducto, se ha convertido en uno de los problemas de esta industria, por tal
razén se hace necesario nuevos y mas eficientes métodos para poder disponer de
estas.

La ficorremediacion puede definirse como el uso de macro y microalgas para la
remocion y transformacién de la polucion, incluyendo nutrientes y xenobioticos
presentes en las aguas residuales, ademas del CO2 presente en el aire (Olguin,
2003), esta metodologia comprende varias aplicaciones: (a) remocion de
nutrientes en aguas residuales y efluentes ricos en materia organica; (b)
tratamiento de aguas residuales industriales con trazas de metales y acidos; (c)
secuestro de CO2; (d) transformacion y degradacion de xenobidticos y (e)
deteccién de compuestos toxicos utilizando sensores a base de algas (Ayala &
Bravo, 1984; Costa et al., 2000; Olguin et al., 2001; Olguin, 2003; Jimenez & Perez
et al., 2004).
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El sistema fotosintético de tratamiento de aguas residuales no es nuevo, ya que
este programa aparecié por primera vez en 1963 (Mallick, 2002). EIl cultivo de
microalgas en agua residuales ofrece un tratamiento de estas, ademas la
produccion de biomasa microalgal, la cual puede luego ser explotada para la
obtencién 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; Berberoglu et al., 2009; Choi
et al., 2010; Dayananda et al., 2005, 2006; Eroglu et al., 2010; Eroglu & Melis,
2010; Gardner et al., 2010; Kita et al., 2010; Rivas et al., 2010; Tanoi et al., 2010;
Weiss et al., 2010; Zhang et al.,, 2011; Zhila et al., 2011), en la agricultura
(fertilizantes y acondicionadores de suelos), productos farmacéuticos, cosméticos
y otros productos de alto valor agregado.

En comparacién con el sistema heterotréfico de lodos activados, el principal
atractivo del tratamiento con microalgas es el bajo nivel tecnoldgico y coste
energético necesarios, ya que la produccion de oxigeno via fotosintesis puede
reemplazar el aireamiento mecanico (Hoffman, 1998; Bich et al., 1999; Hosetti &
Frost 1998; Kilani 1992; Kayombo et al. 2002; Tarlan et al. 2002; Kirkwood et al.
2003); Sin embargo una de las principales limitaciones para este tipo de
tratamientos son los sistemas de separacién y cosecha de las microalgas de los
medios de cultivo (Hoffman, 1998; Bich et al., 1999). Un sistema eficiente para la
remocién de la biomasa es esencial para poder completar el reciclado de los
nutrientes de las aguas residuales (Martinez et al., 2000). Diferentes tecnologias
se han utilizado para su cosecha, varian desde una simple filtracion hasta una
centrifugacion intensiva de la biomasa (Richmond & Becker 1986; Mohn 1988;
Oswald 1988).

El rol de las algas puede ser directo o indirecto (Nurdogan & Oswald, 1995), ya
que el secuestro de nutrientes y su deposicion en las células representa la
remocién directa, mientras que durante la fotosintesis microalgal el pH se eleva,
generando la precipitacion del amonio y orto fosfatos presentes, causando una

remocion indirecta de estos agentes. Por esto la remocion eficiente en sistemas
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HARP esta controlada por los pardmetros que determinan el crecimiento
microalgal, como lo son el tiempo de retencién celular, radiaciébn solar y
temperatura. Muchos estudios acerca del efecto de las algas en estos sistemas
apuntan a que la remocion es mejor de forma indirecta que forma directa (Picot et
al.,, 1991; El Halouani et al., 1993). Desde entonces no existe un estudio tan
relevante como el de los sistemas HARP. Ademas de los sistemas realizados por
Oswald en St. Helena y Hollister en California, USA (Oswald, 1978, 1988, 1991) y
a escala piloto en la universidad de California, (Oswald, 1991; Oswald et al.,
1994), existen otros sistemas, como los pozos de alto secuestro en Israel (Shelef
and Azov, 1987), Espafia (Garcia et al., 2000), Francia (Pagand et al., 2000),
Escocia (Fallowfield et al., 1999), y nueva Zelanda (Craggs, 2001; Craggs et al.,
2000).

En el 2002 Valderrama et al utilizaron cultivos de C. vulgaris por 4 dias y luego
macrofitos por 6 dias en el tratamiento de vinazas logrando una disminucion en el
color del 52%. Travieso et al (1999) utilizaron cultivos de C. vulgaris SR/2 para el
tratamiento de vinazas después de un pretratamiento aerobico o anaerdbico,
dando como resultado un excelente medio de cultivo para el crecimiento de las
microalgas (Travieso et al., 1999), las microalgas también realizaron una buena
remocion del nitrdgeno y fosforo superiores al 85% y de solidos totales superiores
al 90% (Travieso et al., 2008). En investigaciones desarrolladas por el CIDES, las
vinazas han sido utilizadas directamente como medio de cultivo para la C. vulgaris
dando productividades de Biomasa altas y estabilizando su pH &cido, sin alcanzar
la remocién total de carga organica (Castro & Parra, 2011), la C. vulgaris, es
utilizada debido a su facil adaptabilidad y su rapido crecimiento (Brennan &
Owende, 2010), teniendo una capacidad de crecimiento tanto autotréficamente
como heterotréficamente, este Ultimo necesaria para el crecimiento en vinazas,
debido a su color oscuro que impiden el paso de luz para realizar procesos
fotosintéticos.

La biomasa que se obtiene de este tipo de cultivo, es necesario realizarle estudios

para analizar que tipo de metabolitos presentan, para obtener una valoracion
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integral de la biomasa y de este modo poder aprovecharlos correctamente bajo un
proceso denominado biorefineria (Gonzalez & Kafarov, 2011). Las biorefinerias
son instalaciones donde se integran procesos de conversion de biomasa y
infraestructuras para producir combustibles, energia, materiales y otras sustancias
quimicas tomando como materia prima la biomasa. Una biorefineria toma ventaja
de las diferencias de los metabolitos existentes en la biomasa para maximizar el
valor derivado de esta (Fatih Demirbas, 2009).

Siguiendo con los estudios realizados por el grupo de investigacion CIDES en el
tratamiento de las vinazas y obtencion de Biomasa de C. vulgaris, se determinara
la produccién de biomasa y metabolitos presentes en esta, durante y al finalizar un
lapso de tiempo, variando la forma de inoculacibn de las microalgas; los
metabolitos a medir seran los carbohidratos, proteinas y lipidos, mediante
protocolos y métodos establecidos por el CIDES como los mas 6ptimos. El
objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de las vinazas en la composiciéon de
Chlorella vulgaris UTEX 1803 para la produccién de biocombustibles y productos

de valor agregado.
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1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4
—

Figura 1. Diagrama de flujo de la metodologia
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1.1 Cultivo y preparacioén del inoculo
La Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la coleccion de cepas

proveniente de la Universidad de Texas (Austin, Texas, USA); Inicialmente la cepa
se cultivdo en medio Bold Basal, cuya composicion de los macronutrientes y

micronutrientes aparecen en la Tabla 1.

MACRONUTRIENTES MICRONUTRIENTES
Componente Concentracion [g/L] Componente Concentracion [g/L]

NaNO3 2,94 X107 ZnS04.7H,0 3,07 X 10°
MgS04.7H,0 3,04 X10™ MnCl.4H,0 7,28 X10°
NaCl 4,28 X 10" MoO3 4,93 X10°
KoHPO, 4,31 X 10" CuS0,.5H,0 6,29 X 10°
KH2PO4 1,29 X 10°® Co(NO3)2.6H,0 1,68 X 10°
CaCl,.2H,0 1,70 X 10™ H3BO3 1,85 X 10™

EDTA 1,71 X 10"

KOH 5,53 X 10™

FeS04.7H,0 1,79 X 10°

Tabla 1. Composicion de macronutrientes y micronutrientes del medio Bol Basal

Se utilizaron reactores cilindricos tipo airlift con un didmetro interno de 14 cmy 35
cm altura con un volumen de cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron a un
sistema de aireacion por burbujeo para la inyeccion de aire con un flujo de 600
mL/min y condiciones de temperatura de 25°C + 2°C, pH entre 7 y 8, aireacion
permanente y ciclo luz-oscuridad 12:12 h, sin ningn suministro complementario

de CO2 considerandose este cultivo como tratamiento control.

1.2 Produccion de vinazas
La vinaza utilizada fue obtenida a partir de melaza fermentada mediante

evaporacion sin recirculacion en el laboratorio de procesos de la escuela de
ingenieria quimica de la Universidad Industrial de Santander.

Para la fermentacion se diluyeron 45 Kg de melaza comercial en 151 litros de
agua hasta alcanzar aproximadamente 18° Brix, esta mezcla fue pasteurizada a

una temperatura de 80°C durante 1 hora, posteriormente se enfrid hasta los 40°C
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y se ajusto el pH a 4,2 mediante la adicién de &cido sulfarico concentrado (95%).
El indculo fue preparado utilizando 20 litros de la mezcla y adicionando Cloruro de
amonio (144q), sulfato de magnesio (249), urea (249) y Roca fosforica (109),
utilizados para la activacion de 500g de levadura comercial Saccharomyces
cerevisiae (Levapan). El in6culo se afiade al tanque donde se encuentra la deméas
melaza diluida, es aireada por una hora y tapada, para que inicie el proceso de
fermentacion, llevado a cabo durante 3 dias. Transcurrido este periodo de tiempo
se procede a la evaporacion del mosto con el uso de un evaporador el cual
trabaja a 94 °C, realizandose en dos etapas cada una con un tiempo promedio de
210 minutos.

1.3 Caracterizacion de la vinaza producida
Las vinazas contienen principalmente materia organica, potasio, azufre, magnesio,

nitrégeno Yy calcio, ademas de colorantes fendlicos, caramelo y melanoidina que le
dan su color oscuro caracteristico; pero esta composicion varia segun su
procedencia. Estudios realizados por Filho et al (1983), demostraron que las
vinazas provenientes de la melaza presentan mayores contenidos de materia
organica y elementos minerales. En la Tabla 2 se muestra la composicion de las
vinazas utilizadas para el cultivo, este analisis se llevd a cabo en el laboratorio

guimico de consultas industriales de la UIS.

CARACTERISTICAS DE LA VINAZA

PARAMETRO CONCENTRACION METODO
Fésforo (g P/L) 0,055 - 0,057 Espectrofotométrico
Potasio (g K/L) 24,60 — 24,62 Absorcion Atémica
Sodio (g Na/L) 0,57 -0,58 Kjeldhal-Titrimétrico
Nitrégeno total (g N/L) 2,32-2,38 Absorcion Atémica
Carbono Orgénico Total (g/L) 2,13-2,14 Titrimétrico

Tabla 2. Composicién quimica de la Vinaza provenientes de la Melaza de cafia
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1.4 Montaje experimental
Se utilizaron reactores cilindricos tipo airlift con un diametro interno de 14 cm y 35

cm altura con un volumen de cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron a un
sistema de aireacion por burbujeo para la inyeccién de aire con un flujo de 600
mL/min y condiciones de temperatura de 25°C = 2°C, sin control de pH. Debido al
color oscuro de las vinazas que impiden el paso de luz homogéneamente en todo
el reactor y al bajo proceso fotosintético de las microalgas en este medio, se
recubrieron los reactores con papel aluminio para impedir en su totalidad el paso
de la luz, permitiendo asi un ciclo luz:oscuridad de 0:24 h.y también evitar posibles

ruidos en la medicion por procesos fotosintéticos.

Con el fin de comprobar el efecto de las vinazas en la composicion de la biomasa
microalgal se probaron diferentes diluciones de in6culo en vinaza (Tabla 3 y 4).

Cada uno de los experimentos se realizaron por triplicado durante 18 dias.

Vinazas (mL) In6culo C. vulgaris (mL) Tratamiento
1500 500 D1
1800 200 D2

Tabla 3. Composicién de los bioreactores inoculados con biomasa diluida

Vinazas (mL) In6culo C. vulgaris (g base humedos) Tratamiento
2000 1 C1
2000 2 Cc2
2000 3 C3

Tabla 4. Composicion de los bioreactores inoculados con biomasa concentrada
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1.5 Cuantificaciéon de Biomasa
Para las mediciones de concentracion de biomasa cada 2 dias se tom6 una

muestra de 10 mL de cada reactor, se centrifugé a 3400 rpm durante 20 minutos y
retird el sobrenadante, el pellet fue re-suspendido en 10 mL de agua destilada,
posteriormente filtrado con filtros de celulosa de 1 ym previamente pesados. Los
filtros con la muestras fueron llevados a horno a 105°C durante 24 horas y luego
en un desecador hasta alcanzar peso constante.

1.6 Determinacion de Proteinas totales
Para determinar la cantidad de proteinas totales producidas, se partié del método
descrito por Illlman et al. (2000). Se tom6 1 mL de muestra de cada uno de los
tratamientos, se centrifugo (centrifuga DYNAC) a 3400 rpm durante 15 minutos, se
remueve el sobrenadante con precaucién de no retirar el pellet, se adiciona 5 ml
de agua destilada agitandose con el fin de hacer una mezcla homogénea, se
vuelve a centrifugar para retirar el sobrenadante, esto se realiza con el fin de
retirar en su totalidad rastros del medio de cultivo que pueda alterar la medicién. Al
pellet obtenido se le adiciona 1mL de solucion de NaOH 1M y homogeniza, se
centrifuga a 3400 rpm durante 15 minutos y se procede a retirar el sobrenadante,
al pellet se repite el procedimiento anteriormente descrito pero esta vez se toma el
sobrenadante teniendo cuidado que en este proceso no se vaya arrastrar
biomasa; a este se le adicionan 5 mL de reactivo biuret y de esta manera poder
aplicar el método de Biuret, descrito por Dorey & Draves (1998), al cabo de 20
minutos se mide la absorbancia a una longitud de onda de 540nm en un

espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck).

1.7 Cuantificacion de Carbohidratos
El método utilizado fue el colorimétrico fenol-acido sulfarico (Dubois et al., 1956),

este determina los diferentes carbohidratos presentes en la muestra. Para este
método, se tomé 1 mL de muestra para cada uno de los tratamientos, se

centrifuga a 3400 rpm en una centrifuga (DYNAC) durante 15 minutos, se
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remueve el sobrenadante con precaucion de no retirar el pellet, se adiciona 5 mL
de agua destilada y se mezcla, luego se vuelve a centrifugar y retira el
sobrenadante, esto se realiza con el fin de retirar en su totalidad rastros del medio
de cultivo que me pueda alterar la medicién. Posteriormente se adiciona al pellet
1mL de fenol al 5% se homogeniza la mezcla y adiciona 5 mL de acido sulfarico al
95%. Por ultimo se hacen las diluciones necesarias para que la muestra pueda ser
medida por el espectrofotdmetro Spectroquant Pharo 300 (Merck) a longitudes de
onda de 480nm 485nm 488nm y 490nm para identificar Xilosa, Arabinosa Fructosa
y Glucosa (Dubois et al., 1956)

1.8 Extraccion de lipidos
Esta extraccidon se realizé mediante el protocolo soxhlet a base de hexano,

modificado por el centro de investigacion para el desarrollo sostenible en industria
y energia (CIDES) de la Universidad Industrial de Santander (Gonzalez, 2010). Se
toman 5 g de muestra, se llevan al horno durante 3 horas y posteriormente al
desecador por 1 hora, se pesan 2g poniéndolos en bolsas hechas con papel filtro,
la muestra se monté al soxhlet, el cual tenia un balén de 250 mL aforado con
hexano. La muestra permanecié en el soxhlet por 16h, tiempo establecido en el
protocolo para lograr una completa extraccién de los lipidos; luego el bal6n es
llevado al horno a 105°C por 24 horas para garantizar la evaporacion total del
hexano y el agua, se pasa a un desecador por 12 horas se pesan en una balanza
analitica; por diferencia de peso entre el balén antes y después de la extraccion,
se determina la cantidad de lipidos extraidos.

23



2. RESULTADOS Y ANALISIS

2.1 Produccion y productividad de la biomasa
Las microalgas tienen la capacidad de absorber rapidamente nutrientes y CO2,

esto genera tasas de crecimiento altas, permitiéndoles desarrollarse en diferentes
ambientes. Se ha estudiado la capacidad que tienen estas para degradar
contaminantes como fenoles, compuestos aromaticos, colorantes sintéticos y
biopolimeros recalcitrantes como la melanoidina (Singh & Patel, 2012)

Durante el tiempo de experimentacion en los cinco tratamientos el comportamiento
mostrado por todos etos es muy similar con una desviacion estandar 0,97 g/L y
0,054 g/L*d al 18° dia, sin embargo la mayor produccion (13,2 g/L) y productividad
(0,73 g/L*d) se obtuvo con el tratamiento C2, por otro lado la menor
produccion(10,5 g/L) y productividad (0,58 g/L*d) se alcanzé en el tratamiento C1
(Figura 2). Este aumento significativo en la produccién de biomasa, se debe al
aprovechamiento de las altas concentracion de nutrientes en las vinazas como
fosfatos, nitratos, carbono organico, entre otros (Pathak et al.,1999) y a la rapida
adaptabilidad que tiene C. vulgaris a este nuevo medio de cultivo.

Liu et a.l (2012) utilizaron molasas diluidas y pretratadas para el cultivo
heterotréfico de Chlorella zofingiensis, adicionando cantidades especificas de
molasas para mantener una concentracion estable de nutrientes, debido a que
segun los autores un aumento de los nutrientes de las molasas disminuye la
produccion de la biomasa, con este tipo de cultivo obtuvieron una producciéon de 3
g/L al 3° dia de cultivo y una productividad de 1 g/L*d. En el sistema empleado con
vinazas no fue necesaria la dilucién, porque las microalgas no se veian afectadas
por la concentracion de nutrientes de las vinazas, logrando una produccion (3,03
g/L) y productividad (1,01 g/L*d) al 3° dia. Otros estudios con cultivos heterétrofos
de C. vulgaris donde fue utilizada glucosa como sustrato se llegaron a obtener
117,2 g/L con un indculo de 65 g/L en un periodo de tiempo de 36 horas (Doucha

& Livansky, 2011) esto significa la duplicacion de la biomasa en este lapso de
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tiempo, la produccién es mayor al compararla con la biomasa a partir de vinazas,

pero la duplicacion ocurre en un tiempo similar.
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Figura 2. Produccién de biomasa en funcién del tiempo los 5 tratamientos

Se comparé la produccion de biomasa obtenida a partir de vinaza producida a
nivel industrial proporcionada por una empresa, con la producciéon promedio del
caso de estudio, en esta se pudo observar que el comportamiento es muy similar,
sin embargo al inicio de la experimentacién la produccién de biomasa es un poco
mayor para la vinaza industrial, llegando a un valor de 11,78 g/L cercano a la
produccion maxima obtenida a partir de las vinazas de laboratorio al 9° dia,
después de este dia se presenta una caida en la produccién de biomasa de la
vinaza industrial hasta 8,73 g/L (Figura 3), la caida en la produccion no se alcanza

a observar en el tiempo de estudio de las vinazas obtenidas en el laboratorio. Esta
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diferencia en el comportamiento de las vinazas se debe al cambio en la
composicién de las 2 vinazas y a una mayor carga de sustancias que contienen
las vinazas a nivel industrial debido a la recirculacion de las mismas, lo cual

afectaria la produccion total de biomasa como lo reporto Liu et al., (2012) en sus

estudios.
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Figura 3. Produccién de biomasa durante el tiempo para la vinaza industrial y de laboratorio

2.2 Composicion de las vinazas
El consumo de los principales nutrientes (fosforo, potasio, nitrégeno) y carbono

organico presente en las vinazas por parte de las microalgas se presenta en la
Figura 4; se puede observar que es el nitrogeno, el fésforo y el carbono organico
son los compuestos que mas se consumen. El consumo de todos los compuestos
es proporcional a la produccién de biomasa, siendo el carbono organico el que
sufre la mayor reduccion llegando hasta un 94% de eliminacién del valor inicial,
esto se debe a que este compuesto conforma el 50% de la biomasa (Bumbak et
al., 2011). El nitrogeno consumido es aproximadamente el 40% del total de las

vinazas lo que significa 947 mg/L; Travieso (2008) logro la eliminacién entre 600-
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1000 mg/L de nitrdgeno en un fotobioreactor continuo con vinazas pretratadas
anaerobicamente y con ciclo de luz/oscuridad de 12/12, comparado con estos
resultados la eliminacion en los dos tratamientos es muy cercana, aunque las
vinazas utilizadas en este estudio no se le realizo ningun tipo de pretratamiento.
Valderrama et al. (2002) realizo cultivos de C. vulgaris en efluentes de destileria
pretratadas anaerdébicamente, estos cultivos permitieron la eliminacion de fésforo
el cual se encontraba en una concentracion de 1,5-3,5 mg/L, en promedio se logré
remover el 28% del fésforo total equivalente a 0,42-0,98 mg/L, para el caso de
estudio de vinazas no tratadas la eliminacion de fosforo fue mayor, lograndose una

reduccion del 52% lo que equivale a una eliminacion de 27,2 mg/L.
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Figura 4. Variacion de la composicion de las vinazas con el tiempo

Al finalizar el experimento se observé que la vinaza obtenida no presentd ningun
cambio de su color oscuro caracteristico, Valderrama et al. (2002) Realizo cultivos
conjuntos de microalgas C. vulgaris y Lemma minuscule en efluentes de destileria
pretratadas anaerébicamente, estos estudios concluyeron que al tratar los

efluentes solo con L. minuscule se reducia la coloracion solo en un 10%, pero al
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realizar el tratamiento conjunto inicialmente con C. vulgaris y después con L.
minuscule la reduccion en la coloracion llegaba a un 52%. La degradacién de la
melanoidina que da el color oscuro de las vinazas se da por procesos
fotobioreductores, o por algunas cianobacterias que degradan la melanoidina
debido a la produccion peroxido de hidrégeno durante el proceso llegando a una
reduccion en la coloracion de un 75% (Kalavathi et al. 2001), en casos donde se
han utilizado un conjunto de estas cianobacterias la reduccién en el color ha
llegado a un 98% (Patel et al. 2001). Este estudio se centré en la produccion y
andlisis de la biomasa con cultivos heterotréficos, debido a que en estos se
obtenia una mayor produccion; para este tipo de cultivos el tratamiento de las
vinazas no es tan eficiente porque no se pueden retirar todos los compuestos

dafinos de estas como la melanoidina debido a la falta de luz.

2.3 Caracterizacion de los metabolitos

2.3.1 Proteinas
En la Figura 5 se puede observar como para los 5 tratamientos se evidencia una

disminucién en la concentracion de las proteinas durante los 6 primeros dias,
transcurrido este periodo de tiempo la presencia de las proteinas empieza a
mostrar un aumento significativo hasta estabilizarse para todos los tratamientos
alrededor del décimo cuarto dia. Del 4° al 10° dia se evidencia una mayor
diferencia en los valores de la concentracion de proteinas entre todos los
tratamientos, siendo el 6° dia donde se presentan los puntos minimos con valores
de D1=20.47%, D2=26.37%, C1=27.78%, C2=17.90% y C3=15.90% con una
desviacion estandar de 5.21%, esto se debe a que durante este periodo de tiempo
las microalgas sufren un cambio en su composicion interna debido a la adaptacion
al nuevo medio de cultivo, donde pasan de ser fotoautotrofas a heterotrofas.

Como se observa en la Figura 5 a partir del 12° dia la concentracion (p/p) de
proteina empieza a tender a un valor estable para todos los tratamientos y la

diferencia entre sus valores se hace menor, por lo cual su desviacion estandar
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comienza a disminuir de un valor de 3,71% a 1,12% al 18° dia, con valores
maximos de concentracion de D1=47,53%, D2=48,95%, C1=46,67%, C2=45,95%
y C3=47,37%. Estudios han logrado una presencia del 54% (p/p) de la proteina en
la biomasa, cultivada en medio Bol Basal al 5° dia (Porras y Prada 2012), esto en
comparacién a lo obtenido en el cultivo con vinazas significa una disminucién en
promedio del 6%. Fabregas et al. (1989) demostr6 que la concentracion de
nitrogeno en forma de nitrato afecta de manera directamente proporcional la
produccion de proteinas, lo cual concuerda con las altas concentraciones de

nitrégeno y la presencia de proteinas

2.3.2 Carbohidratos
El grupo de carbohidratos evaluados fueron: Xilosa, Glucosa, Arabinosa y

fructosa. Todos estos presentaron un comportamiento muy similar entre ellos; esta
similitud se hace mas evidente entre los cultivos con inoculados con microalgas
diluidas (D1 y D2), pero los 5 tratamientos no presentan diferencias significativas
en la presencia de los carbohidratos al final del experimento como se puede ver en
la Figura 5.

Todos los monosacéridos evidencian una disminucion en la presencia de estos en
la biomasa durante los 8 primeros dias, alcanzando también sus valores minimos
para los tratamientos C1, C2 y C3 al 6° diay D1 y D2 al 8° dia, esta disminucion
de los metabolitos se debe a un periodo de adaptacion al nuevo medio y al cambio
en su metabolismo al cambiar a una alimentacion heterétrofa, en este periodo es
donde se evidencia las mayores diferencias en los valores de los distintos
tratamientos. A partir del 10° dia comienza un aumento gradual de la presencia de
estos metabolitos en la biomasa hasta estabilizarse en sus valores maximos
alrededor del 16° dia.

2.3.2.1 Xilosa
La xilosa es el carbohidrato de menor presencia en la biomasa., Durante los

primeros 8 dias se alcanzan los valores minimos para los distintos tratamientos los
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cuales son: D1=0,53%, D2=0,61%, C1=1,43%, C2=1,91% y C3=2,2% (p/p), con
un desviacion estdndar méxima de 0,89% al 8° dia. Del 10° al 18° dia la
concentracion de la xilosa en la biomasa empieza a aumentar y posteriormente a
estabilizarse en el valor maximo de cada tratamiento D1=2,57%, D2=2,39%,
C1=2,85%, C2=2,64% y C3=2,88% (p/p), disminuyendo la desviacion estandar
entre los tratamientos a 0,20%. Jerez et al. (2012) en medios de cultivo Bol-Basal
enriquecidos con acetato de sodio y nitratos de sodio como principales fuentes de
carbono y nitrégeno respectivamente, obtuvieron una presencia maxima de xilosa
en la biomasa de 9,70%(p/p) con una produccién de biomasa de 0,8 g/l al 5° dia,
comparado con la biomasa obtenida a partir de vinazas se pude observar una

menor presencia de este metabolito, pero tasas de produccién mayores.

2.3.2.2 Glucosa
La glucosa junto con la fructosa son los monosacaridos de mayor presencia en la

biomasa, al igual que los deméas metabolitos durante los primeros 8 dias alcanzan
los valores minimos para después del 10° dia empezar a aumentar la presencia de
estos en la biomasa. Los valores minimos obtenidos para los tratamientos son:
D1=1,02%, D2=1,71%, C1=3,70%, C2=4,82% y C3=5,84% (p/p), con una
desviacion maxima alcanzada al 8° dia de 2,44%, el aumento de este metabolito
comienza a partir del 10° dia hasta sus valores maximos alcanzados para cada
tratamiento D1=7,07%, D2=6,97%, C1=7,29%, C2=7,40% y C3=7,82% (p/p),
durante este intervalo de tiempo se logré pasar de una desviacion de 2,13% a
0,034% (p/p) al 18° dia. Otros estudios han logrado una presencia de 9,30% (p/p)
de glucosa en la biomasa, utilizando nitrato de sodio y acetato de sodio como

fuente de nitrégeno y carbono respectivamente (Jerez et al, 2012).
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Figura 5. Porcentaje en la composicién de la biomasa durante los 18 dias



2.3.2.3 Arabinosa
La arabinosa presentdé los mismos cambios mostrados por los demés

carbohidratos alcanzando los valores minimos durante los primeros 8 dias con
valores de: D1=0,94%, D2=0,88%, C1=2,39%, C2=3,09% y C3=3,57% (p/p), con
una desviacion estandar de 1,37% al 8° dia. A partir del 10° dia cuando la
concentracion de este metabolito comienza a aumentar, la diferencia entre ellos
también, pasando de una desviacion de 1,13% a 0,32% al 18° dia, alcanzando
valores maximos de concentracion (p/p) de D1=4,07%, D2=3,78%, C1=4,50%,
C2=4,17%y C3=4,54%.

2.3.2.4 Fructosa
La fructosa es el monosacarido de mayor concentracion en la biomasa,

alcanzando al 16° dia la mayor concentracién, presentando un periodo de
disminucion en la concentracion durante los 8 primeros dias. Los valores minimos
son D1=1,83%, D2=2,13%, C1=4,94%, C2=5,62% y C3=6,77% (p/p) con una
desviacion estandar maxima de 2,46 al 8° dia, los valores maximos son
D1=7.52%, D2=6.85%, C1=7,87%, C2=8,41% y C3=8,28% (p/p) decayendo la
desviacion estandar al 18° dia a 0,63%.

Los carbohidratos a partir de microalgas son adecuados para la produccion de
bioetanol, aunque aun debe crearse una tecnologia mas econdmica para la
recoleccion de células y asi hacer factible la produccion comercial de etanol
basado en microalgas (Chen et al., 2013). Algunos cepas de C. vulgaris han
logrado concentraciones en la biomasa de 55% (lllan et al., 2000, Brennan &
Owende, 2010) y 41% (Dragone et al.,, 2011). Los monosacaridos estudiados
componen un 22% del total de la biomasa al 18° dia, con una produccion de
biomasa de 13,17 g/L, la menor presencia de los hidratos de carbono en la
biomasa se debe a la alta presencia de nitrégeno en el medio de cultivo ya que

estudios han demostrado que para una mayor presencia de carbohidratos en la
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biomasa se hace necesario una baja presencia de nitrégeno en el medio (lllan et
al., 2000, D'Souza & Kelly, 2000).

2.3.3 Lipidos
A diferencia de los otros metabolitos, los lipidos presentes en la biomasa las

menores concentraciones con valores de D1=1,72%, D2=1,63%, C1=1,79%,
C2=1,67% y C3=1,83% (p/p) como se observa en la Figura 5, con una desviacion
de 0,08 g/L; estos valores son bajos comparados con otros estudios en los cuales
se alcanzan presencias del metabolito del 21% con un medio de cultivo Bol Basal
modificado con nitrato de sodio y acetato de sodio (Porras y Prada 2012). La
produccion de determinados metabolitos depende de la cantidad y tipo de
nutrientes que se encuentran en el medio de cultivo. Estudios demostraron que la
cantidad total de lipidos presentes en la biomasa es caracteristica de cada tipo de
microalgas, ademas de factores ambientales como la intensidad de luz, pH,
temperatura y nitrégeno, siendo este ultimo uno de los de mayor influencia tiene
debido a que a valores altos de nitrdgeno en el medio disminuye la produccién de
lipidos en la biomasa (Alvarez, 1989), esto coincide con la baja concentracion de
lipidos a causa de las altas concentraciones de nitrégeno presentes en las

vinazas.

2.4 Produccion de metabolitos
La alta produccién de biomasa y concentracion de ciertos metabolitos como

proteinas y carbohidratos, hace del cultivo con vinazas una fuente atractiva de
materia prima para procesos fermentativos. El cultivo heterotrofico es similar a los
cultivos de bacterias o levaduras donde utilizan tanques agitados y cerrados
esterilizados con calor (Chen 1996; Perez & Garcia et al 2011), lo cual hace el
cultivo heterotrofico de microalgas mas aplicable a la industria por que no requiere
el uso de fotobioreactores, ademas la biorefineria permitiria el aprovechamiento no

solo de los carbohidratos como materia prima sino también de otros metabolitos
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valiosos como las proteinas (Fatih Demirbas, 2009). En promedio una destileria
produce 100 m3 de alcohol al 96% por dia, generando alrededor de 1300 m3 de
vinazas (Perea 2009), si este volumen de vinaza fuese utilizada para el cultivo de
microalgas con una produccién diaria cercana a 1 g/L*d se producirian cerca de
1300 kg diarios de biomasa, esta estaria compuesta por 286 Kg de carbohidratos
614 Kg de proteinas y 22Kg de lipidos los cuales podrian ser extraidas por
procesos de biorefineria. Esto implicaria una producciones de 104,2, 224,39 y 8,2
toneladas métricas anuales de carbohidratos, proteinas y lipidos respectivamente,
estos metabolitos podrian ser utilizados en la produccion de biocombustibles y

otras industrias.
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3. CONCLUSIONES

Las tasas de produccién de biomasa, altas comparadas con otros medios
de cultivo y el cultivo heterotréfico de estas, hace a las vinazas un medio
viable para la obtencion de biomasa rica en nutrientes, la cual podria ser
utilizada después de su bio-refinacion como materia prima para procesos

fermentativos, alimentarios y otros.

Se puede concluir que no existe mayor diferencia en las producciones y
concentraciones de los metabolitos obtenidas al final del experimento para
los distintos tratamientos teniendo en cuenta las desviaciones estandar

obtenidas.

La disminucion de la presencia de los metabolitos analizados en la biomasa
durante los primeros 8 dias se debe al cambio de fotoautétrofas a

heterotrofas que presentan las microalgas en el nuevo medio de cultivo.
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4. RECOMENDACIONES

Para trabajos futuros, analizar la factibilidad que tiene la biomasa para ser utilizada
como materia prima para procesos fermentativos y los procesos que deben ser

utilizados para una correcta extraccion de los distintos metabolitos.
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