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Resumen- La presente investigacion evalué la inciden-
cia de la salinidad, pH y productividad en un cultivo de
Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor de placa plana,
la evaluacion de las incidencias se hizo teniendo en
cuenta tres criterios de seleccion, pero antes de llegar
a los tres criterios se hizo una fase de seleccion de con-
diciones teniendo en cuenta cuatro concentraciones de
salinidad y cuatro rangos pH obtenidos en estudios an-
teriores, al tener en cuenta las curvas de crecimiento,
la productividad volumétrica y el analisis estadistico se
seleccionan las dos mejores condiciones de salinidad y
nivel de pH y son llevadas al fotobiorreactor en donde se
selecciona la mejor condicion para determinar el perfil
de acidos grasos y encontrar la debida aplicacion.

Palabras clave- Chlorella vulgaris, fotobiorreactor, lipi-
dos, pH, productividad, salinidad.

Abstract- The present research evaluated the inciden-
ce of Salinity, pH and productivity in a culture of Chlore-
lla vulgaris in a flat plate photobioreactor, the evaluation
of the incidences was made based on three aspects, but,
before this a previous selection of the culture conditions
was made from the test of four salinity concentrations
and four pH ranks obtained from previous studies and
based on the growth curves, the volumetric productivity
and the statistical analysis we selected the two better
conditions of salinity and pH in order to develop cultures
on a photobioreactor level where the best growth curve
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was selected and analyzed looking for a fatty acids pro-
file and define the proper application.

Keywords- Chlorella vulgaris, photobioreactor, lipids,
ph, productivity, salinity.

1. INTRODUCCION

La produccion de lipidos ha despertado el in-
terés para la investigacion debido a sus propie-
dades, y las diversas formas de obtenerlos han
tomado un rol importante en la industria quimica.
Las diferentes aplicaciones de estas biomolécu-
las como alimentos, farmacos y especialmente
biocombustibles han generado la blsqueda por
nuevas fuentes entre las que se encuentran las
microalgas.

Adicionalmente, se esta desarrollando un enfo-
que interesante para suplir la inmensa demanda
de las nuevas formas de energias mas limpias y
renovables, cuya generacién de impacto ambien-
tal sea reducida. La busqueda de nuevas tecno-
logias para la produccion de biocombustibles es
un nuevo punto de partida para la biotecnologia
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y el desarrollo de nuevas condiciones iniciales de
produccion, la blsqueda y el uso de nuevas cepas
de microorganismos, en este caso microalgas, cu-
yas ventajas con respecto a los demas microorga-
nismMos son notorias; entre estas se encuentran el
tiempo de crecimiento, adaptacion a cambios en
el medio de cultivo, absorcion de CO, y, en espe-
cial, su capacidad de asimilar energia solar para
convertirla en biomasa. Adicionalmente, no son
microorganismos selectivos por lo cual el medio
de cultivo puede ser desde aguas residuales, has-
ta fertilizantes para produccion de lipidos y otras
sustancias de alto valor agregado.

En las Gltimas décadas se han desarrollado
sistemas en los que se evalla el crecimiento mi-
croalgal, que son los fotobiorreactores, los cuales,
segln su disefo, permiten la optimizacién de dife-
rentes condiciones como la transfencia de luzy la
transferencia de masa buscando la posibilidad de
escalamiento[1].

Esta investigacion se enfoco en el disefio de un
tipo de fotobiorreactor de placa plana debido a las
ventajas que presenta con respecto a los demas,
una de ellas es la recepcion de luz gracias al area
de sus placas laterales y su relacion superficie-
volumen [2].

Siendo los fotobiorreactores sistemas en don-
de se pueden manipular condiciones de cultivo,
deben seguir aspectos esenciales para su buen
funcionamiento como la trayectoria de luz, airea-
cion, el pH y longitud de la tuberia de aireacion.
Adicionalmente los fotobiorreactores de panel
plano tienen una relacion superficie-volumen que
permite una eficiente transmision de la luz al com-
pararse con los fotobiorreactores cilindricos.

Anteriormente se han desarrollado investiga-
ciones en las que se evaluaron condiciones espe-
cificas; una de ellas es la variacién de las concen-
traciones de un agente salino en un cultivo, con
el fin de comparar la biomasa obtenida con otros
cultivos [3]with 420 mM of total salts. Specific
growth rates of 0.08 h(-1. Otra condicién esencial
es el nivel de pH ya que al variar estos niveles en
un cultivo favorecen en la productividad volumétri-
cay en la obtencién de acidos grasos especificos
[4]. Teniendo en cuenta la importancia de los fac-
tores pH y salinidad para los cultivos de microal-
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gas a escala de laboratorio, el presente estudio
se enfocd en buscar los rangos adecuados para
implementar cultivos a nivel de fotobiorreactor.

2. MATERIALES Y METODOS

Especie de microalga cultivada

Para el desarrollo experimental se utilizé la mi-
croalga Chlorella vulgaris suministrada por el La-
boratorio de Algas de la Universidad Nacional de
Colombia. Esta microalga hace parte de la familia
de las Cloroficeas o0 algas verdes.

El desarrollo de este articulo se enfocé en 2
fases, en las que se determinaron las condiciones
adecuadas de cada variable (salinidad y pH) y que
se distribuyeron de la siguiente manera:

* Fase de seleccion de condiciones.
e Desarrollo experimental.

2.1 Fase de seleccion de condiciones

Para cumplir con este item se desarrollaron
cuatro cultivos por cada variable por estudiar, en
donde se seleccionaron las concentraciones sali-
nas y los niveles de pH mediante investigaciones
realizadas anteriormente. Las cuatro concentra-
ciones salinas fueron 0.1, 0.2, 0.3y 0.4 M [5]. El
montaje para este cultivo se hizo mediante cuatro
erlenmeyers cada uno de 250 mL, donde se dis-
tribuy6 la microalga (Chlorella vulgaris) con res-
pectiva concentracion salina, se almacend en una
incubadora previamente limpia para evitar que
agentes ajenos al cultivo afectaran su crecimiento
[6]. El sistema de aireacion fue proporcionado por
una bomba de cuatro salidas cuyo caudal es de
3.4 L/ miny una potencia de 8 W con el fin de evi-
tar una sedimentaciéon del cultivo [7], la ilumina-
cioén del cultivo fue abastecida por una lampara de
halégeno de color rojo de una potencia de 8 W con
el fin de que los cultivos realicen el proceso de la
fotosintesis, El fotoperiodo consistio en 12 horas
de luzy 12 horas de oscuridad [8], para el control
de las horas de luz se instald un temporizador que
impide que el cultivo reciba mas de las 12 horas
de luz establecidas, ya que al no tener controlado
las horas de intensidad luminica el cultivo se ve
afectado por fotoinhibicion. Dicho montaje se pue-
de apreciar en la Fig. 1.
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Fig. 1. MONTAJE PRIMERA FASE

Fuente: autores.

2.1.1 Sistema de control de temperatura

El sistema de control de la temperatura consis-
tid6 en un termostato acoplado a una resistencia
graduable; este sistema permitié definir rangos
de temperatura necesarios para el cultivo, en este
caso entre 22°Cy 24°C + 1°C. Para su instala-
cion se disend un recipiente de vidrio en el que
se vertié agua. Con el termostato sumergido este
calienta el agua a una temperatura de 25°C [9]
que es la adecuada para el crecimiento celular del
cultivo.

En la primera fase se seleccionaron dos con-
diciones que presentaron cambios significativos
para cada condicion estudiada en esta investiga-
cién, es decir dos concentraciones de salinidad y
dos niveles de pH. Para llegar a ello se compara-
ron las curvas de crecimiento y la productividad
por analisis estadistico ANOVA.

Para calcular la concentracion celular de la cé-
mara de Neubauer se empleé la ecuacion 1. [10]

Células

numero de células * factor de dilucion

Donde el volumen de la cdmara es de 0.1 mm§,
los cuadrantes totales son 25 y la concentracion
inicial de cultivo para cada ensayo es de 2.0 x 106
células por mililitro.

Para determinar la curva de crecimiento por el
método espectrofotométrico se determiné la cur-
va espectral que definié el valor de 750 nm como
valor de lectura para el seguimiento del cultivo.
Adicionalmente, se verifico la capacidad del es-
pectofotometro para medir la concentracion de
microalgas por la curva de calibracion, y por Ulti-
mo, la curva de crecimiento se obtuvo para deter-
minar las respectivas curvas (ecuacion 4).

Las ecuaciones matematicas utilizadas fueron:

c
CL="pAn  (2)

Donde C, es la concentracion corregida, Cp es
la concentracién patrén, Ap es la absorbancia pa-
trony A es la absorbancia de la muestra.

WsCl=A4" (3)

1000mm>

mL  volumen de la camara * (cuadrantes contados/cuadrantes totales) *

tmp, D
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Donde w es la fraccion de ajuste y A* es la ab-
sorbancia corregida

A =€ =bxcm (4)

Donde ¢ es el coeficiente de absorcion, b es el
ancho de la celda y cm es la concentracion de la
muestra.

La productividad volumétrica que es el segun-

do criterio de selecciéon se determind por medio
de la siguiente ecuacion:

Biomasa Seca )
Volumen de cultivo = Dias de cultivo

Productividad =

Donde la biomasa seca es la cantidad en gra-
mos obtenida del cultivo y las unidades del volu-
men de cultivo es en litros.

Con el objeto de definir si se presentaron dife-
rencias significativas a nivel de las concentracio-
nes celulares finales obtenidas en los diferentes
tratamientos, se empledé un Anéalisis de Varianza
ANOVA [11] de un solo factor.

Los niveles de pH que se utilizaron en el cultivo
fueron 6.5, 7, 7.5 y 8.3 [12], que también fueron
cultivados cada uno en un Erlenmeyer de 250 mL.
Las soluciones de pH fueron preparadas median-
te la graduacion de HCI y NaOH. Ahora bien, se
utilizaron los tres criterios para determinar los ni-
veles de pH adecuados, con la diferencia de que
con el analisis estadistico se realiz6 la prueba Tuc-
key. Los valores de pH fueron tomados diariamen-
te para verificar que se encontrara dentro de los
rangos requeridos para el respectivo tratamiento
experimental. Estos valores de pH se mantuvieron
estables durante las fases de crecimiento de los
cultivos microalgales segln el tratamiento experi-
mental.

2.2 Desarrollo experimental

Con las condiciones previamente seleccio-
nadas, se cultivan en un sistema de produccion
de biomasa o fotobiorreactor cuyo material es de
PMMA (polimetil-metacrilato) [13] el cual presen-
ta propiedades que son adecuadas para el cultivo,
tales como la transparencia, la resistencia quimi-
ca y la resistencia a la presion de fluidos. El tipo
de fotobiorreactor en el que se trabajo fue el de
placa plana debido a que tiene un parametro que
es primordial para el ensamblaje del equipo y es
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la relacion superficie volumen, el cual permite de-
terminar si el equipo es adecuado para el proceso
fotosintético [14] dicho parametro fue estimado
mediante la ecuacion:

Area de la placa lateral
Volumen de equipo

(6)

Inicialmente se adquieren dos laminas de
PMMA de dimensiones de 40 X 20 cm y de 8 mm
de espesor, estas vienen siendo las caras latera-
les del equipo, las caras frontales son laminas de
dimensiones de 2 X 20 cm y 8 mm de espesor, es-
tas piezas son ensambladas mediante cloruro de
metilo que permite que las piezas se mantengan
rigidas durante el pegado. Las piezas superiores e
inferiores constan de dimensiones de 2 X 40 cm
con la diferencia de que la placa superior tiene un
orificio de 5 mm el cual permite la desgasificacion
del cultivo, ya que de no ser asi el cultivo se satura
de gas, provocando cambios en el cultivo. Para el
cierre del fotobiorreactor se hicieron 6 orificios a
la placa superior y se insertaron 6 tornillos. Se le
adiciona caucho en la parte superior del fotobio-
rreactor para facilitar su cierre, logrando asi que
no se afecten las paredes laterales, ya que el ex-
ceso de fuerza al cerrar el equipo puede provocar
que el material se quiebre.

El sistema de control de temperatura fue pro-
porcionado por un termostato para mantener el
cultivo a una temperatura de 250C, pero con la
diferencia de que fue instalado en una de las
paredes del equipo. El sistema de agitacion fue
proporcionado por una bomba centrifuga RICOH
de ¥2 HP de potencia, el aire es transportado a
unas mangueras de % de pulgada para luego ter-
minar en el tubo de aireacion del equipo que fue
ubicado en la parte inferior de este para generar
el burbujeo manteniendo el equipo en constante
agitacion.

Se pone en marcha el fotobiorreactor, sem-
brando la microalga en el medio de cultivo den-
tro del fotobiorreactor, la siembra se realiza para
cada una de las concentraciones, donde la con-
centracion inicial de cultivo es de 2.0 x 10° células
por mililitro, haciendo 2 réplicas por muestra que
se dejan en el equipo por 19 dias. Cada uno de
los procedimientos mencionados a continuacion
se hace para todos los ensayos y sus respectivas
réplicas, dicho montaje se muestra en la Fig. 2.

Relacton Sup — Vol =
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Fig. 2. FOTOBIORREACTOR DE PANEL PLANO USADO
EN LA EXPERIMENTACION

[ .

Fuente: autores.

Las réplicas de cada ensayo permanecen en el
fotobiorreactor por 19 dias, en los cuales se hacen
conteos celulares directos cada 24 horas, simila-
res a los realizados anteriormente en los ensayos
preliminares, lo que permite evaluar las curvas de
crecimiento de cada concentracion.

Luego de culminar el cultivo se seleccionaron
las dos condiciones que cumplieron con los tres
criterios, y se liofilizaron para mantener la canti-
dad lipidica de cada muestra, ver Fig. 3.

Fig. 3. BIOMASA CONCENTRADA DESPUES DE CENTRIFUGACION

Fuente: autores.

Las muestras descartadas fueron centrifuga-
das a una velocidad de 4000 rpm durante 10 min
[15], permitiendo que se obtenga una biomasa
concentrada como lo muestra la Fig. 4.

Fig. 4. BIOMASA LIOFILIZADA

Fuente: autores.

Luego las muestras concentradas son llevadas
a un crisol. El crisol que contiene la biomasa hi-
meda se lleva a un horno durante 3 horas y media
a una temperatura de 60°C. Con ese tiempo se
obtuvo la biomasa seca y asi se pudo determinar
la productividad de las muestras descartadas.

3. RESULTADOS

Utilizando la ecuacién (1) se obtuvieron las
curvas de crecimiento para las cuatro concentra-
ciones salinas que se reportaron en la Fig. 5.

Fig. 5. CURVAS DE CRECIMIENTO A DIFERENTES
CONCENTRACIONES SALINAS

Fuente: autores.
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Como se muestra en la Fig. 5 las condiciones
que no presentaron problemas en su adaptacion
son los cultivos de las concentraciones de 0.2 y
0.3 M, alcanzando un maximo de concentracién
celular de 1.12 x 10"y 1.11 x 107, respectivamen-
te, cumpliendo asi con el primer criterio.

Para determinar la curva por espectrofotome-
tria se utilizaron las ecuaciones (2, 3y 4) en cada
uno de las diferentes concentraciones salinas.
Los resultados fueron reportados en la Fig. 6.

Fig. 6. CURVA DE CRECIMIENTO CONCENTRACIONES SALINAS

bttt

1 ] 15 7
Tinenpa (i)

Fuente: autores.
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Al comparar las graficas realizadas por estos
dos métodos de conteo, su forma y valores difie-
ren, pero aun asi coinciden con la seleccion de las
condiciones adecuadas, siendo las concentracio-
nes de 0.2 y 0.3 M las que mayor concentracion
celular presentaron.

La productividad fue determinada por la ecua-
cion (b) los resultados se muestran en la Tabla |

Una vez calculada la productividad, la Tabla Il
muestra que las concentraciones salinas de 0.2y
0.3 M son las adecuadas para el cultivo en el fo-
tobiorreactor mientras que las concentraciones de
0.1y 0.4 M quedan descartadas, por ahora los dos
primeros criterios han coincidido en la seleccion.

El analisis estadistico fue empleado por una
Tabla ANOVA de un factor donde se compara por
medio del crecimiento celular, cual de las concen-
traciones presentan cambios significativos. Los
resultados que se reportaron en el analisis mues-
tran que las concentraciones salinas de 0.2y 0.3
M presentan cambios significativos coincidiendo
con los demas criterios.

TABLA. |
PRODUCTIVIDADES A DIFERENTES CONCENTRACIONES SALINAS
Concentracion Peso himedo Peso seco Peso biomasa seco gL Productividad
(M] [g] [g] [g] g/Ldia
0,1 2,625 2,122 0,045 0,225 0,019
0,2 2,87 1,157 0,090 0,451 0,038
0,3 3,331 1,16 0,093 0,465 0,039
0,4 1,813 1,139 0,026 0,128 0,011
Fuente: autores.
TABLA Il
ANOVA PARA ANALISIS DE LOS TRATAMIENTOS DE SALINIDAD
Ori del Suma de cuadrados Grados d Promedio de Val iti
rlg_en_ e las r.a os de los cuadrados F Probabilidad alor critico
variaciones [10%] libertad para F
[10%]
Entre grupos 1,644 3 5,481 1,532 0,237 3,098
Dentro de los grupos 7,155 20 3,577
Total 8,799 23

Fuente: autores.
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La Tabla Anova para los tratamientos de salini-
dad no muestra diferencias significativas entre los
tratamientos de salinidad, es decir, las diferentes
concentraciones en el medio de cultivo. Para los
niveles de pH se utilizaron las mismas ecuaciones
para construir las curvas de crecimiento tanto por
conteo de células asi como por espectrofotometria,
dichos resultados se reportaron en las Figs. 7 y 8.

Fig. 7. CURVA DE CRECIMIENTO A DIFERENTES NIVELES DE PH

6200807

Fuente: autores.
Fig. 8. CURVA DE CRECIMIENTO DE DIFERENTES NIVELES DE PH

Y

Fuente: autores.

En la grafica las condiciones adecuadas son
los niveles de pH de 7 y 7.5 con una concentra-
cion de 3.91 x 107 y 2.86 x 107 células por mililitro,
mientras que en la grafica las condiciones ade-
cuadas para el cultivo fueron los niveles de 7 y
7.5, respectivamente, ya que presentaron una
mayor concentracion celular en el dia 9 de 1.71 x
107 células por mililitro para el pH 7, y en el dia 13
de 1.65 x 107 células por mililitro, comparando las
graficas obtenidas los niveles de pH adecuados
tanto para la cdmara de neubauer como para es-
pectrofotometria son los niveles de 7 y 7.5, lo que
confirma la similitud de las dos mejores condicio-
nes en estos dos métodos aplicados a la hora de
seleccionar las condiciones.
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La productividad volumétrica de cada nivel de
pH se calculd mediante la ecuacion (5), los valo-

res fueron reportados en la Tabla lll.
TABLAIII
PRODUCTIVIDADES A DIFERENTES NIVELES DE pH

Rango Peso Peso Peso
de pH himedo | seco biomasa g/L |Productividad
[g] [g] seco [g]

6.0 2,622 1,11 0,043 0,172 0,014

7.0 2,870 1,18 0,113 0,452 0,038

7,5 3,331 1,03 0,046 0,184 0,015

8,3 1,813 1,09 0,023 0,092 0,008

Fuente: autores.

Los resultados obtenidos muestran que los
niveles de pH adecuados fueron 7 y 7.5 coinci-
diendo con la seleccion hecha por las curvas de
crecimiento. En cambio, los niveles de 6y 8.3 que-
dan descartados debido a su baja productividad y
concentracion celular.

En el andlisis estadistico para determinar los
cambios significativos de cada uno de los niveles
de pH no se utilizd la Tabla ANOVA de un factor,
debido a que todos los niveles de pH presenta-
ron cambios significativos y no se llegaria a una
seleccion de condiciones. Para ello se utilizé otro
analisis estadistico el método (C. W. Dunnet) en el
que se compararon los datos alcanzados en cada
uno de los niveles de pH con un control, obtenien-
do cambios significativos en los niveles de 7y 7.5
comprobando una vez mas que los tres criterios
de seleccion coinciden, Tabla IV.

La Tabla IV sugiere que no se presentaron di-
ferencias significativas para la productividad en-
tre los diferentes tratamientos pre-experimentales
para pH. Con las condiciones seleccionadas (salini-
dad: 0.2y 0.3 My pH: 7y 7.5) se cultivaron en un
fotobiorreactor de placa plana, donde se calculé la
relacion superficie-volumen utilizando la ecuacién
(6) donde se obtuvo un valor de 50.11 m?; segln
una investigacion realizada el rango adecuado de
la relacion superficie-volumen para construir un
fotobiorreactor de placa plana esta entre los 20 y
200 m?, lo cual indica que el equipo es el adecua-
do para el cultivo de microalgas [16], [17].



E ion de las inci

vulgaris en un fotobiorreactor de placa plana - Rubio, Hernandez

de salinidad y ph sobre la biomasa, productividad y acumulacion de lipidos en cultivos de Chlorella

TABLA IV
ANOVA PARA ANALISIS DE TRATAMIENTOS DE pH

Origen de las | Suma de Grados de | Promedio de - Valor critico

. R F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados paraF
Entre grupos | 5,398E+13 3 1,800E+13 | 2,017 0,138 3,009
Dentrodelos | , 141414 24 8,921E+12

grupos
Total 2,681E+14 27

Fuente: autores.

Ahora bien, el volumen de cultivo fue de 1.4 L
y el método de conteo que se selecciond fue es-
pectrofotometria las curvas de crecimiento de las
concentraciones salinas y los niveles de pH fue-
ron calculadas mediante las ecuaciones (2, 3, y
4), respectivamente y manteniendo un pH de 7,
obteniendo las Fig. 9y Fig. 10.

Fig. 9. CURVA DE CRECIMIENTO DE CONCENTRACION SALINA DE 0.2 M

Fuente: autores.

Fig. 10. CURVA DE CRECIMIENTO DE CONCENTRACION SALINA DE 0.3 M

wrpa i)

Fuente: autores.

Al comparar las graficas tenemos que la que
mejor se adecua a las condiciones salinas es la
del cultivo con la concentracion de 0.2 M, esto

muestra que la microalga es poco halotolerante
[18], es decir, que a medida que se incrementa la
concentracion salina afecta el crecimiento celular
disminuyendo su concentracion.

Los resultados obtenidos a nivel del crecimien-
to de los cultivos, para el factor pH, sugieren que
la concentracion microalgal es mas alta a pH neu-
tro, aunque la microalga haya tenido una fase de
adaptacion larga de nueve dias, el dia décimo la
microalga creci6 a unas concentraciones conside-
rables, Fig. 11y Fig. 12.

Fig. 11. CURVA DE CRECIMIENTO DE NIVEL DE PH 7

Tiewpe [31)

Fuente: autores.

Fig. 12. CURVA DE CRECIMIENTO DE NIVEL DE PH 7.5

Fuente: autores.
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La productividad volumétrica de cada una de
las muestras se calcul6 utilizando la ecuacion (5),
los resultados se reportaron en la Tabla V.

TABLAV

PRODUCTIVIDADES VOLUMETRICAS DE CONCENTRACIONES SALINAS Y
NIVELES DE pH

Concentracion salina Productividad v?lumétrica
[g/L*Dia]
0.2M 0.53
0.3 M 0.45
Nivel de pH
7 1.10
7.5 0.10

Fuente: autores.

La Tabla V senala que la concentracion salina
de 0.2 M presenté mayor productividad, al igual
que el nivel de pH 7. Quedando descartadas las
demas variables, debido a que la productividad
que se obtuvo fue menor.

Por otro lado, se compar6 el valor de la produc-
tividad mas alta que en este caso es el nivel de
pH 7 (Tabla Ill) con respecto a otra productividad
de la misma especie de cepa que en este caso es
Chlorella y cultivada a un volumen de 400 L en un
fotobiorreactor de placa plana. Esta investigacion
fue realizada por el Colegio Universitario de Dublin
en donde reportaron un valor de productividad de
3.2 g / L*dia [19], lo que se determin6 como un
buen indicio debido a que se tuvo que cultivar a
grandes volimenes para obtener un valor de pro-
ductividad volumétrica considerable. Mientras
que en este trabajo de grado la productividad que
se obtuvo fue aproximadamente la tercera parte
de la productividad volumétrica registrada en el
articulo, pero a un volumen de trabajo 1.4 L.

El anadlisis estadistico que se desarrolld en
esta seccion fue una tabla ANOVA de dos facto-
res, el cual por medio de los valores calculados
en las curvas de crecimiento se comparo qué va-
riable presenta mayor incidencia si es la salinidad
0 el pH. Los resultados mostraron que el pH es la
variable que incide en un cultivo de microalgas,
debido a las diferencias entre cada uno de los tres
criterios con respecto a las concentraciones sali-
nas. Con esta herramienta adicionando las curvas
de crecimiento y las productividades volumétricas
se seleccion6 el nivel de pH 7 como muestra para
los analisis de perfil de acidos grasos mediante
cromatografia de gases.
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Dicha muestra fue llevada a los laboratorios de
toxicologia de la Universidad Nacional de Bogota
en el que se obtuvieron los siguientes perfiles Fig.
13y Fig 14.

Fig. 13. PERFIL DE ACIDOS GRASOS A pH 7

Fuente: autores.

La biomasa de pH 7 obtenida muestra que
tiene un porcentaje de 52.3 % de acidos grasos
libres o SFAs, esto quiere decir que esta condicion
favorece en la obtencion de materia prima para
combustibles alternativos. Los porcentajes de los
omegas resultan ser bajos, por lo que no se reco-
mendaria utilizar esta biomasa con fines alimen-
ticios.

Fig. 14. COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS pH 7

Fuente: autores.

El perfil mostrado en la Fig. 14 confirma que la
aplicacion de esta muestra es para combustibles
alternativos debido al alto porcentaje de acido pal-
mitico, estearico y oleico los cuales son materias
primas fundamentales en la obtencion de biocom-
bustibles.

Por ualtimo, se realizaron algunas comparacio-
nes de perfiles de acidos grasos obtenidos en in-
vestigaciones anteriores con los de esta investiga-
cion, los resultados se muestran en la Fig. 15
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Fig. 15. COMPARACION DE LiPIDOS ENTRE DOS CEPAS Chlorella
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Fuente: autores.

Se compararon los perfiles de acidos grasos
de la misma especie de microalga, el perfil de
barras azules fue obtenido en una investigacion
de la Universidad Nacional de Bogota [20], vy el
naranja son los resultados de esta investigacion.
Como se muestra en la grafica, en la cepa de la
Universidad Nacional el perfil de acidos grasos
es idéneo para la industria de alimentos, gracias
a sus composiciones altas de omegas y acidos
esenciales, mientras que la de Biotecfua presenta
altas composiciones de acido palmitico, estearico
y oleico fuentes de materia prima para combusti-
bles alternos.

En la Fig. 16. se muestra una comparacion de
diferentes especies de microalgas, tales como

C183n.3 —

C1R:Bn-6

201

L =R ]
L20En-3

THE

B Muesira Nackonal
= Musestra b, Biotecfua

whfud |

Cring
MUFAs

Chlorella Vulgaris, Dunaliella, y Scenedesmus
obliquus [21], se compard la cantidad lipidica
entre la cepa Dunaliella, y la cantidad lipidica
de la cepa que se estudid en esta investigacion,
y se pudo apreciar que la mayor composicion de
acidos grasos fue en la de omega 3 con un 30%
mientras que las demas composiciones de acidos
grasos para biocombustibles son muy reducidas,
por lo que no es recomendable utilizar esta cepa
como fuente de combustible alterna. Por ultimo,
se compard con la cepa Scenedesmus, en don-
de su mayor composicion lipidica se centrd en el
omega 6, pero aun asi la composicion de acidos
grasos para biocombustibles es reducida.

Fig. 16. COMPARACION DE LIPIDOS DE DIFERENTES ESPECIES DE MICROALGA
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Fuente: autores.
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Si queremos encontrar una aplicacion rentable
en la industria para las dos cepas comparadas
seria la de los alimentos, debido a que su porcen-
taje de acidos esenciales es alto con respecto a
la cepa estudiada. El pH 7.0 se seleccioné como
factor base de productividad a nivel de biomasa,
es decir, la variable que se tuvo en cuenta en el
presente estudio para los cultivos definitivos en
fotobiorreactor fue la produccién de biomasa. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que existe un
balance entre la cantidad de biomasa producida
por los cultivos microalgales y el nivel de lipidos
almacenados por estos. En otras palabras, obte-
ner una cantidad 6ptima de biomasa y lipidos en
cultivos es un factor que en la actualidad presen-
ta oportunidades de investigacion y consideramos
la concentracion de biomasa como un indicador
adecuado para definirlas como variables de pro-
ductividad.

El alcance del trabajo nos permitié aproximar-
nos al efecto de la salinidad y el pH como factores
qgue pueden modificar la cantidad y el tipo de lipi-
dos obtenidos a partir de C. vulgaris; sin embar-
g0, no nos fue posible generar a partir de estos
factores condiciones de estrés que son los que
aumentan la produccion de lipidos microalgales,
en parte, debido a los cambios fisicos que sobre
el cultivo mismo pueden generan niveles de pH
extremos acidos o basicos.

4. CONCLUSIONES

Tras la experimentacion a escala laboratorio
con un fotobiorreactor de panel plano para la eva-
luacion de las incidencias de salinidad y pH so-
bre la biomasa, productividad y acumulaciéon de
lipidos en cultivos de Chlorella vulgaris se pueden
obtener las siguientes conclusiones:

Durante la pre-experimentacion la variable de
salinidad influye en el crecimiento de manera des-
favorable debido a que esta especie de microalga
es poco halotolerante, es decir, que a concentra-
ciones salinas bajas el inéculo incrementa su con-
centracion celular alcanzando un maximo valor de
1.1x107 células por mililitro en la concentracion de
0.2 M, mientras que si se compara con el nivel de
pH este tipo de microalga se adecUa a niveles par-
cialmente acidos a neutros, en este caso el nivel
de pH de 7 reporta un maximo valor de 3.9x107
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células por mililitro, lo cual es una diferencia sig-
nificativa.

El fotobiorreactor de placa plana es uno de los
equipos adecuados para el cultivo de microalgas,
debido a la relacion superficie volumen que re-
porté dicho equipo, la cual fue de 50.1042 m™.
Cumpliendo con los intervalos propuestos en in-
vestigaciones anteriores, permitié que el inoculo
realice sin problemas el proceso de la fotosintesis
sin llegar a la fotoinhibicion.

La maxima concentracion alcanzada en cada
uno de los ensayos de salinidad (0.2 y 0.3 M)
corresponde a 1.25x107 células por mililitro y
1.03x107 células por mililitro. Mientras que los
niveles de pH (7 y 7.5) reportaron unos valores de
2.85x107 células por mililitro y 2.32x10" células
por mililitro. Lo que evidencia el buen funciona-
miento del fotobiorreactor y a la vez permite corro-
bar que el crecimiento de la biomasa disminuye al
aumentar la concentracion salina.

La productividad volumétrica del sistema de
produccion de biomasa se ve afectada tanto para
las concentraciones salinas (0.2 y 0.3 M) como
para los niveles de pH, debido a que esto reduce
la division celular dando como resultado producti-
vidades de 0,526 y 0,421 g/L*dia. Caso contrario
presento los niveles de pH (7 y 7.5) que estimula-
ron la divisién celular dando como resultados de
productividad de 1.090 y 0.978 g/L*dia.

Los resultados obtenidos sugieren que las
condiciones experimentales estudiadas, niveles
de pH y salinidad en Chlorella vulgaris pudieron
haber causado cambios en el contenido lipidico
de la microalga, ya que las mayores composicio-
nes fueron acidos grasos libres (SFAS) 52,3% y
acidos grasos monosaturados (MUFAS) 26,5 %,
resultados que tienden a ser diferentes de los
lipidos obtenidos con C. vulgaris lo que también
es verificable por la cantidad de acidos grasos po-
liinsaturados (PUFAS) obtenidos que se disminuyé
considerablemente en un 12%.

Dadas las caracteristicas quimicas de los Ii-
pidos obtenidos en el presente estudio, surge la
perspectiva real de utilizar los lipidos microalgales
para biocombustibles como el biodiesel; sin em-
bargo, las posibilidades de generar producciones
industriales se podran dar a partir de la integra-
cion con biorrefinerias [22], las cuales permiten
obtener las materias primas necesarias para los
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cultivos de forma sostenida y a costos relativa-
mente bajos. Sin embargo, considerando la ma-
yoria de estudios de obtencion de lipidos microal-
gales y la demanda de alimentos como los aceites
omega tres y seis, es posible que las microalgas
como Chlorella vulgaris sean mas valiosas para
este tipo de producciones que para la industria de
los biocombustibles. Para definir este tipo de as-
pectos desde el punto de vista técnico se requie-
ren otros estudios que permitan obtener conclu-
siones que planteen las producciones industriales
[23], [24].
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