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GLOSARIO

BAGAZO: resido con gran cantidad de lignina que resulta después de la
extraccion del jugo de cafa.

BIOMASA: material organico (contenido energético) obtenido a partir del proceso
de fotosintesis en las plantas.

CACHAZA: residuo proveniente de la etapa de la limpieza de la produccion de
panela, es caracteristica por ser una espuma espesa y amarillenta con alto grado
de fermentacion.

CROMATOGRAFIA: método de andlisis y de separacion de compuestos
quimicos, en donde se cuantifica y caracteriza los lipidos obtenidos de la biomasa
microalgal.

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

FOTOBIORREACTOR: sistema capaz de generar la fotosintesis de las clorofilas
existentes en los microrganismos, tales como las microalgas marinas.

GAVERA: conjunto de moldes, comunmente de madera, utilizados para dar forma
a la panela.

GUARAPQO: jugo de la cafa de azucar fermentado.

GUASIMO: planta de la cual es extraida una sustancia viscosa utilizada como
aglutinante de las impurezas del jugo de cafa.

MELADO: procedente de la ultima paila en que se termina de cocer y purgar el
guarapo.

MELOTE: residuo proveniente de de la agroindustria panelera que resulta de la
deshidratacion de la cachaza.

MICROALGA: microorganismos que surgen en el agua como lagos, rios y mares

PANELA: alimento para consumo humano. Producto solido que se obtiene a
través de la evaporacion y concentracion de los jugos de la cafia de azlcar

RESIDUO: lo que queda de un todo después de haber quitado una o mas partes.
Desecho.

TRAPICHE: molino utilizado para extraer el jugo de la cafa de azucar.
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RESUMEN

En este proyecto se evalué la influencia de un residuo panelero como suplemento
de cultivo sobre la produccion de biomasa y lipidos en la microalga Chlorella
vulgaris. Se utilizé como medio de cultivo fertilizante foliar (FOLIAGRO) y como
suplemento se evaluaron dos de los residuos de la produccién de la panela,
melote y el agua del lavado de las gaveras en diferentes proporciones
volumen/volumen (V/V).

Las microalgas se cultivaron en fotobiorreactores adaptados a temperatura
ambiente, fotoperiodos de 12 horas luz/12 horas oscuridad con lampara de luz
incandescente y agitacion constante por medio de bombas para acuario. Se
realiz6 seguimiento de cultivos durante 10 dias para los pre-experimentos y 15
dias para el experimento, haciendo uso de la camara de Neubauer y un
microscopio binocular. Se evalué la concentracion celular por medio de las curvas
de crecimiento.

Para la obtencion de biomasa se dejo sedimentar el cultivo retirando la agitacion,
se centrifug6 cada muestra y la biomasa humeda obtenida (hasta un 90% de
humedad) se secé a 40°C durante 17 horas. Posteriormente, se extrajeron los
lipidos por solventes y por medio de una cromatografia de gases se determinoé el
perfil lipidico.

El melote fue el residuo elegido como suplemento para el desarrollo experimental,
con la relacién 1:1 entre medio de cultivo y suplemento fue con la que se alcanz6
mayor concentracién celular (concentracion celular maxima 1.08x108Cel/mL). Baj6
esta relacion, se obtuvo un alto contenido de acidos grasos insaturados (47,45%),
en su mayoria acido linoléico (32,22%), acido aplicable en la industria de
alimentos.

PALABRAS CLAVE: Cultivo mixotréfico, residuo panelero, melote, biomasa
microalgal, lipidos.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia se ha evidenciado el desarrollo de la sociedad; gran
cantidad de descubrimientos e investigaciones que dia a dia han contribuido al
origen de nuevos productos y por lo tanto al crecimiento industrial, llevando a la
creacion de compafias productoras que generan toneladas de residuos, los
cuales son potenciales de contaminacion y causantes del efecto invernadero.

Los residuos industriales siguen convirtiéndose en un problema no sélo ambiental
sino econodmico, ya que las mismas empresas deben asumir altos costos de
disposicion de éstos. Es preocupante como se prefiere arrojar éstos residuos a
vertimientos o rellenos sanitarios, causando acumulacion de basuras, en vez de
aprovechar los nutrientes que aun contienen y convertirlos en sustancias de mayor
valor agregado con la suficiente calidad e inocuidad como para ser usados en los
procesos de mayor valor agregado.

La generacion de residuos de la agroindustria en Colombia es muy poca, sin
embargo, la mayoria de éstos se consideran peligrosos para la contaminacién del
agua, ya que la mayoria de estas industrias se encuentran ubicadas en sitios
rurales cercanos a lagos y rios. Una de las agroindustrias mas tradicionales en
Colombia es la de la produccién de panela, siendo actualmente un producto que
cumple con todos los requerimientos de vitaminas, carbohidratos, proteinas,
grasas, agua y minerales exigidos dentro de una dieta para ser considerado un
alimento completo?.

Por lo anterior, surge la necesidad de buscar la manera de aprovechar los
residuos de la industria panelera, de tal manera que contribuya a la sostenibilidad
ambiental y por consiguiente permita reducir el impacto ambiental. El grupo de
investigacion BIOTEC FUA (Linea: Biotecnologia con microalgas) ha venido
investigando sobre el comportamiento de las microalgas en diferentes medios de
cultivo, buscando el uso adecuado de sustratos no convencionales para los
procesos de produccién de biomasa microalgal, teniendo en cuenta que son una
fuente de lipidos y acidos grasos potenciales para la produccion de biodiesel,
productos farmacéuticos, acuicultura, entre otras aplicaciones. Las microalgas,
son amigables con el medio ambiente puesto que tienen capacidad para tener un
crecimiento rapido, aceptan residuos organicos como nutrientes y fijan grandes
cantidades de CO:2 lo cual permite un facil cultivo y alta productividad; los
requerimientos de agua son limitados y puede ser reutilizada para el mismo
cultivo. Ademas, se destaca por no competir con los cultivos alimenticios o
destinados a la produccién de fibra.

IFEDEPANELA. Seguridad alimentaria en familias paneleras de Cundinamarca. 2005. p. 21.
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Por lo tanto, teniendo en cuenta cada una de las propiedades expuestas
anteriormente, los conocimientos adquiridos en biotecnologia, bioprocesos,
microbiologia y las bases cimentadas por el grupo de investigacion biotecfua, en
este proyecto se evaluara el potencial de un residuo industrial panelero en el
crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris, esperando que exista un aumento
en la acumulacion de biomasa para una posterior extraccion y uso de lipidos, los
cuales son de gran interés para la produccion de jabones, lubricantes, biodiesel,
detergentes, alimentos, entre otros.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la influencia de una sustancia proveniente de la industria panelera como
fuente de carbono en la produccién de biomasa microalgal

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Seleccionar la fuente de carbono proveniente de un residuo de la produccion de
panela.

¢ Realizar las curvas de crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris de acuerdo
a la concentracion de sustrato suministrada.

e Determinar la influencia del sustrato sobre la produccion de biomasa.

e Determinar el perfil lipidico de la biomasa con respecto a la concentracion de
sustrato elegido que presenta mayor rendimiento.
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1. MARCO TEORICO
1.1 MICROALGA

Las microalgas son, una especie de organizacion microscopica, organismos
unicelulares, filamentosos o coloniales dependiendo su género crecen en
suspension, principalmente, en disoluciones acuosas?. Muchas de las especies
tienen un rapido crecimiento con una gran productividad; se les considera
responsables de la produccion de 50% del oxigeno y de la fijacion del 50% del
carbono del planeta®, ademas, son convertidores eficientes de energia solar y
productores de diversos metabolitos*.

Un cultivo microalgal tiene grandes ventajas en comparacion con otros
microorganismos ya que mediante la fotosintesis las microalgas convierten la
energia solar en biomasa de donde se puede extraer lipidos, carotenos,
aminoacidos, proteinas, entre otros productos de interés biotecnoldgico. Ademas,
se puede cultivar en cualquier temporada del afio, aun en regiones aridas ya que
se puede utilizar fuentes no convencionales como medio de cultivo®.

1.1.1 Aplicaciones biotecnolégicas. Las microalgas son organismos de gran
potencia debido a que su campo biotecnolégico es de gran dinamismo; son
utilizadas en diversas areas las cuales se presentan a continuacion.

Cuadro 1. Usos industriales de las microalgas.

Las microalgas son una excelente
fuente de nutrientes tanto para
humanos como animales, son

Nutricion usadas a manera de alimentos,
espesantes, colorantes, gelificantes
y endulzantes®. La biomasa utilizada
para nutricion animal es el 30% de la
produccion mundial’.

2BOLANOS, E. R. A. Aplicaciones biotecnolégicas de las microalgas. En: Revista Del Colegio de
Microbidlogos Y Quimicos Clinicos de Costa Rica. No.14. (2008) p 9.

3GARIBAY-HERNANDEZ, A., et al. Biodiesel a partir de microalgas. En: BioTecnologia. No.13.
(2009) p 41.

‘DEMIRBAS, A., & DEMIRBAS, M. F. Biodiesel from Algae. En: Algae Energy: Algae as a New
Source of Biodiesel. Primera edicion. Londres. Springer, 2010. p 76.

SVASQUEZ-DUHALT, R., & ARREDONDO-VEGA, B. Microalgas Fuente De Aceites Comestibles Y
Terapeuticos. (1991). p 20.

STEBBANI, Op. cit., p. 7.

"BOLANOS, Op. cit., p. 9.
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Cuadro 1. (Continuacion)

La microalgas son de gran utilidad
en el desarrollo de nuevas
medicinas ya  que contiene
Farmacéutica polisacaridos® y carotenoides los
cuales son utilizados para
tratamientos terapéuticos, anti-
cancerigenos, antiinflamatorios,
anticoagulantes, entre otros®.
Mircoalgas como Spirulina arthospira
y Chorella son de gran uso en la
industria de cosméticos puesto que
ayudan a regenerar la piel,
refrescarla, purificarla, y regenerarla
Cosmeéticos de los efectos prematuros de
envejecimiento'®. Son utilizadas por
medio de productos como cremas,
champus en gel, lociones de cuerpo
o protectores solares'?.
Utilizada para la produccion de
energia o calor por combustion
directal? (conversiéon termoquimica
lo cual involucra la gasificacion,
licuefaccién, pirolisis, y combustion
directa para la produccion de
electricidad. Asi mismo en la
elaboracion de  biocombustibles
Energia participan  microorganismos  los
cuales son encargados de degradar
biol6gicamente la biomasa (por
medio de reacciones quimicas y
biologicas) haciendo uso de la
digestibn anaerobia, fermentacion
alcohdlica y produccion fotobiologica
para produccion de biogas, etanol e
hidrogeno respectivamente?s,

STEBBANI, Op. cit., p. 8.

HERNANDEZ-PEREZ, A., & LABBE, J. |. Microalgas, cultivo y beneficios. En: Revista de Biologia
Marina Y Oceanografia. No. 49. (2014). p 169.

Olpid., p. 162.

LCLEMENS, P., & CHRISTIAN, W. Microalgal Biotechnology - Integration and Economy. De
Gruyter, 2012 p 32.

12TEBBANI, Op. cit., p. 16.

13HERNANDEZ-PEREZ, Op. cit., p. 168.
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Cuadro 1. (Continuacion)

Las microalgas son amigables con el
medio ambiente ya que son capaces

Campo Ambiental de fijar cantidades de CO2!; asi
mismo son utilizadas para la
remocién de contaminantes (fésforo,
nitrogeno) y metales pesados en el
tratamiento de aguas.

1.2 CHORELLA

Chorella es una microalga unicelular, de color verde, habitante inherente de aguas
residuales,adaptable a diferentes condiciones de cultivo y de crecimiento rapido;
rica en proteinas, vitaminas y acidos grasos'®.

Esta especie de microalga es conocida por su gran contenido de nutrientes los
cuales son asimilados por el ser humano; una de las sustancias resaltadas en esta
microalga es beta-1, 3-glucano, un polisacarido que estimula el sistema inmune,
destruye los radicales libres y reduce los lipidos en sangre, a si mismo tiene la
capacidad de reducir las Ulceras gastricas, previene el estrefiimiento, la
aterosclerosis, hipercolesterolemia,el cancer, entre otras?®.

1.3 CONDICIONES DE CULTIVO

Los medios de cultivos se pueden definir como ambientes artificiales creados para
qgue la microalga crezca y la reproduccion de sus células sea significativa; estos
deben semejarse a un ambiente naturall’ , para ello hay que tener en cuenta
diversos factores que contribuyen al desarrollo 6ptimo de los cultivos de
microalgas.

En el cuadro 2 se encuentran algunas de las condiciones de cultivo mas
influyentes en la produccion de biomasa microlagal.

UTEBBANI, Op. cit., p. 17.

15RODRIGUEZ RAMOS, P., et al. Obtenciéon de biomasa de microalga Chlorella vulgaris en un
banco de prueba de fotobiorreactores de columna de burbujeo. No. 73. Afinidad, (2015) p 125.
6CLEMENS, Op. cit., p. 35

1"MANJARRES POLANIA, J., & MUNOZ GUZMAN, L. Efecto del glicerol como fuente de carbono
adicional en la obtenciébn de biomasa y acidos grasos en cultivos Chlorella vulgaris en un
fotobiorreactor de panel plano a escala de laboratorio. Trabajo de grado Ingeniero Quimico.
Bogota. Fundacion universidad de América. Departamento de Ingenieria Quimica, 2014, p. 8-45.
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Cuadro 2. Condiciones de cultivo.

Condiciones de cultivo.
La temperatura es un factor muy
importante en un medio de cultivo,
ya que cada clase de microalga
Temperatura requiere un valor para no inhibir o
incluso morir. La mayoria de las
especies de microalgas toleran
temperaturas entre 16 y 27°C!8, sin
embargo la Chlorella puede crecer
entre 5y 42°C*,
Asi como en las plantas, la luz es la
promotora de la fotosintesis, se
Luz deben tener en cuenta, la intensidad,
la calidad espectral y el fotoperiodo.
En los cultivos a gran escala es
recomendable inyectar CO2 (0.5%)
para contribuir al proceso
fotosintético?.
La aireacion hace referencia a la
agitacion. Es de gran relevancia
para la homogenizacion de los
nutrientes 'y  pH, evita la
Aireacion sedimentacion de las microalgas,
disminuye la perdida de biomasa ya
que evita la adherencia de ésta a las
paredes del birreactor; asimismo
asegura que todas las células de la
poblacion estén expuestas a la luz y
los nutrientes 'y permite el
intercambio de gases entre el medio
y el cultivo?L.

1BHERRERA PRADA, N. A., & MONTENEGRO, L. C. Utilizacién de la microalga chlorella vulgaris
en la remocién de contaminantes organicos provenientes de las aguas residuales de la empresa
conalsebos a escala laboratorio. Trabajo de grado Ingeniero Quimico. Bogota. Fundacion
universidad de América. Departamento de Ingenieria Quimica, 2010, p. 20.

BRUIZ, A. Puesta en marcha de un cultivo de microalgas para la eliminacién de nutrientes de un
agua residual urbana previamente tratada anaerobicamente. Universidad Politécnica de Valencia,
(2011) p 34.

2)HERRERA PRADA, Op. cit., p 20.

21RUIZ, A. Op. cit. p. 35
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1.4 NUTRICION

Las microalgas son microorganismos capaces de asimilar los nutrientes bajo
diferentes condiciones de cultivo, por lo general, todas las especies crecen
mediante la fijacién de carbén inorganico (CO2) y absorbiendo energia luminica??.
Se han estudiado principalmente cuatro modos de cultivo, los cuales se prestan a
continuacion.

Cuadro 3. Modos de crecimiento de un cultivo de algas (microalgas).

FUENTE | FUENTE

MODO DE DE DE REQUERIMIENTOS | VARIACION DE
CULTIVO ENERGIA | CARBON DE LUZ METABOLISMO
s Luz Inorganica Obligatorio N iy VI el
autotrofico entre las fuentes
Heterotréfico | Organica | Orgénica No requiere Variacion entre
las fuentes
Foto- Utilizacion
g Luz Organica Obligatorio simultdnea de la
heterotrofico
fuentes
Luz Inorganica Utilizacion
Mixotroéfico izy y No obligatorio simultanea de la
organica )
Organica fuentes

Fuente: Perez-Garcia, O., & Bashan, Y. Microalgal Heterotrophic and Mixotrophic
Culturing for Bio-refining: From Metabolic Routes to Techno-economics. En: Algal
Biorefineries: Volume 2: Products and Refinery Design. (2015) p 62.

1.4.1 Foto-Autotréfico. Es el método de cultivo mas comun ya que todas las
especies de microalgas son fotosintéticas?®. Un cultivo bajo esta condicion
requiere de una fuente de energia y carbon. Convencionalmente, la fuente de
energia es suministrada por la luz solar y el requerimiento de carbén, puede ser
completamente satisfecho por el CO2 presente en el aire 0 se puede suplir con
aguas residuales, residuos industriales cuyos nutrientes sean asimilables por la
especie®*.

Una desventaja que ha sido investigada es el rendimiento produccion de biomasa
gue se puede obtener en un cultivo autotréfico comparado con los otros modos de

22PEREZ-GARCIA, O., & BASHAN, Y. Microalgal Heterotrophic and Mixotrophic Culturing for Bio-
refining: From Metabolic Routes to Techno-economics. En: Algal Biorefineries: Volume 2: Products
and Refinery Design. (2015) p 62.

2PEREZ-GARCIA, O., ESCALANTE, F. M. E., DE-BASHAN, L. E., & BASHAN, Y. Heterotrophic
cultures of microalgae: Metabolism and potential products. En: Water Research. No. 45. (2011) p
12.

24ZHAN, J., RONG, J., & WANG, Q. Mixotrophic cultivation, a preferable microalgae cultivation
mode for biomass/bioenergy production, and bioremediation, advances and prospect. En:
International Journal of Hydrogen Energy. (2016) p 3.
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cultivo. Kim et al.,?® reportan para un cultivo autotréfico iluminado con luz
fluorescente y como fuente de carbono bicarbonato de sodio una densidad Optica
la cual es la relacion entre la luz transmitida o reflejada y la luz incidente; medida
por espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm de 0.6 d, comparado
con un cultivo heterotréfico (1.8 d*) y mixotréfico (1.7 d1), es hasta tres veces
menor como se puede ver en la figura 1.

Grafica 1. Crecimiento de C. sorokiniana en cultivos autotrofico, heterotrofico y
mixotrofico.

1.5 1

—&— Autotrophic

—&— Heterotrophic

OD 540nm
=

—— Mixotrophic

0.5 -

Cultivation time (day)

Fuente: KIM, S., et al. Growth rate, organic carbon
and nutrient removal rates of Chlorella sorokiniana
in autotrophic, heterotrophic and mixotrophic. En:
Bioresource Technology. No. 144. (2013). p 10.

Los rendimientos en la acumulacion de biomasa y lipidos no sélo se ven afectados
por el modo de cultivo, sino también por la especie. Lin y Wu?® reportan diferentes
rendimientos de produccién de biomasa y lipidos, donde se puede ver que en
algunas especies como Chlorella sp. El rendimiento de biomasa y lipidos es mayor
en el cultivo autotrofico que en el heterotrofico. La acumulacion de lipidos es una
de las ventajas que tiene el modo de cultivo autotréfico, como se puede ver en la

25 KIM, S., et al. Growth rate, organic carbén and nutrient removal rates of Chlorella sorokinianain
autotrophic, heterotrophic and mixotrophic. En: Bioresource Technology. No. 144. (2013). p 10.
26LIN, T. y WU, J. Effect of carbén sources on growth and lipid accumulation of newly isolated
microalgae cultured under mixotrophic condition. En: Bioresource Technology. No. 184. (2015). p.
104.
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tabla 1 el rendimiento es mayor que el reportado bajo un cultivo heterotrofico y
similar al mixotréfico en las diferentes especies de microalgas.

Tabla 1. Produccién de lipidos y biomasa de diferentes especies bajo condiciones
foto-autotroficas, heterotroficas y mixotroficas.

Microalgae Autotrophic Heterotrophic Mixotrophic

Lipid content (%) Biomass (g/L) Lipid content (%) Biomass (g/L) Lipid content (%) Biomass (g/L)

Marine

Chlorella sp. Y8-1 165 022 5.9 017 35.5 0.45
Chlorella sp. 30.0 038 21.0 0.48 255 145
Chlorella vulgaris - - 2.0 3.00 0.8 4.00
Chlorella sorokiniana 19.0 - - - 33.0 -
Nannochloropsis sp. 280 0.37 20.0 0.38 275 1.20
Freshwater

Chlorella sp. 135 0.60 13.0 0.75 15.0 1.40
Chlorella vulgaris ESP-31  20.0 0.8 16.0 02 53.0 3.0

Fuente: LIN, T. y WU, J. Effect of carbon sources on growth and lipid
accumulation of newly isolated microalgae cultured under mixotrophic
condition. En: Bioresource Technology. No. 184. (2015). p. 104.

A pesar de su gran acumulacion de lipidos no es el modo de cultivo mas utilizado
en biorefinerias por las dificultades que involucra realizar un cultivo autotréfico en
sistemas abiertas y cerrados?’.

1.4.2 Heterotréfico. Este modo de cultivo depende de la capacidad de la especie
de microlaga para asimilar y metabolizar los nutrientes de una fuente organica.
Las especies heterotrdficas, usan los compuestos organicos en el medio de cultivo
como fuente de carbén y energia?® en ausencia de luz?°.

Las fuentes orgénicas en este modo de cultivo son responsables del 80% del
costo del medio de cultivo®® y pueden ser una desventaja ya que los sustratos
convencionales que se utilizan son glucosa, acetato®! y glicerol®? (para algunas
especies) pueden ser costosos. Malorie Gélinas et al.®3, menciona la posibilidad de
usar fuentes de carbon no convencionales diferentes a las aguas residuales, entre
ellas, hidrolizado de maiz, cafia de azlcar, suero de soya, entre otros, obteniendo
resultados positivos, con aun mayor productividad que los sustratos

2’PEREZ-GARCIA, O., et al. Heterotrophic cultures of microalgae: Metabolism and potential
products. Op. cit., p. 14

28ZHAN, J., Op. cit.,, p. 7

2%KIM, S., et al. Op. cit., p 8.

SOMITRA, D., et al.. Heterotrophic/mixotrophic cultivation of oleaginous Chlorella vulgaris on
industrial co-products. En: Algal Research. No. 1. (2012) p 41.

3lbid., p.42

32ZHAN, J., Op. cit., p. 8

BBGELINAS, M., et al.. Residual corn crop hydrolysate and silage juice as alternative carbon
sources in microalgae production. En: Algal Research. No. 12. (2015) p 34.
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convencionales, lo que resultaria favorable econémicamente, ya que son residuos
0 co-productos de menor valor.

Octavio Perez34, encuentra en el crecimiento heterotréfico una ventaja sobre el
foto-autotrdfico, al no requerir luz el cultivo se puede hacer en un fermentador
como biorreactor, lo cual representa una gran disminucion de costos y una relativa
facilidad en las condiciones de operacion. Asimismo, Perez, expone que un cultivo
bajo condiciones heterotréficas se ve limitado por: No todas las especies tienen la
capacidad de crecer en un modo de cultivo heterotrofico; la contaminacion vy
competencia que se puede presentar entre el sustrato y la microalga; y la posible
inhibicion por exceso de sustrato organico®.

1.4.3 Foto-Heterotrofico. A diferencia del heterotrofico requiere de luz como
fuente de energia y ademas de una fuente organica de carbdn, la cual debe estar
libre de CO2%, ya que bajo este modo de cultivo no es posible absorber y
metabolizar dicho compuesto®’.

1.4.4 Mixotrofico. El cultivo mixotrofico, hace uso de una fuente de carbon
organica y a su vez de energia luminica haciendo que el diéxido de carbdn sea
fijado a través de la fotosintesis influenciada por las condiciones luminicas y la
fuente organica sea absorbida a través de la respiraciéon aerébica®®, dando lugar a
que los metabolismos respiratorios y fotosintéticos ocurran al mismo tiempo3°.

Tamarys Heredia et al.*°, concluyé que la concentracién de biomasa con la
especie utilizada (Chlorella vulgaris) era mayor que la obtenida en condiciones
autotroéficas o heterotréficas (ver tabla 2).Ademas, Heredia et al definen que el uso
de aguas residuales o enriquecidas como fuente de carb6n tiene una menor
eficiencia en la produccion de biomasa y lipidos, con respecto a los residuos
organicos como los agricolas, ya que estas aguas pueden tener cierto grado de
turbidez lo que afectara el metabolismo fotosintético del cultivo**.A diferencia del
cultivo heterotrofico, el uso de la luz en condiciones mixotroficas representa una

S4PEREZ-GARCIA, O., et al. Heterotrophic cultures of microalgae: Metabolism and potential
products. Op. cit., p. 15.

35 |bid., p. 15.

SSPEREZ-GARCIA, O., et al. Microalgal Heterotrophic and Mixotrophic Culturing for Bio-refining:
From Metabolic Routes to Techno-economics. Op. cit., p. 63.

87ZHAN, J., Op. cit., p. 9.

3BWANG, J., YANG, H Y WANG, F. Mixotrophic cultivation of microalgae for biodiesel production:
Status and Prospects. En: Applied Biochemestry and Biotechnology. No. 172. (2014) p 3307-3329.
3LIN, T.-S., & WU, J.-Y. Effect of carbon sources on growth and lipid accumulation of newly
isolated microalgae cultured under mixotrophic condition. En: Bioresource Technology. No. 184.
(2015) p 102.

“HEREDIA-ARROYO, T., et al. Mixotrophic cultivation of Chlorella vulgaris and its potential
application for the oil accumulation from non-sugar materials. En: Biomass and Bioenergy. No.35.
(2015) p 2247.

41 |bid., p. 2248
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ventajas en la obtencién de pigmentos y carotenoides fotosintéticos como el beta-
caroteno de alto valor comercial®?.

Tabla 2. Concentracion de biomasa y contenido lipidico comparacion entre
autotrofico, heterotréfico y mixotréfico C. vulgrais.

Autotrofico  Heterotroéfico Mixotrofico

Biomasa (g/L) 0,40+0,22 0,75+0,38 1,40 £0,10
Contenido de Lipidos 27,38 + 30,58 + 13,82 +9,91
(%) 22,94 26,50

Fuente: HEREDIA-ARROYO, T., et al. Mixotrophic cultivation of Chlorella
vulgaris and its potential application for the oil accumulation from non-
sugar materials. En: Biomass and Bioenergy. No.35. (2015) p 2247.

1.5 PRODUCCION DE PANELA

La panela es un producto muy conocido en nuestro pais y también a nivel mundial,
es rico en sacarosa Yy diversos nutrientes que son Uutiles para la alimentacion
humana.

1.5.1 Proceso De Produccidn. El proceso inicia desde el apronte de la cafia y su
traslado hasta el trapiche. Las etapas son las siguientes: apronte, extraccion,
limpieza, evaporacion, concentracion, punteo, batido, moldeo, empaque Yy
almacenamiento.

1.5.1.1 Apronte. Es la recoleccion de la cafa cortada, su transporte desde el sitio
de cultivo hasta el trapiche y su almacenamiento en el depésito del trapiche*® (que
no debe ser mayor a 5 dias).

1.5.1.2 Traccion. También llamada etapa de molienda, es el paso de la cafia a
través del molino, de esta etapa resulta el jugo (guarapo) crudo como producto
principal y el bagazo himedo**.

1.5.1.3 Pre-Limpieza. Consiste en retirar del jugo las materias soélidas no
pertenecientes al proceso como la arena, bagacillo, hojas e insectos, haciendo uso
de la decantacion y floculacion.

1.5.1.4 Limpieza. Esta etapa es de gran importancia puesto que se retiran las
impurezas solidas por tres medios consecutivos: fisico el cual se hace por medio

42ZHAN, J., Op. cit.,, p. 10

43ASOCIACION DE PRODUCTORES Y CULTIVADORES DE CANA PANELERA, Z. S. C. La
tecnologia del cultivo de cafia panelera. Corpoica. 1999. p 21.

44FONSECA, E., & DURAN, N. Consejos técnicos para tener en cuenta durante el proceso de
produccion de la panela de buena calidad. Fedepanela, 2001. p 6.

4SFONSECA, Op. cit., p. 7
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de la decantacion del jugo, térmicos el cual es ejecutado en las primeras pailas y
bioguimico por medio de aglutinantes, por lo general naturales (guasimo) ; se
divide en dos sub-etapas?®.

1.5.1.5 Clarificacion. La clarificacion se lleva a cabo en la primera paila
descachazadora, alli por medio de un floculante las particulas pequefias que se
encuentran mezcladas con el jugo, se agrupan o aglutinan facilitando su remocion.
De esta etapa resulta la cachaza®’.

1.5.1.6 Evaporacion. Se da en un rango de temperatura de 95°C y 100°C;
emplear la temperatura adecuada es importante ya que el objetivo de esta etapa
es eliminar el 90% del agua presente en el jugo limpio“8.

1.5.1.7 Concentracion. En ésta etapa se obtiene la panela liquida mezclada con
el aceite vegetal encargado de lubricar la paila y el agente antiespumante, el cual
evita la formacion excesiva de espuma, el derramamiento del jugo y por
consiguiente pérdidas de éste*°.

1.5.1.8 Punteo. En esta parte se concentran mucho mas las mieles, el tiempo
debe ser inferior a media hora y la temperatura debe estar entre los 118°C y los
128°C*°,

1.5.1.9 Batido. Mediante paleo manual se incorpora aire a las mieles espesas que
ha salido del punteo y agregacion a las gaveras®:.

1.5.1.10 Moldeo. Una vez enfriada la mezcla y con una nueva textura se procede
a dar la forma final haciendo uso de moldes®?.

1.5.1.11 Empaque. La panela por lo general es empacada en cajas de carton,
selladas con pegantes naturales o tecnologias sellantes adecuadas.

1.5.1.12 Almacenamiento. La panela es un producto con cualidades
higroscépicas, por este motivo se debe evitar almacenar en lugares humedos vy
contaminados®3.

460SORIO, G. Buenas practicas agricolas -BPA- y buenas practicas de manufactura -BPM- en la
produccion de cafa y panela. 2007

47Ibid. p. 7

“8lbid. p. 7

“91bid. p. 8

0lbid. p. 8

Slbid. p. 9

520S0RIO, Op. cit., p. 12.

53lbid., p. 12
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1.5.2 Residuos. Los residuos de la produccion de panela son en su mayoria
sélidos y organicos, no son potencialmente toxicos, lo que les hace reutilizables.

1.5.2.1 Palma. También denominado cogollo, obtenido de la etapa del corte de la
cafia corresponde aproximadamente a 16 toneladas por hectarea, en lugares
donde el corte se hace por parejo®*.

1.5.2.2 Bagacillos. Surgen de la molienda. Son pequefios trozos de cafia molida y
exprimida que se mezclan con el jugo; son retirados en la pre-limpieza ya que son
contaminantes de la panela®.

1.5.2.3 Cachaza. Subproducto de la fabricaciébn de la panela, es obtenido por
medio de la clarificacion del jugo. Se utilizan plantas naturales las cuales hacen
que se forme una capa sobre la superficie del jugo (cachaza) de apariencia
coloidal y gran capacidad de fermentacion®®.

1.5.2.4 Melote. Se obtiene de la deshidratacion de la cachaza, su apariencia es
densa, espesa y pegajosa, su color va del verde pardo al café oscuro®’.

1.5.2.5 Bagazo. Residuo fibroso que queda de la cafa después de ser exprimida,
es utilizado como fuente de energia para el mismo proceso y asi mismo como
materia prima para la elaboracion de diversos productos®®.

1.5.2.6 Melado. Mieles residuales de los fondos.

1.5.2.7 Aguas. Son aquellas originadas de la limpieza de las areas, equipos y
utensilios del proceso, tienen baja carga de materia organica, pH acido e inestable
y muy altos contenidos de DBO y DQO, que no permiten un sencillo desarrollo
microbial para su descomposicion. Por su composicion fisicoquimica, la forma mas
facil para su manejo es en fresco, es decir a medida de su generacion se va
disponiendo®®.

TORRES, E., et al. Catrtilla de orientacion para el uso de los subproductos de la cafia y la panela
en alimentacion bovina y porcina. Fedepanela, 2007. p 3.

55lbid., p. 3.

S6lbid., p. 4.

S’GARCIA, H., et al.Guia tecnoldgica para el manejo integral del sistema productivo de cafa
panelera. Corpoica, 2007 p 7.

58SUBIROS RUIZ, F. El cultivo de la cafia de azlcar. Editorial Universidad Estatal a Distancia,
1995.

S9FONSECA ACOSTA, E. Componente Tecnoldgico Proceso y Manejo Ambiental. FEDEPANELA,
2012 p. 13
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Figura 1 Diagrama de proceso de la produccion de panela.
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1.6 CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA
La determinacion de la produccion de Biomasa es un proceso derivado de los
bioprocesos que tiene gran relevancia, puesto que por medio de ésta se da a
conocer la eficiencia que tuvo el experimento por medios cuantitativos y asi mismo
la asimilacion de los nutrientes, produccion entre otros®®.

Existen multiples métodos de cuantificacion como lo son la espectrofotometria,
clorofilas y conteos.

6 ARNAIZ, C., ISAC, L., LEBARTO, J. Determinacion de la biomasa en procesos bioldgicos. En:
Grupo de tratamiento de aguas residuales. Escuela Universitaria Politécnica. Sevilla. (2000) p 45.




1.6.1 Conteos. Es un método que hace uso de una camara (Neubauer, Thoma,
Burker, etc.) y un microscopio el cual permitira el conteo celular en la cuadricula de
la camara %%(ver figura 2), éste conteo puede hacerse de diversas maneras:
recuadro central, recuento de 5 cuadros grandes (central y cuatro esquineros) y
recuento de los 16 recuadros grandes, figura 3 y figura 4 respectivamente.

Figura 2. Detalle de la
rejilla de una camara de
Neubauer Improved.

1 mm

Fuente: CELEROMICS.
Conteo celular  con
Hematocitbmetro.  Uso
Elemental del
Hematocitometro. p 3.
[En linea] [Citado el 23
de marzo de 2017]
Disponible en: <
http://www.celeromics.co
m/es/resources/Technica
[9%620Notes/Como-
contar-celulas-con-
camara-de-Neubauer-
Pasol.php>

61 ARNAIZ, C., Op. Cit., p. 46.

37



Figura 3. Recuento de 5 recuadros de la rejilla central de la
camara de Neubauer.

Pare centralde la camara de Neubauer

Fuente: BURGOS. Y. Cultivo de microalgas. Conteo de
microalgas. [En linea] [Citado el 23 de marzo de 2017]
Disponible en:
<http://microalgasmodulol.blogspot.com.co/2013/03/conteo-
de-microalgas.html>

Figura 4. Todos los recuadros
grandes (16), camara de
Neubauer.

Fuente: CELEROMICS. Conteo
celular con Hematocitometro.
Uso Elemental del
Hematocitometro. p 4. [En
linea] [Citado el 23 de marzo
de 2017] Disponible en: <
http://www.celeromics.com/es/r
esources/Technical%20Notes/
Como-contar-celulas-con-
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camara-de-Neubauer-
Pasol.php>

La cantidad de muestra que debe agregarse en la camara de Neubauer es de 10
|JL62.

Este método es el mas utilizado en la actualidad debido a la facilidad que
presenta; sin embargo una de las grandes desventajas es que al ser la muestra
poco representativa puede presentar errores de hasta un 30%, asi mismo el
pipeteo, la cantidad de volumen suministrado®® y el error del ojo humano son otras
de las grandes desventajas que puede presentar éste método.

1.6.1.1 Curva de crecimiento. La curva de crecimiento basicamente muestra el
incremento y caida de un poblaciéon de microrganismos®4. La finalidad de una
curva de crecimiento, es ilustrar la variaciéon de la concentracién celular (como
peso seco o total de poblacién) con respecto al tiempo®. La forma que toma la
curva y el espacio de tiempo involucrado en cada fase dependera de varios
factores en las condiciones de cultivo (nutrientes, temperatura, concentracién de
O2, entre otros)®®,

> Fases

e Fase De Adaptacion: Esta fase hace referencia al tiempo en el que el
microorganismo asimila las condiciones de cultivo a las que es sometido®’.

62BASTIDAS, O. Conteo celular con Hematocitometro. Uso elemental del Hematocitometro.
Technical note — Neubauer chamber cell couting. Celeromics. [Citado el 6 de marzo de 2017].
Disponible en: http:::www.celeromics.com.es:resources:docs:articles:conteo-camara-neubauer.pdf.
63 |bid., p.6

64CHEREMISINOFF, N. Biotechnology for Waste and Wastewater Treatment. William Andrew
Publishing/Noyes, 1996. [Citado el 25 de febrero de 2017]. Disponible en:
https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpBWWT0002/viewerType:toc/root_slug:b
iotechnology-waste-wastewater/url_slug:kt003VLPP5

65SCHASCHKE, C. Dictionary of Chemical Engineering. Oxford University Press, 2014. [Citado el

25 de febrero de 2017]. Disponible en:
https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpDCE00021/viewerType:toc/root_slug:di
ctionary-chemical-engineering/url_slug:ktO0TW5UY3?b-g=growth curve&b-group-by=true&b-

search-type=tech-reference&b-sort-on=default

66FEINER, G. Meat Products Handbook - Practical Science and Technology. Woodhead Publishing,
2006. [Citado el 25 de marzo de 2017]. Disponible en:
https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpMPHPSTOH/viewerType:toc/root_slug:
meat-products-handbook/url_slug:kt00C5TQT27?b-g=growth curve&b-group-by=true&b-search-
type=tech-reference&b-sort-on=default

8’SPERLING, M. Basic Principles of Wastewater Treatment, Volume 2. IWA Publishing, 2007.
[Citado el 25 de marzo de 2017]. Disponible en:
https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpBPWTV007/viewerType:toc/root_slug:b
asic-principles-wastewater/url_slug:ktOOU9XGU1?b-
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e Fase Exponencial: Una vez los microorganismos han asimilado el ambiente al
cual fueron sometidos, comienzan a reproducirse logaritmica 0
exponencialmente debido al consumo de sustrato en el medio. La Unica limitante
es la capacidad de los microorganismos para procesar el sustrato®8,

e Fase Estacionaria: Debido a un agotamiento del nutriente esencial las células
comienzan a morir®%, La tasa de crecimiento celular es igual al de mortalidad.

e Fase De Muerte: Es una fase de decadencia reflejada en una linea recta
constante y exponencial’l, en la cual la tasa de mortalidad supera la de
crecimiento debido a la ausencia de sustrato’?.

68 |pid. p. 46.

69CHEREMISINOFF, N. Op. cit., p. 61.
7OSPERLING, M. Op. cit., p. 48

71 |pid., p. 47

72CHEREMISINOFF, N. Op. cit., p.63
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2. METODOLOGIA

El desarrollo de esta investigacion se dividio en cuatro fases. En la primera fase se
establecieron tedricamente las condiciones de cultivo a trabajar, y se llevo a cabo
la preparacion del inéculo, la produccién de biomasa inicial y una evaluacion
tedrica de los residuos paneleros. En la segunda fase se realizaron una serie de
pre-experimentos cualitativos y cuantitativos con dos de los residuos paneleros a
utilizar como fuente de carbono adicional. Para la tercera fase, se realiz6 el
experimento y se evalud la incidencia en la produccién de biomasa y acidos
grasos con la relacion y residuo elegido en la etapa anterior; ademas de evaluar el
crecimiento microalgal en el medio de cultivo (foliagro) sin suplemento. La cuarta 'y
dltima fase, es la obtencion de biomasa seca y la extraccion y caracterizacion de
lipidos obtenidos. La figura 5 muestra el proceso expresado anteriormente.

Figura 5. Diagrama del proceso.
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Figura 5. (Continuacion).
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Figura 5. (Continuacion).
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2.1 PRIMERA ETAPA
Consiste en fijar las condiciones del cultivo microalgal, el fotobiorreactor que se
utilizara y la produccién inicial de biomasa para su posterior utilizacion.

2.1.1 Obtencion De La Microalga. La microalga Chlorella vulgaris fue
suministrada por el grupo de investigacion de biotecnologia con microalgas de la
Fundacion Universidad de América (BIOTECFUA), especie utilizada en
investigaciones anteriores realizadas por el grupo.

2.1.2 Condiciones de Cultivo. Al realizar un cultivo microalgal hay mudltiples
variables a controlar para garantizar un 6ptimo crecimiento del cultivo. Basados en
la literatura e investigaciones previas’?, se establecieron las condiciones de cultivo
mostradas en el cuadro 4 en donde la condicion de cultivo hace referencia a lo
desarrollado en el proyecto y la influencia en los cultivos es lo que el pardmetro
permite que suceda en el cultivo.

Cuadro 4. Condiciones para el sistema de cultivo.

La temperatura tiene un Los cultivos se
efecto importante en la mantienen incubados
biomasa microlgal y su en una cava de
respectiva composicion  poliestireno a
de acidos grasos. Un temperatura ambiente.
aumento de ésta permite

Temperatura : L.
o el incremento de acidos
(16-27°C)
grasos saturados,
mientras que la
disminucion origina gran
cantidad de

insaturaciones’4

7BCAICEDO, L., RODRIGUEZ, S. Obtencion de biomasa y azucares reductores a partir de
microalgas producidas en un fotobiorreactor airlift a escala laboratorio. Tesis de investigacion
Ingenieria Quimica. Universidad de América. Facultad de Ingenieria, Programa de Ingenieria
Quimica. 2016. p. 55.

VERMA, N., et al. Prospective of biodiesel production utilizing microalgae as the cell factories: A
comprehensive discussion. En: African Journal of Biotechnology. Vol 9. No. 10 (2010) p 1407.
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Cuadro 4. (Continuacion)

Agitacion

[luminacién

Favorece una
distribucion homogénea
de las células
microalgales,
metabolitos, el calor y la
transferencia de gases a
través de la interface
gas-liquido.

El objetivo principal de la
aireacion y la agitacion,
es mantener las células
en suspension, lo cual
permite que éstas se
acerquen a la fuente de
luz, ya sea en la
superficie del recipiente,
o en las paredes
transparentes del
fotobiorreactor’>7®

Infiere sobre la
fotosintesis de los
microorganismos y por
ende en su metabolismo.

Se hace uso de bombas
de pecera marca Shark
RS-610.

Se hace uso de un
temporizador analogo
marca Completel (T 100)
para garantizar
fotoperiodos de 12 horas
luz/12 horas oscuridad, y
una lampara de Iluz
incandescente con un
bombillo marca Philips
con una potencia de 60
W.

s BERMUDEZ, L. Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso en

la produccion de biodiesel. Universidad Nacional de Colombia Facultad Ingenieria, Departamento

Ingenieria Quimica y Ambiental. 2012; p. 23

76 CALDERON, S., RAMIREZ, D. Evaluacion de la influencia luminica sobre la produccién de
biomasa y lipidos a partir de Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor de panel plano a escala banco.
Tesis de investigacion Ingenieria Quimica. Universidad de América. Facultad de Ingenieria,

Programa de Ingenieria Quimica. 2013. p. 18.
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Cuadro 4. (Continuacion)

Nutrientes

Influye directamente en
el crecimiento y
produccion de biomasa.

Uno de los principales
nutrientes que las algas
toman del medio para su

crecimiento es el
carbono el cual es
fundamental porque

Basados en previas
iInvestigaciones, se usa
el fertilizante foliagro en
una concentracion de
0.2% VIV'778,

Se hace uso de un
residuo obtenido de la
produccién de la panela
como fuente de Carbono
adicional para el cultivo
microalgal.

ayuda a las microalgas a
controlar su pH y porque
influye en su
metabolismo, este puede
ser obtenido de Ila
atmosfera, suministrado
a través de inyeccion de
CO2 o adicionando algun
nutriente rico en carbono
como por ejemplo la
glucosa’®.

Fuente adicional de
carbono

2.1.3 Esterilizacién De Materiales. Con el fin de evitar cualquier contaminacién
en el cultivo, se esterilizaron los fotobiorreactores adaptados (figura 6) y el medio
de cultivo en una autoclave a una presion de 1,2 bares y una temperatura de
121°C durante 20 min. Este procedimiento se realiz6 en la Universidad Nacional
de Colombia, Bogot4, en el laboratorio de Microbiologia.

""THERNANDEZ, Op. cit., p. 39.

8 ANGEL, C.; PIMENTA W. Evaluacion de la incidencia del nitrégeno en el medio de cultivo bold
basal para la produccion de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor, para
la obtencion de acidos grasos. Tesis de investigacion Ingenieria Quimica. Universidad de América.
Facultad de Ingenieria, Programa de Ingenieria Quimica. 2012. p. 64.

CALDERON, Op. cit., p. 17.
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Figura 6. Esquema fotobiorreactor adaptado.
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2.1.4 Cultivo de microalgas.

2.1.4.1 Incubadora. En una incubadora tal como la de la figura 7, se realiza el
montaje del sistema, integrando cada una de las condiciones descritas en el
numeral anterior. La incubadora tiene las siguientes caracteristicas:

e Es una cava de poliestireno expandido de 2 cm de espesor y tiene un volumen
de 35 L.

e La parte superior (tapa) y la cara frontal de la cava se cortaron, y en su lugar se
utilizé vidrio con el fin de permitir el paso de la luz emitida por la lampara.

2.1.4.2 lluminacion.
e La ldmpara de luz incandescente se instal6 en frente de la incubadora para
suministrar asi luz y calor al cultivo.

2.1.4.3 Agitacion.

¢ En la parte trasera de la cava se abrieron unos orificios con el fin de darle paso
a la manguera que provenia de las bombas para la debida aireacion de los
cultivos.



Figura 7. Integracion sistema de cultivo.

2.1.5 Produccién de Biomasa Inicial.

2.1.5.1 Preparacion medio de cultivo. Se utilizé el fertilizante comercial Foliagro,
se prepard con una concentracion 0.2% V/V, es decir 2 mL de fertilizante por 1000
mL de agua destilada. Una vez preparado, se esterilizd6 en el laboratorio de
investigacion de la Universidad América, en un horno marca Nabertherm, con una
temperatura de 140°C durante 4 horas.

2.1.5.2 Preparacion de la biomasa inicial. La microalga suministrada se
encontraba activa; cultivada en medio de cultivo foliagro. Se distribuyeron 200 mL
de la microalga obtenida en cuatro recipientes de 1 L (fotobiorreactores
adaptados) previamente esterilizados, con un volumen aproximado de 150 mL de
fertilizante foliar; se incubaron y mantuvieron agitadas por medio de las bombas de
acuario. Posteriormente, se mezcla el contenido de los cuatro rectores en un
fotobiorreactor de 4 L, continuando con el proceso, se afora completamente de
medio de cultivo, siendo éste el suministro de microalga para las siguientes fases.
Ver figura 8.
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Figura 8. Escalamiento para la preparacion de la biomasa inicial.
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2.1.6 Pre-Seleccién teorica de la fuente de Carbono. Como se expreso en el
marco tedrico (1.5.2) los residuos obtenidos de la producciébn de panela son
cogollo, bagacillos, bagazo, cachaza, melote, melado y agua del proceso de
lavado de los equipos, entre ellos las gaveras.

Se descartan los residuos solidos (cogollo, bagacillos y bagazo) debido a que son
materiales lignocelulésicos y volatiles, por lo cual son destinados a procesos
termoquimicos.

Los residuos liquidos: melado, cachaza y agua del lavado de las gaveras, junto

con el melote, residuo semisdlido son evaluados de acuerdo a su precio,
disponibilidad, conservacion y otros usos; asignando en cada uno de los anteriores
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paradmetros, un puntaje calificativo para cada uno como se muestra en el cuadro 5.
Posteriormente se hace la sumatoria de los diferentes parametros para cada uno
de los residuos y mediante ésta operacion se seleccionan los dos residuos que
tuvieron el mayor puntaje.

Cuadro 5. Sistema de evaluaciébn por puntajes para la pre-selecciébn de los

residuos paneleros.
Parametros Rango Puntaje

Alto 1
A. Precio Medio 5
Bajo 10
5 Alta 10
Disponibilidad Media >
Baja 1
Compleja 1
C. ., Moderada 5

Conservacion :
Sencilla 10
Consumo humano 1

Reintegracion al

D. Otros Usos pr(?ceso 5
Consumo animal 10

2.2 SEGUNDA ETAPA

En ésta etapa se realiza la preparacion de los indculos, consiste en la inoculacién
de la biomasa inicial producida en la anterior etapa en el nuevo medio que sera
suplementado con los residuos que se eligieron en la anterior etapa. Asi mismo se
determinan las concentraciones que se evaluaran por medio de conteos celulares,
los cuales seran representados en curvas de crecimiento para cada uno de los
pre-experimentos cuantitativos realizados.

2.2.1 Pre-Tratamiento residuo panelero. Se tiene en cuenta que dentro de los
procesos de la produccion de panela pueden mezclarse pequefios solidos e
insectos con los jugos, debido a que la mayoria de plantas de produccién de
panela (trapiches) se encuentran al aire libre. De esta manera, no sélo los jugos
son contaminados con particulas no pertenecientes a éstos, sino también los
diversos residuos que se producen.

Considerando un proceso inicial con el melote se definio la necesidad de realizarle
un pre tratamiento para viabilizar su uso como suplemento para el cultivo, debido a
que este residuo tiene una tonalidad oscura y una consistencia pastosa que
puede afectar el crecimiento celular microalgal; por tal motivo se realiza una
filtracion y una dilucion previa con agua destilada (15 g de melote por L de agua
destilada) , con el fin de extraer los solidos que se encuentran y asi mismo
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disminuir la turbidez que presenta para que la luz penetre el cultivo microalgal y
favorecer asi el proceso fotosintético.

En cuanto al agua de las gaveras, Unicamente se mantuvo en refrigeracién una
vez obtenida de la Finca el Refugio para evitar la presencia de microorganismos
que propicien la fermentacion. Ademas, cabe resaltar que al agua con la que se
cultivd no se le adiciond cloro y que fue extraida de la tercera lavada de las
gaveras.

La filtracion se realiza en embudos de vidrio, papel filtro marca CHM de grado
cuantitativo y erlemeyers de 500 mL para almacenar el filtrado; ademas para
acelerar el proceso, simultaneamente se hace una filtracion al vacio usando un
motor de 20 W potencia, el sistema de vacio, el embudo de Buhner y papel filtro.

2.2.2 Preparacion de los inéculos. Se hace una prueba cualitativa haciendo uso
de dos fotobiorreactores adaptados de 1L, en donde, en cada uno de éstos se
cultiva microalga con uno de los residuos seleccionados, en una proporcion 1:1 del
residuo y la microalga (biomasa inicial). La prueba cualitativa consiste en observar
el color que toman los cultivos con respecto al tiempo, y asi mismo el volumen
contenido. Si a los 12 dias la tonalidad del cultivo es verde oscuro y presenta una
disminucién en el volumen, indica que la microalga asimilé el residuo; si por el
contrario el color es grisaceo, el volumen es igual y se genera espuma, indica que
el cultivo se contamind y por lo tanto no podra ser utilizado para la continuacién
del proyecto.

Una vez determinado lo anterior y al cumplirse las condiciones de la evaluacion
cualitativa para determinar la adaptacion de la fuente de carbono suministrada al
cultivo (residuo) con la microalga, se tomara como indculo el cultivo realizado,
para los posteriores pre-experimentos cuantitativos.

2.2.3 Pre-Experimento No. 1. Este pre-experimento se realiza con el fin de
corroborar que el suplemento de cultivo tiene influencia en el crecimiento celular;
ademas de establecer un rango de las posibles concentraciones a trabajar. Para
ello, se usan cinco fotobiorreactores adaptados con capacidad de 1 L para cada
uno de los residuos elegidos, en ellos se manejara un volumen de trabajo de 300
mL, 100 mL de microalga y los 200 mL restantes son una variacién de la relacién
volumen/volumen entre la fuente de carbono y el medio de cultivo.

Para este pre-experimento se realizan tres réplicas con el fin de revalidar los datos
obtenidos.

2.2.3.1 Proporciones sustrato: foliagro. Teniendo en cuenta que el volumen y la
concentracion celular de microalgas no variaron: 5,42x10° Cel/mL para el melote y
5,70x10° Cel/mL para el agua de las gaveras, se definieron las proporciones del
sustrato y el medio como se muestra en la tabla 3. El residuo para ésta fase
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experimental y las siguientes, se considera como sustrato ya que empieza a
utilizarse como suplemento nutritivo de cultivo, y mas precisamente como una
fuente adicional de carbono.

Tabla 3. Relaciones de volumen para el montaje de los tratamientos para el pre-
experimento niumero 1.

Microalga  Suplemento (Agua Foliagro Volumen
[mL] de las [mL] total de
gaveras/melote) trabajo

[mL] [mi]
Tratamiento 1 100 200 - 300
Tratamiento 2 100 100 100 300
Tratamiento 3 100 150 50 300
Tratamiento 4 100 50 150 300
Tratamiento 5 100 134 66 300

2.2.3.2 Recuento de Microorganismos y Construccion de Curvas de
Crecimiento. Los conteos se realizan para todos los tratamientos durante 10 dias
haciendo uso de un microscopio binocular marca Optika a un objetivo de 10x, un
camara de Neubauer, cubre objetos y una pipeta de Pasteur de polietileno de 1
mL llevando a cabo el siguiente procedimiento: Se coloca el cubre objetos sobre la
camara de Neubauer, se toma la muestra del cultivo microalgal y se deposita entre
la cAmara y el cubre objetos un volumen estandar 0.1 mm?3. Posteriormente se
ubica la camara en la platina del microscopio sujetandola con las pinzas y se
enfoca la cuadricula con ayuda de los anillos macro y micrométrico asegurando
que el foco de luz penetre la muestra. Finalmente se hace el recuento de las
células en cinco cuadrantes: el central y los cuatro esquineros, como lo muestra la
figura 4. Recuento de cinco recuadros grandes, cAmara de Neubauer.

Los implementos utilizados en el proceso anteriormente descrito se pueden
observar en la figura 9.
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Figura 9. Implementos utilizados para el recuento de microorganismos.

VOLTAN =  INTERNE”

Camara de Neubauer

Pipeta de Pasteur Microscopio binocular

La determinacion de la concentracion celular se realiza mediante la siguiente
ecuacion:

Ecuacion 1. Concentracion celular en Células por mililitro [Cel/mL].

Cei) numero de celulas x 10000

Concentracion (—

m numero de cuadrantes

FUENTE: BASTIDAS, O. Conteo celular con
Hematocitometro. Uso elemental del Hematocitbmetro.

Technical note — Neubauer chamber cell couting.
Celeromics. [Citado el 6 de marzo de 2017]. Disponible
en:

http:::www.celeromics.com.es:resources:docs:articles:co
nteo-camara-neubauer.pdf.
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Con los datos obtenidos y haciendo uso del software Excel se construye las
graficas del crecimiento celular, ubicando en el eje de las abscisas el tiempo en
dias y en el eje de las ordenadas la concentracion celular.

2.2.4 Pre-Experimento No. 2. Partiendo del pre-experimento No. 1 y de la
evaluacion tedrica de los residuos descrita en el numeral 2.1.6, se elige el residuo
con el cual se va a continuar y realizar el segundo pre-experimento. Con base en
el tratamiento que alcance una mayor concentracion celular, se establecen las
nuevas relaciones volumétricas, teniendo en cuenta que el volumen del indculo y
del medio permanecera constantes; variando asi en este pre-experimento
Gnicamente la cantidad del residuo para descartar que el aumento en la
concentracion celular del experimento no fue Unicamente influenciado por el
foliagro. La experimentacién se lleva a cabo en fotobiorreactores adaptados de 1 L
y diferentes volumenes de trabajo, inferiores a 500 mL.

Para este pre-experimento se realizan tres réplicas con el fin de revalidar los datos
obtenidos.

2.2.4.1 Proporciones suplemento: microalga: medio de cultivo. La seleccion
de las proporciones del suplemento en el medio se fija tal como se muestra en la
tabla 4.

Tabla 4. Relaciones de volumen para el montaje de los tratamientos para el pre-
experimento niamero 2.

Microalga Suplemento Foliagro Volumen total de
[mL] (Melote) [mL] [mL] trabajo
[mL]
Tratamiento 1 100 200 100 400
Tratamiento 2 100 100 100 300
Tratamiento 3 100 50 100 250

2.2.4.2 Analisis estadistico del Pre-Experimento No. 2. Para realizar el andlisis
estadistico de pre-experimento No. 2, se tomaron los datos del nimero de células
bajo los mismos parametros metodoldgicos de recuento de microorganismos (ver
numeral 2.2.3.2).

Para determinar si hay diferencias significativas entre las repeticiones de cada
tratamiento y entre los tratamientos se desarrolla un Analisis de varianza "ANOVA"
de un factor ya que se comparan varios grupos con una sola variable cuantitativa,
tomando como variable independiente la concentracion de suplemento y como
variable respuesta la concentracion celular®®. Se tiene en cuenta el valor de F con
respecto al F critico y saber asi si descartar o no alguna de las muestras. Las
hipotesis que se plantean son: Ho: No hay cambios significativos en las

80MANJARRES POLANIA.,Op. cit., p. 48.
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concentraciones celulares; Hi: Hay cambios significativos en las concentraciones
celulares.

Para la elaboracién del ANOVA se hace uso de la herramienta de analisis de
datos del software Excel, usando la opcién de Analisis de varianza de un factor.

2.3 TERCERA ETAPA

2.3.1 Desarrollo Experimental. El experimento consistié en llevar a volumenes
superiores el mejor resultado obtenido en el pre-experimento No. 2, es decir la
proporcion 1:1:1 entre microalga, foliagro y melote (ver resultados 3.2.3).

Con dicha relacion, se procede a realizar el cultivo en 5 fotobiorreactores
adaptados de 1 L, iniciando con un volumen de trabajo de 600 mL, cada tres dias
se aumenta dicho volumen. Al cabo de los primeros 3 dias se lleva del volumen
inicial a 1 L, seguido de esto, tres de los recipientes se pasan a tres
fotobiorreactores de 4 L y se aumenta su volumen a 2 L cada uno de estos. Nueve
dias después del inicio de cultivo, se aforan los tres fotobiorreactores a los 4 L de
su capacidad. Para el aumento del volumen se agrega Uunicamente melote y medio
de cultivo (foliagro) en una relacién 1:1, manteniendo asi el tratamiento elegido de
los pre-experimentos realizados. (Ver figura 10)

Figura 10. Escalamiento desarrollo experimental.

— ~=

3 Dias

@« © W W

600 mL 1000 mL 2000 mL 4000 mL

Ademas, se cultivo la microalga uUnicamente con el fertilizante foliagro (sin
suplemento) como cultivo de control, para poder determinar la influencia que tiene
el suplemento en la produccién de biomasa y acumulacion de acidos grasos. El
cultivo de control se realiza de igual manera en un fotobiorreactor de 4 L,
manejando una relacion 1:1 de inoculo y medio de cultivo.

Para el experimento y cada una de sus réplicas, asi como para el medio de control
se hizo un seguimiento de cultivos por 15 dias, Unica diferencia para el desarrollo
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de recuento de microorganismos y elaboracion de las curvas de crecimiento
expresadas en el numeral 2.2.3.2.

Se realizd una repeticion completa del experimento con cuatro réplicas con el fin
de obtener una mayor cantidad de biomasa y asi mismo poder extraer mas lipidos
que en el experimento, donde se obtuvo 0.1 g de grasa para hacer la
cromatografia pero no la suficiente para poder hacer una réplica de éste analisis,
con esta repeticion se busca corroborar los resultados.

Para el cultivo microalgal se manejé la misma relacion 1:1 entre el medio de
cultivo y suplemento, a diferencia del experimento, se aforaron completamente los
biorreactores adaptados sin hacer escalamiento, cada una de las cuatro réplicas
se cultivd con 300 mL de inéculo de melote, 1850 mL de medio y 1850 mL de
suplemento (melote).

El seguimiento de cultivos se realizé durante 15 dias, se realizaron los respectivos
conteos celulares para cada reactor de igual manera que el experimento. Con los
datos obtenidos se procede a realizar las curvas de crecimiento y el analisis de
varianza (ANOVA de un factor) para determinar si hay una diferencia significativa
en la toma de datos entre las réplicas y repeticiones del experimento.

2.4 CUARTA ETAPA

2.4.1 Tratamiento de la biomasa. Para el tratamiento de la biomasa se sigue la
secuencia mostrada en la figura 11 la cual inicia con el proceso de sedimentacion
en el cual se retira el sistema de aireacion y se deja en reposo los reactores
durante 5 dias con el fin de obtener la mayor cantidad de biomasa sedimentada
por gravedad. Se retira el sobrenadante y la biomasa acumulada en el fondo de
los recipientes es centrifugada para separar la humedad que aun tenga esta; para
esto se hace uso de una centrifuga marca Fanem con una velocidad de 2800 rpm
por un periodo de 10 minutos y una capacidad de centrifugar hasta 8 tubos de 14
mL. Estos procedimientos se realizan en el laboratorio 106 (investigacion) de la
Fundacién Universidad de América.

La biomasa que se logre separar es llevada a secado en estufa para retirar al
maximo la humedad.

La muestra experimental centrifugada que contiene el residuo seleccionado es
llevada al laboratorio de Nutriandlisis®!, empresa colombiana especializada en
analisis y ensayos de laboratorio en alimentos balanceados, alimentos de
mascotas, aminoacidos, aguas, azucares, suplementos, entre otros, donde se
lleva a cabo el proceso de secado en estufa a 103°C durante 7 horas.

8INUTRIANALISIS. [En linea]. [Citado el 4 de marzo de 2017]. Disponible en:
<http://www.nutrianalisis.com/servicios/>
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Para la muestra de inoculo/ foliagro, el secado es realizado en una estufa marca
Nabertherm ubicada en el laboratorio de investigacion de la Fundacion
Universidad de América; éste procedimiento se realiz6 a 40°C durante 17 horas.

Figura 11. Diagrama general del tratamiento de la biomasa.
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2.4.1.1 Tratamiento de la biomasa para la repeticion del experimento. Se dejé
sedimentar el cultivo durante 3 dias, se retird el sobrenadante de cada uno de los
fotobiorreactores y el restante se centrifugd a 2800 rpm durante 10 minutos y asi
poder separar la biomasa obtenida del medio de cultivo.

El secado de la biomasa se realizd en las instalaciones de la Universidad de
América en un horno de marca Nabertherm a 40°C durante 10 horas para las
cuatro muestras y asi poder disminuir a un 80% la humedad para poder realizar la
extraccion de los lipidos utilizando la metodologia de Bligh & Dyer®?, los datos
resultantes de biomasa seca fueron anotados y una de las muestras fue dejada en
el horno por 7 horas mas (total: 17 horas) para poder compararla con el blanco
(cultivo sin suplemento, Unicamente Foliagro) que se secO bajo las mismas
condiciones.

2.4.2 Extraccion acidos grasos. El método utilizado para la extraccion de los
acidos grasos es el Bligh & Dyer83, debido a que es un método facil, rapido y
eficiente. Este proceso consiste enla homogeneizacién mediante agitacion
magnética a 800 rpm, de la biomasa con una mezcla de metanol cloroformo en
proporcion 2:1, seguido de la adicién de cloroformo y homogeneizacién durante 30
s, con posterior adicion de agua y homogeneizacion durante 30 s adicionales,
seguido a esto; se realiza una filtracion y una centrifugacion; después de la cual se
separan las fases de metanol y cloroformo, y se remueve el cloroformo por

82BLIGH, E., DYER, W. A rapid method of total lipid extraction and purification. En Canadian
Journal of Biochemistry and Physicology. Vol. 37. No. 8.(1959) p. 912
83lbid., p. 912.
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evaporacion84. Finalmente se determina la cantidad de lipidos extraidos haciendo
uso de una balanza gravimétrica.

El proceso detallado anteriormente se puede observar en la figura 12.

Figura 12. Extraccion de &cidos grasos.

b) Solventes. (200mL metanol; 100mL Cloroformo y agua)

c) Homogenizacién de la solucidn
(biomasa, metanol, cloroformo)

d) Homogenizacién y adicion de
100mL cloroformo y 200mL
agua

e) Centrifugacion de la solucién solventes-biomasa

2.4.1.2 Extraccién por solventes para la repeticion del experimento. En un
Erlenmeyer se pesaron 100 g de biomasa humeda, cantidad para la cual, de
acuerdo con la metodologia de Bligh & Dyer, se utilizan 100 mL de cloroformo y
200 mL de metanol.

Primero, la biomasa se homogenizé en una plancha de calentamiento y agitacion
magnética, con 100 mL de cloroformo y 200 mL de metanol durante 2 minutos.
Posteriormente se agregd 100mL de cloroformo y se homogeniz6 nuevamente la
mezcla durante 30 s, acabado dicho tiempo, se agrega a la mezcla 200 mL de
agua y se continia homogenizando por otros 30 s.

8 TEJADA, L., et al. Caracterizacion y perfil lipidico de aceites de microalgas. en: Revista facultad
de ingenieria. Vol. 24. No. 39, (2015) p. 47.
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Los 600 mL homogenizados, se centrifugan a 2800 rpm durante 10 minutos para
poder separar la fase que contiene los lipidos extraidos de los solventes y los
residuos de biomasa.

Los lipidos se encuentran disueltos en gran cantidad de cloroformo, por lo cual es
necesario evaporar el solvente para poder obtener Gnicamente la fase lipidica. La
evaporacion se realiza en la empresa Sigra S. A en un rotoevaporador marca
Bucci a una temperatura de 60°C.

2.4.3 Perfil de acidos grasos. Una vez extraido el aceite microalgal es llevado al
departamento de investigacion de la empresa Sigra s. a, en donde se realiza la
separacion, identificacién y cuantificacion de los acidos grasos por medio de una
cromatografia de gases. El equipo utilizado es un cromatografo marca Autosystem
Gas Chromatographic Perkin Elmer, columna SP(TM)-2340 Supelco, haciendo uso
de una técnica AOCS.
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3. RESULTADO Y ANALISIS
3.1 PRIMERA ETAPA

3.1.1 Produccion de biomasa inicial. El crecimiento y adaptacion de la microalga
en el medio de cultivo se hace evidente con el cambio de color, inicialmente el
cultivo tiene un color verde claro, donde las células inician un proceso de
adaptacién y asimilacién de los nutrientes del medio, al cabo de 30 dias, el color
del cultivo se torna de un verde mucho mas oscuro y hay una disminucién en el
volumen (ver figura 13) , esto debido al consumo del medio una vez adaptada la
microalga a las condiciones de cultivo, lo cual muestra que el fertilizante foliar es
adecuado para el crecimiento microalgal. Periédicamente se fue suministrando
medio de cultivo para realizar el escalamiento hasta llegar a un volumen de 4 L y
finalmente obtener una concentracion de 1x10° Cel/mL.

Figura 13. Biomasa inicial.

L

3.1.2 Pre-seleccioén tedérica. Para el desarrollo de éste proyecto se tuvieron en
cuenta cuatro residuos generados de la industria panelera; se pre-seleccionaron
dos, evaluando diferentes parametros expuestos en el numeral 2.1.6 en el cuadro
5. El puntaje que se le da a cada parametro, se realizo en base a la experiencia de
los trabajadores de la finca el refugio ubicada en la vereda de Cop6, Tocaima,
Cundinamarca, ademas de asesores técnicos de la Federacion Nacional de
Productores de Panela (Fedepanela), y la experiencia personal manipulando los
residuos en el desarrollo de la presente investigacion. La comparacion de los
residuos y su respectiva calificacion se muestra en la tabla 5

60



Tabla 5. Evaluacion de las fuentes de Carbono.

Residuo Parametros Total
A B C D
Melote 10 10 10 10 40
Melado 1 5 10 1 17
Cachaza 10 1 1 5 17
Agua del
lavado de las 10 10 5 5 30
Gaveras

Donde A: Precio, B: Disponibilidad, C: Conservacion, D: Otros usos.

Teniendo en cuenta que se busca obtener la mayor calificacion, los residuos que
se eligieron fueron el melote y agua del lavado de las gaveras.

El melado fue descartado debido a que es fuente de consumo humano, ademas
de su poca disponibilidad, ya que el objetivo de la industria panelera es la
solidificacion de las mieles buscando la menor cantidad de residuos en éstas. Asi
mismo se descart6 la cachaza debido a su conservacion, que hace referencia a la
manipulacion de este residuo, por su alto contenido de microorganismos se
fermenta rdpidamente; ademas su disponibilidad es muy poca, pues es utilizado
para la elaboracion del melote en un proceso de coccion.

Los residuos elegidos para el pre-experimento fueron el melote y el agua del
lavado de las gaveras. Del melote que es el residuo mejor calificado, es importante
resaltar que su nivel de conservacion es sencillo ya que soOlo requiere de
refrigeracion debido a que proviene de un proceso de coccién, donde se elimina la
presencia de microorganismos disminuyendo que la probabilidad de que se
fermente en el cultivo microalgal. En cuanto al agua del lavado de las gaveras, a
pesar de ser reintegrado al proceso en ocasiones, no es de gran aplicacién, en los
trapiches locales, es utilizada para regar los cultivos de cafa, pero siempre y
cuando estas sean frescas (que no se hayan dejado reposar).

3.2 SEGUNDA ETAPA

3.2.1 Pre-tratamiento del melote y preparacion del in6culo. Se realizd una
prueba preliminar con la fuente de carbono que obtuvo mayor puntaje en la
evaluacion del inciso anterior debido a que el color y la textura de éste residuo es
muy oscura y viscosa (figura 14), lo cual podria afectar el cultivo microalgal
haciéndolo turbio e impidiendo el paso de luz afectando el proceso metabdlico de
las células.
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Figura 14. Melote.

El uso del melote sin una previa filtracion en esta prueba dio lugar a la generacion
de espuma y unas particulas fibrosas que no hacian parte del desarrollo del cultivo
(ver figura 15). De igual manera la agitacion saco a relucir pequefios desechos
como bagacillo y abejas que se encontraban en el melote. El crecimiento celular
se vio afectado ya que el cultivo tuvo un cambio en la coloracién, de verde paso a
un color gris.

Figura 15. Preparacion del inéculo.

Para evitar la presencia de particulas fibrosas no deseadas en el cultivo y
disminuir la turbidez del mismo, se realiza un pre-tratamiento al melote como se
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describié en la metodologia; resaltando la filtracion realizada la cual observamos el
resultado en la figura 16 presentada a continuacion. En la imagen, se muestra el
melote diluido el cual antes del filtrado tiene un color café oscuro y al ser filtrado
toma un color amarillo.

Figura 16. Filtracion del melote.

3.2.2 Pre-experimento No. 1. Para el desarrollo del pre-experimento se decidio el
melote y el agua del lavado de las gaveras, ya que con el pre-experimento
cualitativo se pudo observar que, a pesar de la contaminacion evidenciada en el
cultivo con melote como suplemento, el color permanecié verde oscuro la mayor
parte del tiempo que estuvo cultivado.

Los cultivos se realizaron de acuerdo con la metodologia expresada y a cada uno
de estos se les realizé un seguimiento, expresado en los conteos celulares. A
continuacion, se muestra los conteos promedio para cada uno de los residuos y su
respectiva curva de crecimiento, en el Anexo A se encuentra detalladamente los
seguimientos de cultivo de cada uno de los tratamientos, para cada una de las
réplicas y sus respectivas curvas de crecimiento.

En el pre-experimento con melote se observo que la concentracion inicial mas baja
fue la del tratamiento 3: 1,63x10° Cel/mL y la mas alta la del tratamientol:
1,95x10° Cel/mL. La fase de adaptacion ocurrié entre los dias uno y dos, y luego
se nota un crecimiento exponencial en todos los recipientes sin evidenciar la fase
estacionaria, ni de muerte, a excepcion del tratamiento 1 que se observa una
disminucién en la concentracion. (Ver gréafica 2).

En el dia cuatro se hacen notorio el crecimiento celular acelerado que ocurre en el

tratamiento dos con respecto a los otros, siendo éste el que mayor crecimiento
obtuvo hasta el dia diez (1,15 x10° Cel/mL). (Ver gréfica 2).
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Tabla 6. Crecimiento celular promedio de las tres réplicas para cada uno de los
tratamientos utilizando melote como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x109]

Tratamiento 1  Tratamiento 2 Tratamiento 3  Tratamiento 4 Tratamiento 5
1,95 1,71 1,63 1,82 1,81
2,85 2,08 2,22 2,19 2,26
3,56 3,25 4,01 2,51 3,45
3,83 4,44 4,53 3,91 3,99
5,49 6,89 5,37 4,61 5,85
6,72 8,21 6,83 6,05 6,65
7,27 9,17 7,59 6,77 6,89
8,13 10,0 7,68 7,51 7,15
8,85 10,6 7,97 7,91 7,49
8,73 11,5 8,36 9,64 8,29

Grafica 2. Curva de crecimiento celular promedio de las tres réplicas para cada
uno de los tratamientos utilizando melote como suplemento.
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Al utilizar el agua del lavado de las gaveras como suplemento se evidencia que la
concentracion inicial mas baja es la del tratamiento 5, y la méas alta, la del
tratamiento 2 al igual que al usar melote como suplemento, 1,43x10° Cel/mL y
1,94x10° Cel/mL respectivamente. La fase de adaptacion es la misma que la del
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melote y asi mismo el comienzo del crecimiento exponencial. Contrario al pre-
experimento realizado con melote, desde un principio es notorio el crecimiento
celular del tratamiento 2 con relacion a los otros, llegando al dia diez con la mayor
concentracion celular (1,19x10° Cel/mL) lo cual indica el potencial que puede tener
este residuo como suplemento. (Ver grafica 3).

Tabla 7. Crecimiento celular promedio de las tres réplicas para cada uno de los
tratamientos utilizando agua del lavado de las gaveras como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Tratamiento 1  Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
1,92 1,94 1,61 1,58 1,43
2,58 2,83 2,15 2,04 2,34
3,14 4,04 3,46 4,32 3,51
4,41 5,49 4,27 4,39 4,10
5,62 7,27 5,10 5,59 4,45
6,82 8,11 5,89 6,55 5,49
8,34 9,64 6,56 7,56 6,59
8,83 9,97 7,89 8,61 7,58
9,07 10,8 8,23 9,01 8,21
9,37 11,9 8,91 9,71 8,79

Grafica 3. Curva de crecimiento celular promedio de las tres réplicas para cada
uno de los tratamientos utilizando agua del lavado de las gaveras como
suplemento.
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Para el pre-experimento realizado con ambos residuos, el tratamiento cinco fue el
que presentd menor concentracion celular. Las respectivas gréficas (2 y 3) de
estos tratamientos, evidencian que la fase de adaptacién de la microalga es mas
demorada y su fase exponencial no supera los cuatro dias.

Con el fin de evaluar el efecto de cada una de las concentraciones trabajadas, se
elige la que mejor adaptacion y crecimiento obtuvo con cada uno de los residuos
utilizados. En este caso los resultados coinciden ya que como se menciono
anteriormente el tratamiento que obtuvo mayor crecimiento fue el dos, tanto con el
melote como el agua del lavado de las gaveras. Sin embargo, entre éstos dos
hubo un crecimiento mayor en el del agua de las gaveras diferencidndose por
3,07x10* Cel /mL.

Al existir crecimiento con los dos residuos evaluados y al no presentarse una
diferencia significativa entre estos (grafica 4), se recurrid6 nuevamente al analisis
de la tabla 5 haciendo relevancia especificamente a la conservacion,
presentandose mayor dificultad con el trato, transporte y conservacion del agua
del lavado de las gaveras debido a su alto contenido de microorganismos que
facilitan la fermentacion en este residuo.

Gréfica 4. Comparacion curvas de crecimiento celular entre el tratamiento 2
utilizando melote y agua del lavado de las gaveras.
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Por lo anterior, se elige el melote para continuar con la experimentacion, dejando
fijo el volumen de foliagro (100 mL) y basados en la relacion volumétrica 1:1 del
tratamiento 2 que mostro la mayor concentracion celular con el fin de descartar asi
la posibilidad de que el aumento en la concentracion celular no es influenciado
Gnicamente por el medio de cultivo.

3.2.3 Pre-experimento No. 2. El tratamiento 2, el cual se cultivd en una relacion
1:1, nuevamente fue el que presentd una mayor concentracion celular, alcanzando
en promedio 1,15x10% Cel/mL. De acuerdo con la grafica 5 se puede ver que el
tratamiento 1 fue el que alcanzdé una menor concentraciéon celular (7,37x10°
Cel/mL) esto debido a que cuando hay exceso de la fuente organica se puede
presentar una inhibicién en el crecimiento®, en este caso al cultivarse con mas
melote que medio de cultivo se satur6 de fuente de carbono. Por otra parte el
tratamiento 3, graficamente es el Unico en el que se observa que su fase
exponencial termina al cabo de nueve dias de experimentacion, sin embargo,
alcanz6 una mayor concentracion celular promedio que el tratamiento 1,
superandolo en 2,27x10* Cel/mL.

En el anexo B se encuentra detalladamente el seguimiento de cultivos,
concentracion celular y curvas de crecimiento del pre-experimento No. 2.

Por lo anterior mencionado, de este pre-experimento se elige la relacién 1:1 entre
suplemento y medio de cultivo para evaluar su crecimiento en un fotobiorreactor
adaptado de mayor volumen, y asi mismo, extraer de éste los lipidos que permitan
evaluar la influencia del suplemento en la acumulacion de lipidos.

Tabla 8. Concentracion celular promedio para cada uno de los tratamientos.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10°]

Tratamiento 1 Tratamiento 2  Tratamiento 3
1,62 1,71 2,53,
2,47 2,08 2,97
3,15 3,25 3,53
4,69 4,44 5,52
4,81 6,89 5,62
5,22 8,21 5,78
5,90 9,17 7,17
6,47 10,0 8,27
6,76 10,6 8,73
7,37 11,5 7,60

8SPEREZ-GARCIA, O., et al. Heterotrophic cultures of microalgae: Metabolism and potential
products. Op. cit., p. 15.
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Grafica 5. Comparacion curvas de crecimiento celular promedio del pre-
experimento No. 2.

1,20E+06

1,00E+06

=
€
~
8 8,00E+05
s
=
[o]
O 6,00E+05 Tratamiento 1
c
:g Tratamiento 2
©
% 4,00E+05 Tratamiento 3
O
C
o
o
2,00E+05
0,00E+00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo [dias]

Para determinar si hay diferencias significativas entre las réplicas de cada
tratamiento en el pre-experimento, se realiz6 un analisis de varianza de un factor,
teniendo como variable dependiente la concentracién celular y como variable
independiente el volumen de suplemento en cada tratamiento; la hipétesis nula Ho
plantea que no hay cambios significativos en las concentraciones celulares; la
hipotesis alterna Hi por el contrario plantea: Hay cambios significativos en las
concentraciones celulares.

En las tablas 9, 10, 11 se muestra los resultados obtenidos para cada tratamiento.
Tabla 9. Analisis de varianza de un factor para el tratamiento 1.

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de delos critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 3,826E+10 2 1,913E+10 0,5027 0,610 3,35413
grupos
Dentro de  1,0274E+12 27 3,8052E+10
los grupos
Total 1,0657E+12 29

Para un nivel de significancia de 0,05; el valor de F es menor que el valor critico
para F, razon por la cual se acepta la hipétesis nula y se puede determinar que no
hay diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica en
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los cultivos del tratamiento 1, descartando asi cualquier error humano en el conteo
de microorganismos.

Tabla 10. Analisis de varianza de un factor para el tratamiento 2.

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de delos critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 1,0614E+11 2 5,3071E+10 0,3811 0,687 3,3541
grupos
Dentro de 3,76E+12 27 1,3926E+11
los grupos
Total 3,8662E+12 29

Para un nivel de significancia de 0,05; el valor de F es menor que el valor critico
para F, razon por la cual se acepta la hipétesis nula y se puede determinar que no
hay diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica en
los cultivos del tratamiento 2, descartando asi cualquier error humano en el conteo
de microorganismos.

Tabla 11. Analisis de varianza de un factor para el tratamiento 3.

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 746666667 2 373333333 0,0075 0,992 3,3541
grupos
Dentro de  1,3371E+12 27 4,9522E+10
los grupos
Total 1,3378E+12 29

Para un nivel de significancia de 0,05; el valor de F es menor que el valor critico
para F, razon por la cual se acepta la hipétesis nula y se puede determinar que no
hay diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica en
los cultivos del tratamiento 3, descartando asi cualquier error humano en el conteo
de microorganismos.

3.3 TERCERA ETAPA

3.3.1 Desarrollo experimental. Se realizo el montaje en cuatro fotobiorreactores
adaptados con la relacion 1:1 seleccionada en el pre-experimento nimero dos y
bajos las condiciones establecidas. En uno de los reactores fue cultivado el blanco
(cultivo control) y en los tres restantes (tres réplicas del experimento) se cultivo la
microalga en medio de cultivo y suplemento. Durante un periodo de quince dias se
realiz6 el seguimiento de cultivos mediante la cadmara de Neubauer y un
microscopio binocular para las tres réplicas y el cultivo de control. En el Anexo C
se encuentra el seguimiento de cultivos y las respectivas graficas de crecimiento
celular.

69



Para determinar si hay diferencias significativas entre las réplicas del experimento,
se realiz6 un andlisis de varianza de un factor, teniendo como variable
dependiente la concentracion celular y como variable independiente el volumen de
suplemento del tratamiento; la hipotesis nula Ho plantea que no hay cambios
significativos en las concentraciones celulares; la hipotesis alterna Hi por el
contrario plantea: Hay cambios significativos en las concentraciones celulares.

Mediante la tabla 12 se muestra el andlisis de varianza de un factor para las tres
réplicas del experimento.

Tabla 12. Andlisis de varianza de un factor para las réplicas del experimento.

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 3,1982E+10 2 1,5991E+10 0,3540 0,704 3,2199
grupos
Dentro de  1,8972E+12 42 45171E+10
los grupos
Total 1,9292E+12 44

Para un nivel de significancia de 0,05; el valor de F es menor que el valor critico
para F, razon por la cual se acepta la hipotesis nula y se puede determinar que no
hay diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica en
los cultivos del experimento y poder asi construir la gréfica 4utilizando el
crecimiento celular promedio de las tres réplicas ya que la diferencia no es
significativa y analizar asi la influencia del suplemento en el crecimiento celular
comparado con el cultivo de control.

En la gréfica 6, es visible que el cultivo de control tarda mas en adaptarse al
cultivo y la que menor concentracion celular alcanza. En cuanto al cultivo
suplementado con melote, se ve que inicia su fase exponencial prematuramente
manteniéndola incluso hasta el final del experimento. La concentracion celular
promedio maxima alcanzada en el cultivo utilizando melote como fuente de
carbono es de 1,01x108 Cel/mL, algo menor a la maxima obtenida en los pre-
experimentos realizados con esta relacién de volumen.

Es posible determinar que existe influencia del melote como suplemento en el
crecimiento celular, pues, al cabo de los quince dias supera en 3,19x10° Cel/mL al
cultivo de control, sin embargo, la influencia no es tal como la del Glicerol,
reportada en el trabajo de investigacién de Manjarrés y Mufioz®, quienes utilizaron
dicha fuente organica como suplemento de cultivo, reportando una concentracion
celular maxima promedio de 2,35x107 Cel/mL.

8MANJARRES POLANIA.,Op. cit., p. 58.
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Grafica 6. Comparacion curvas de crecimiento celular promedio del experimento y
el cultivo de control.
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3.3.1.1 Repeticion del Experimento. De las cuatro réplicas realizadas en la
repeticion del experimento se alcanzdé una concentracion celular maxima de
1.07x108 Cel/mL, concentraciéon a la cual llegaron dos de los cultivos, por otra
parte la concentracion minima obtenida fue de 1.01x10° Cel/mL obtenida en la
réplica 1 al cabo de los 15 dias de seguimiento de cultivo. En el Anexo C se
muestra detalladamente los datos obtenidos durante el seguimiento de cultivos,
las respectivas concentraciones celulares.

En esta repeticion, a diferencia del experimento, se pudo observar (grafica 7) que
al cabo de 13 dias de cultivo se llegaba a una fase estacionaria para tres de las
réplicas, la restante al cabo de los 15 dias de experimentacién continuaba su fase
exponencial.
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Grafica 7. Curvas de crecimiento celular de las réplicas de la repeticion del
experimento.
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Comparando los resultados obtenidos en la experimentacion y la repeticion, en la
repeticion se obtuvieron mayores concentraciones celular al cabo de 15 dias pero
no la concentracion maxima alcanzada. Para poder comparar los resultados
obtenidos se utiliza el promedio de las concentraciones celulares.

Como se puede ver en la grafica 8, en la repeticion del experimento se alcanz6
una mayor concentracion celular y por lo tanto mayor acumulacién de biomasa.
Ademas es posible ver que las fases de adaptacién son diferentes, el tiempo de
asimilacion de nutrientes del experimento es similar al del cultivo de control (8
dias) por el contrario, la repeticién del experimento tarda menos en la adaptacién
(4 dias) y su fase de crecimiento exponencial por lo tanto fue de mayor tiempo.

Comparando las concentraciones celulares del experimento con el blanco hay una
diferencia de 3,19x10° Cel/mL, y comparando la repeticiéon del experimento con el
blanco la diferencia es de 3.66x10° Cel/mL. Es decir en el experimento se obtuvo
hasta un 46% de células por mililitro y en la repeticion un 53% mas a comparacion
del blanco, confirmando la influencia del melote como suplemento con respecto al
cultivo de control.

Las diferencias en las concentraciones celulares entre el experimento y la

repeticion, se pueden atribuir al escalamiento que se realizé en el experimento
puesto que cada vez que se iba aumentando el volumen hasta aforar la capacidad
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del fotobiorreactor se iba diluyendo la concentracion con el medio de cultivo y el
suplemento, mientras que en la repeticion, el volumen inicial fue el volumen total
de los reactores.

Grafica 8. Comparacion curvas de crecimiento celular promedio del experimento,
repeticion del experimento y el cultivo de control.
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Para determinar si hay diferencias significativas entre las réplicas del experimento,
se realizd un analisis de varianza de un factor, teniendo como variable respuesta
la concentracion celular; la hipo6tesis nula Ho plantea que no hay cambios
significativos en las concentraciones celulares; la hipotesis alterna Hi por el
contrario plantea: Hay cambios significativos en las concentraciones celulares.

En la tabla 13 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 13. Andlisis de varianza de un factor para las réplicas de la repeticion del
experimento.

Origen de las Sumade Grados  Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados de delos critico
libertad cuadrados para F
Entre grupos 1,2052E+10 3 4017244444  0,0740 0,974 2,7694
Dentro delos  3,038E+12 56 5,4249E+10
grupos
Total 3,05E+12 59
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Para un nivel de significancia de 0,05; el valor de F es menor que el valor critico
para F, razon por la cual se acepta la hipotesis nula y se puede determinar que no
hay diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica
realizada.

3.4 CUARTA ETAPA

3.4.1 Tratamiento de la biomasa. Se siguid el procedimiento descrito en la
metodologia; en el cual el primer paso consistid en dejar sedimentar durante 10
dias el cultivo realizado, se sacoO el agua sobrante y se centrifugo, con el fin de
eliminar la mayor cantidad de agua y recuperar al mismo tiempo la mayor cantidad
de biomasa.

Se realiz6 el anterior procedimiento tanto al blanco como a la relacién de mayor
crecimiento (1:1), sin embargo de éste ultimo solo se hizo el tratamiento de la
biomasa de la réplica 2 y 3; debido a que la 1, al quitar la agitacion durante 10 dias
para dejar sedimentar el cultivo, hubo una falta de oxigeno y se ocasioné una
contaminacion reflejada en el color grisaceo-café y un mal olor.

En la tabla 14 se muestran la cantidad de biomasa humeda resultante del proceso
de centrifugacién. En el blanco la biomasa humeda se envasé en dos capsulas y
al finalizar se mezcl6 obteniendo un valor total de 56,633 g, en cuanto a la
biomasa himeda obtenida para la relacion 1:1 se mezcl6 con el fin de obtener una
cantidad significativa (288,03 g) para ser llevada al laboratorio Nutrianalisis s.a.

Tabla 14. Cantidades de biomasa obtenida por volumen de muestra.

RELACION 1:1
BLANCO REPZLICA REP?L_ICA
Volumen total de la muestra (mL) 3800 3800 3800
Volumen_total de muestra 950 940 900
centrifugada (mL)

Peso capsula (g) 52,08 53,51 207,99
Peso capsula +(g|)omasa hameda 8111 81,11 410,04
Peso biomasa humeda (g) 29,03 27,60 202,05

Una vez obtenida la biomasa humeda, se procede a hacer el secado en estufa,
con el objetivo de obtener la mayor cantidad de acidos grasos.

En la tabla 15 se expresa la cantidad de biomasa seca y porcentaje de humedad
obtenido para cada muestra haciendo uso de la ecuacion 2 y 3 respectivamente.
Ecuacioén 2. Porcentaje de materia seca
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Biomasa seca obtenida (g)

Porcentaje de materia seca = * 100

Biomasa himeda obtenida (g)

Ecuacion 3. Porcentaje de humedad

Porcentaje de Hamedad = 1 — porcentaje de materia seca

Tabla 15. Porcentaje de biomasa seca.

BLANCO RELACION

1.1
Biomasa humeda total (Q) 56,63 202,05
Biomasa seca total () 2,86 6,95
Porcentaje materia seca (%) 5,05 3,44
Porcentaje de humedad (%) 94,95 96,54

La grafica 9 muestra el porcentaje de humedad para la relacién 1:1, como para el
blanco, siendo éste bastante alto para ambos casos 96,56% y 94,95%
respectivamente.

Grafica 9. Humedad y biomasa seca del experimento (relacion 1:1) y del cultivo de

control.
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3.4.1.1 Tratamiento de la biomasa para la repeticion del experimento. El
tratamiento de la Biomasa para la repeticion del experimento se realiz6 de la
misma manera que para el experimento principal; sin embargo, de éste Ultimo se
contamind la réplica 1 por el tiempo que se dej6 en ausencia de agitacién para
inducir la sedimentacion, se decide dejar la repeticion del experimento 3 dias para
prevenir pérdidas de cultivo.

En la tabla 16 se muestra el volumen resultante después de haber dejado
sedimentar los cultivos y haber sacado el sobrenadante, asi mismo, se observa el
volumen centrifugado de cada una de las réplicas y la cantidad de biomasa
hameda obtenida.

Tabla 16. Cantidades de biomasa obtenida por volumen de muestra de cada
réplica de la repeticion del experimento.

RELACION 1:1
REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA
1 2 3 4

Volumen total de la muestra 3800 3800 3800 3800
(mL)
Volumen total de muestra 2800 3700 3200 3590
centrifugada (mL)
Peso capsula (g) 65,68 83,56 79,53 76,50

Peso capsula + biomasa 117,06 163,29 170,27 168,35
hameda (g)
Peso biomasa humeda (g) 51,37 79,73 90,74 91,85

Una vez obtenida la biomasa hiumeda se realiza el secado en estufa siguiendo los
pasos mencionados para éste proceso en la metodologia. Los datos obtenidos
para cada réplica se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Porcentaje de biomasa seca de cada réplica de la repeticion del
experimento.

RELACION 1:1
REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA
1 2 3 4
Peso biomasa humeda (Q) 51,37 79,73 90,74 91,85
Peso capsula (g) 65,68 83,56 79,53 76,50
peso capsula +biomasa seca (Q) 88,82 132,29 139,68 126,24
Peso biomasa seca (g) 23,14 48,73 60,15 49,74
Porcentaje materia seca (%) 45,04 61,12 66,28 54,16
Porcentaje de humedad (%) 54,96 38,88 33,72 45,84
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En la gréfica 10 se puede observar el contenido de humedad y la biomasa seca de
cada una de las réplicas del cultivo microalgal (repeticion del experimento).

Grafica 10. Humedad y biomasa seca de las 4 réplicas de la repeticion del
experimento.
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Segun lo descrito en la metodologia, una muestra que se dejo durante 17 horas
(réplica 1) para poder ser comparada con el blanco, ya que se realiz6 bajo las
mismas condiciones de éste, los datos obtenidos se encuentran en la Tabla 18

Tabla 18. Comparacién porcentaje de materia seca y Humedad de la relacién 1:1y
el blanco.

RELACION 1:1 BLANCO

(melote)
Peso biomasa humeda (g) 51,37 56,63
Peso biomasa seca (Q) 10,75 2,86
Porcentaje materia seca (%) 20,93 5,05
Porcentaje de humedad (%) 79,07 94,95

En la grafica 11 se observa la comparacion del blanco con la relacién 1:1, en
cuanto a la humedad y porcentaje de materia seca obtenidos bajo las mismas
condiciones.
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Gréfica 11. Porcentaje de materia seca y humedad de la relacién 1:1 y el blanco.
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3.4.2 Rendimiento y productividad volumétrica. Para determinar el rendimiento
y la productividad volumétrica del cultivo realizado se hace uso de las ecuaciones
4,5y 6. En latabla 19 se muestra los resultados obtenidos.

Ecuacioén 4. Rendimiento biomasa himeda.

Biomasa himeda obtenida (g)

Rendimiento himedo®” =
enatmiento fimeao Volumen de medio (L)

Ecuacién 5. Rendimiento biomasa seca.

Rendimiento seco® = Rendimiento himedo * porcenta de materia seca
Ecuacion 6. Productividad volumétrica.

Gramos de biomasa obtenida

roductivida Dias * Volumen (L)

87SUAREZ, M., CHICAGUI, J. Evaluacion de la influencia del di6xido de carbono en la
concentracién inicial de Chlorella vulgaris sobre la produccién de lipidos a escala laboratorios.
Tesis de investigacion Ingenieria Quimica. Universidad de América. Facultad de ingenieria,
programa de Ingenieria Quimica. 2014. p. 120.

88|pid., p. 121.

8lbid., p. 121.
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Tabla 19. Rendimiento y productividad volumétrica para el experimento y cultivo
de control.

BLANCO RELACION

1:1
Biomasa humeda total (g) 56,63 202,05
Porcentaje materia seca (%) 5,05 3,44
Dias 15 15
Volumen (L) 3,8 7,6
Rendimiento biomasa humeda 14,90 26,59
(9/L)
Rendimiento biomasa seca (g/L) 0,75 0,91
Productividad (g/d*L) 0,05 0,06

En las graficas 7 y 8 se observd que al cabo de 15 dias hubo mayor crecimiento
celular en el cultivo suplementado en comparacion con el blanco; de la misma
manera en la tabla 19 se evidencia que los rendimientos para la relacién 1:1 fue
mayor que para el blanco, sin embargo; la productividad fue mayor para el blanco.
Se debe tener en cuenta que el secado no puede ser punto de comparacion para
la experimentacion debido a que éste se realiz6 a diferentes condiciones para las
respectivas muestras: el blanco se secO en los laboratorios de la universidad a
40°C durante 17 horas, mientras que la muestra de la relacidbn que obtuvo el
mayor crecimiento y con la cual se realiz6 el experimento (relacion 1:1) se llevé a
el laboratorio Nutriandlisis Ltda.; alli el secado fue a una temperatura de 103°C
durante 7 horas, tal cual la descripcién de la seccion 2.4.1.

3.4.2.1 Rendimiento y productividad volumétrica para la repeticién del
experimento. Para hallar el rendimiento y la productividad volumétrica de la
repeticion del experimento se hace uso de las mismas ecuaciones utilizadas en el
experimento (ver ecuacion 2 y 3), los resultados obtenidos de los célculos
realizados con las anteriores ecuaciones mencionadas se observan en la tabla 20
en donde se evidencia un rendimiento (himedo y seco) similar entre las réplicas 2,
3 y 4; mientras que la réplica 1 difiere significativamente con respecto a las otras
en los rendimientos y productividad.

Se realiza una comparacion del Blanco y los cultivos suplementados con melote
en la repeticién del experimento ya que el tratamiento de la biomasa para ambos
casos se hizo bajo las mismas condiciones, de ésta manera se puede evidenciar
en la tabla 20 que el rendimiento de la materia seca y la productividad del blanco
es menor que el de las 4 réplicas realizadas.
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Tabla 20. Rendimiento y productividad volumétrica para las réplicas de la
repeticion del experimento y cultivo de control.

RELACION 1:1
REPLICA REPLICA REPLICA REPLICA BLANCO
1 2 3 4

Biomasa humeda (g) 51,37 79,73 90,74 91,85 56,63
Porcentaje  materia

seca (%) 45,04 61,12 66,28 54,16 5,05
Dias 15 15 15 15 15
Volumen (L) 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8
Rendimiento biomasa 13,52 20,98 23,88 24,17 14,90
hameda (g/L)

Rendimiento biomasa 6,09 12,82 15,83 13,09 0,75
seca (g/L)

Productividad (g/d*L) 0,41 0,85 1,06 0,87 0,05

Los rendimientos y la productividad hallados para la muestra 1 (réplica 1) bajo las
mismas condiciones del blanco y su respectiva comparacion con éste se
encuentra en la tabla 21, se observa, que bajo las mismas condiciones de cultivo y
secado, la relacion 1:1 la cual contiene como fuente adicional de carbono, melote,
tiene un mayor rendimiento de biomasa seca y por ende una mayor productividad
que el blanco.

Tabla 21. Rendimientos y productividad de la relacion 1: 1 (melote) y el Blanco.

RELACION BLANCO

1:1

Biomasa humeda (g) 51,3746 56,633
Porcentaje materia seca (%) 21 5,05
Dias 15 15
Volumen (L) 3,8 3,8
Rendimiento biomasa humeda 13,52 14,90
(9/L)

Rendimiento biomasa seca 2,83 0,75
(9/L)

Productividad (g/d*L) 0,19 0,05

3.4.3 Perfil de acidos grasos. En la tabla 22 se muestra la composicion de los
acidos grasos obtenidos de la cromatografia de gases a la biomasa microalgal
resultante; cabe resaltar que éste proceso solo se realiz6 a la concentracion de
melote que presento el mayor rendimiento (Relacion 1:1).
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Tabla 22. Composicion de los acidos grasos de la muestra del experimento.

FAMES NOMBRE DEL COMPOSICION
COMPUESTO (%)
1 C12:0 ACIDO LAURICO 0,22
2 C14:0 ACIDO MIRISTICO 0,07
3 C16:0 ACIDO PALMITICO 24,79
4 Cl16:1  ACIDO PALMITOLEICO 0,91
5 C17:1 ACIDO 3,03
HEPTADECENOICO
6 C18:0 ACIDO ESTEARICO 23,06
7 C18:1n- ACIDO OLEICO 24,16
Oc/t
8 C18:2n- ACIDO LINOLEICO 16,51
oc/t
9 C18:3n-3 ACIDO ALFA- 7,21
LINOLENICO
10 - - 0,02
11 - - 0,02

Gréfica 12. Perfil de &cidos grasos.
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En la gréfica 12 se muestra el perfil de acidos grasos; cabe resaltar que hubo 2
compuestos no identificados en la cromatografia los cuales representan el 0,04%.

Tabla 23. Cantidad de acidos grasos saturados, mono insaturados e insaturados.

FAMES NOMBRE COMPOSICION
SFAS SATURADOS 48,14%
MUFAS MONOINSATURADOS 28,10%
PUFAS INSATURADOS 23,72%
TOTAL 99,96%
n- 3 OMEGA 3 7,21%
n- 6 OMEGA 6 16,51%
n-9 OMGEA 9 24,16%
RELACION n-6/n-3 2,29%

En la tabla 23 se expresa el porcentaje de &cidos grasos saturados, mono
insaturados e insaturados; resaltando el alto contenido de acidos grasos saturados
obtenido (SFAS) equivalente al 48,14%, sobresaliendo el &cido palmitico y
estedrico con una composicion de 24,79% y 23,06% respectivamente, de la misma
manera los &cidos grasos mono insaturados (MUFAS) equivalentes al 28,10%
siendo el mas representante el acido oleico con un porcentaje de 24,16% vy
finalmente los insaturados (PUFAS)con un 23,72%, distinguiendo el acido
linoleico con 16,51%.

El alto contenido de saturados (SFAS) hace de ésta biomasa apta para la
produccion de cosméticos, jabones, lubricantes y detergentes.

Grafica 13. Cantidad de acidos grasos saturados, mono insaturados e insaturados.
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Tabla 24. Comparacion bibliografica de la composicion de SFAS, MUFAS vy
PUFAS.

COMPOSICION REPORTADA EN BIBLIOGRAFIA

T[PO DE Manjarrés y Serrano., Gouveia, L.y Liu, C.-P. Y Lin,
ACIDO Mufioz(2014)%° N. Oliveira, A. C. L.-P. (2001)®3
GRASO (2012)* (2009)%?

SFAS 29,50% 28,90% 35,50% 41,30%
MUFAS 24,40% 12,10% 23,40% 43,60%
PUFAS 46,10% 59,00% 41,10% 14%

En la tabla 24 se exponen las debidas composiciones de acidos grasos obtenidos
en 4 articulos: El primero de ellos (Manjarrés., J. Mufioz., L. (2014) hacen uso del
glicerol como fuente de carbono adicional para la produccion de biomasa
microalgal en un fotobiorreactor de panel plano,; el siguiente articulo realizado por
Manjarrés., J. Mufoz., L. (2014) en el cual evalian cuatro cepas nativas, dentro de
ellas la Chlorella vulgaris, para su potencial uso en la produccion de biodiesel,
Gouveia, L. and Oliveira, A. C. (2009). al igual que el autor anterior, evalGa cinco
cepas dentro de ellas, la estudiada en este proyecto, determinando sus acidos
grasos para la posterior produccion de biodiesel; finalmente Liu, C.-P. and Lin, L.-
P. (2001) el cual hace uso de diversos métodos para la extraccion de lipidos,
teniendo en cuenta los efectos de las condiciones del cultivo.

Los resultados experimentales obtenidos para la relacion 1:1, en el cual se hace
uso del melote como fuente de carbono para la produccién de biomasa microalgal,
se encuentra dentro de los rangos reportados por la bibliografia; sin embargo se
tiene en cuenta que éstos difieren debido a varios factores como lo son: las
condiciones de cultivo, los nutrientes suministrados, entre otros.

Con el presente trabajo se demuestra que el melote se puede emplear como
fuente de carbono para la produccion de biomasa microalgal; obteniendo de éste
gran cantidad de acidos grasos saturados, resaltando porcentualmente el &cido
palmitico y esteérico, los cuales son utilizados para la produccion de lubricantes,
cosmeéticos, farmacéutica, jabones y detergentes.

OMANJARRES POLANIA.,Op. cit., p. 62.

%Serrano., N. Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su potencial uso en la
produccion de biodiesel. Universidad Nacional de Colombia. 2012. p. 91.

92Gouveia, L. and Oliveira, A. C. Microalgae as a raw material for biofuels production. Journal of
Industrial Microbiology & Biotechnology. Vol 36. No. 2. 2009. p. 269-274.

9Liju, C.-P. and Lin, L.-P. Ultra structural Study and Lipid Formation of Isochrysis sp. CCMP1324.
Botanical Bulletin of Academia Sinica. Vol 42. No. 3. 2001. p. 207-214.
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3.4.3.1 Perfil de acidos grasos para la repeticion del experimento. En la tabla
25 se muestra la composicion de los acidos grasos obtenidos de la cromatografia
de gases a la biomasa microalgal resultante de la repeticion del experimento.

Tabla 25. Composicidon de los acidos grasos de la muestra de la repeticion del
experimento.

FAMES NOMBRE DEL COMPOSICION
COMPUESTO (%)
1 C8:0 ACIDO CAPRILICO 6,08
2 C10:0 ACIDO CAPRICO 0,41
3 C12:0 ACIDO LAURICO 1,07
4 C14:0 ACIDO MIRISTICO 0,71
5 C16:0 ACIDO PALMITICO 19,88
6 C16:1 ACIDO PALMITOLEICO 1,28
7 C17:0 ACIDO MARGARICO 2,9
8 C17:1 ACIDO 7,16
HEPTADECENOICO
9 C18:0 ACIDO ESTEARICO 5,29
10 C18:1n- ACIDO OLEICO 7,76
Oclt
11 C18:2n- ACIDO LINOLEICO 32,22
6c/t )
12 C18:3n-3  ACIDO ALFA- 15,23
LINOLENICO

Grafica 14. Perfil de acidos grasos de la repeticion del experimento.
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Tabla 26. Cantidad de acidos grasos saturados, mono insaturados e insaturados
de la repeticion del experimento.

FAMES NOMBRE COMPOSICION (%)
SFAS SATURADOS 36,34

MUFAS MONOINSATURADOS 16,2

PUFAS INSATURADOS 47,45

TOTAL 99,99

n- 3 OMEGA 3 15,23

n- 6 OMEGA 6 32,22

n-9 OMGEA 9 7,76

RELACION n-6/n-3 2,12

En la tabla 26 se muestra la cantidad de &acidos grasos saturados,
monoinsaturados e insaturados resultantes del andlisis cromatografico realizado a
la muestra. En ésta ocasion los acidos insaturados son los que obtienen mayor
porcentaje (47,45 %), siendo éstos utiles en la industria alimenticia.

Gréfica 15. Cantidad de &cidos grasos saturados, mono insaturados e insaturados
en la repeticion del experimento.
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4. DISCUSION

El melote y el agua del lavado de las gaveras fueron los residuos elegidos para
este proyecto, principalmente porgue no compiten con la alimentacion humana
como lo hace el melado, adicionalmente su conservacion era mas sencilla que el
de la cachaza. Estos residuos al ser generados en la produccion de panela
contienen gran cantidad de azucares los cuales permiten el desarrollo de
microorganismos que son propicios de fermentacion.

El melote, es producto de la deshidratacion de la cachaza, proceso que se realiza
a elevadas temperaturas con el fin de darle un mayor tiempo de preservacion
disminuyendo la cantidad microbiana, razén por la cual resulté mas sencilla su
recoleccion, transporte y conservacion debido a que solamente necesitd de
refrigeracion y durante el desarrollo del proyecto no presenté fermentacion, por el
contrario, el agua del lavado de las gaveras, resultd complejo su transporte y
conservacion, ya que a pesar de mantenerla congelada al momento de utilizarla
presentaba indicios de fermentacion.

Para el pre-experimento 2, se descart6 el agua del lavado de las gaveras, debido
a los problemas presentados con la conservacion; al ser mas sencillo preservar el
melote, y al no haber una diferencia significativa en el crecimiento celular (grafica
4) se opta continuar la experimentacion con éste.

Como se puede ver en la comparacion de las curvas de crecimiento (gréfica 8)
entre el experimento, repeticion del experimento y el blanco, se puede ver que en
los dos primeros se alcanzé una mayor concentracion celular, demostrando la
influencia que tiene el melote como suplemento. El experimento supera hasta en
un 46% la concentracion celular del blanco, mientras que, la repeticion del
experimento lo supera en un 53%.

La repeticion del experimento alcanz6 mayores concentraciones celulares con
respecto al experimento, esto debido a que en la metodologia de cultivo del
experimento, cada tres dias se iba aumentando el volumen de trabajo adicionando
medio de cultivo y melote, diluyendo asi el cultivo y la concentracion celular. En la
repeticion del experimento no se aumenté periédicamente el volumen de trabajo,
por el contrario desde el primer dia el volumen de trabajo era el volumen total del
fotobiorreactor adaptado.

Comparando la influencia sobre la concentracion celular entre el melote y glicerol,
suplemento utilizado en otro trabajo de investigacion de la linea de biotecnologia
con microalgas; el glicerol tiene una mayor influencia (concentracion maxima
2,29x107 Cel/mL) que el melote (concentracion maxima 1,08x10® Cel/mL). Sin
embargo, el melote supera al glicerol en productividad de biomasa: 0.19 g d'L'y
0.016 g dL! respectivamente. Cabe resaltar que las condiciones del tratamiento
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de la biomasa (secado) variaron, pues Mufios y Manjarrés®#, hicieron uso de una
liofilizacién y en el presente trabajo un secado en horno.

Se decidio realizar la extraccion de lipidos en Nutrianalisis debido a que al intentar
aplicar la metodologia de Bligh & Dyer se presentaron inconvenientes como:
separar los residuos de biomasa presentes en la muestra para poder obtener la
fase de solvente-lipidos y la falta de un equipo para poder separar el solvente de
los lipidos. En Nutrianalisis, se realiz6 el secado de la biomasa a 103°C,
temperatura a la cual es posible que ya se hayan desnaturalizado los lipidos; sin
embargo, se obtuvo 0.1 g de grasa la cual fue llevada a Sigra S.A para realizar el
analisis de cromatografia. Al ser muy poca la cantidad de grasa obtenida, no se
puede realizar una repeticion de la cromatografia, por tal motivo se hace una
repeticion del experimento. La biomasa obtenida se deshidraté en esta ocasion a
40°C durante 10 horas y se extrajeron los lipidos por el método de Bligh & Dyer en
las instalaciones de la Universidad América. En éste procedimiento no fue posible
observar claramente la fase de lipidos después de la centrifugacion; por este
motivo se separaron las fases obtenidas (5), eliminando el residuo de biomasay el
cloroformo; las tres sobrantes se distribuyeron en recipientes de vidrio y fueron
llevados a Sigra S.A con el fin de evaporar el cloroformo haciendo uso de un
rotaevaporador y de ésta manera obtener grasa para realizar la repeticion de la
cromatografia.

Los resultados de las cromatografias realizadas fueron diferentes debido a que
como se expuso anteriormente el proceso realizado para el secado y la extraccion
de acidos grasos no se realiz6 bajo las mismas condiciones.

Al realizar el secado de la muestra del experimento a 103 °C los lipidos se
pudieron desnaturalizar, provocando poca cantidad de aceite microalgal, el cual
tuvo que ser disuelto en hexano para poder realizar la cromatografia; de ésta
manera los resultados pudieron ser alterados por la adicién de éste disolvente,
obteniendo gran cantidad de &cidos grasos saturados y menor cantidad de acidos
grasos insaturados.

Por lo anterior expuesto se consideran mas acertados los resultados obtenidos en
la cromatografia de la muestra de la repeticion del experimento, ya que en el
tratamiento de la biomasa el secado se hizo a una temperatura inferior a la que se
podrian desnaturalizar los lipidos, permitiendo que estos permanezcan en la
muestra. De la misma manera la cantidad de aceite obtenido fue conveniente para
realizar réplicas sin necesidad de diluir la muestra con solventes, arrojando todas
(3) el mismo resultado. En lo que respecta al uso de los lipidos obtenidos de
biomasa microalgal cultivada con melote como suplemento, ésta puede ser
utilizada para la industria de alimentos ya que tiene gran cantidad de &cidos
grasos insaturados (47,45%).

% MANJARRES POLANIA.,Op. cit., p. 58.

87



Este proyecto es factible debido a que se le puede dar un valor agregado al melote
utilizandolo como suplemento de cultivo microalgal, ya que como lo muestra este
trabajo de investigacion, hay crecimiento celular, acumulacion de biomasa y
lipidos aprovechables.

Seria posible cultivar microalgas cerca a los trapiches paneleros aprovechando los
residuos frescos, es decir, a medida que se van produciendo se van disponiendo
en los reactores donde se tengan los cultivos, disminuyendo costos de transporte
y conservacion, integrando de esta manera dos procesos: produccion de panela y
biomasa.
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5. CONCLUSIONES

¢ Se selecciond el melote como suplemento de cultivo, debido a su bajo costo, alta
disponibilidad, sencilla conservacion, facilidad en la manipulaciéon y porque no
compite con alimentos de consumo humano, ademas, porque es asimilable por
la microalga e influyente sobre su crecimiento celular.

e Las curvas de crecimiento permiten ver el potencial del melote como suplemento
de cultivo, que al cabo de los dias de duracién de los pre-experimentos y aun del
experimento permanecian en fase exponencial y en pocas curvas se puede ver
claramente una fase de muerte celular.

¢ Utilizando el melote como suplemento en una relacion 1:1 con el medio de
cultivo se alcanz6 una mayor concentracion celular (concentracion celular
maxima 1,08x10°® Cel/mL) que el cultivo de control (concentracién celular
maxima 6.88x10°) demostrando que la adicién del suplemento si tiene influencia
en el crecimiento celular.

e La productividad volumétrica del cultivo se ve influenciada por la presencia del
melote en medio Foliagro dando como resultado una productividad de 0.19 g/ dia
L mientras que el cultivo de control tan solo alcanz6 0.05 g/ dia L.

e El perfil lipidico obtenido de la biomasa tiene un alto contenido de &cidos grasos

insaturados (PUFASs) correspondiente a un 47,45%, ademas de un 36,34% de
saturados y un 16,2% de monoinsaturados.
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ANEXO A.

CONCENTRACION CELULAR Y CURVAS DE CRECIMIENTO DEL PRE-
EXPERIMENTO No. 1.

Tabla 27. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 1 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10°]

Réplical Reéplica2 Réplica3 Promedio
2,04 2,40 1,32 1,92
2,88 3,44 1,42 2,58
3,54 3,88 2,00 3,14
4,00 4,56 4,68 4,41
4,38 6,56 5,92 5,62
5,10 8,34 7,02 6,82
6,44 8,60 9,98 8,34
7,74 8,74 10,0 8,83
7,72 9,26 10,2 9,07
7,74 9,26 111 9,37

Grafica 16. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 1 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.
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Tabla 28. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 2 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Réplical Reéplica2 Réplica3 Promedio
1,62 2,40 1,80 1,94
2,66 3,80 2,02 2,83
4,36 4,58 3,18 4,04
6,20 5,22 5,06 5,49
8,06 8,24 5,52 7,27
8,64 9,08 6,60 8,11
9,84 9,44 9,64 9,64
1,07 9,60 9,60 9,97
1,11 11,2 10,2 10,8
1,21 12,0 11,5 11,9

Grafica 17. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 2 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.
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Tabla 29. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 3 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10°]

Réplica 1 Réplica2 Réplica3 Promedio
2,00 1,70 1,12 1,61
2,48 2,52 1,44 2,15
3,52 3,90 2,96 3,46
4,04 4,08 4,70 4,27
4,02 6,20 5,08 5,10
4,52 6,56 6,60 5,89
4,12 5,54 10,0 6,56
7,24 6,68 9,74 7,89
7,40 7,90 9,40 8,23
7,68 8,00 11,0 8,91

Grafica 18. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 3 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.
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Tabla 30. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 4 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Réplical Réplica2 Reéplica3 Promedio
1,66 1,32 1,76 1,58
2,76 1,42 1,94 2,04
5,78 3,08 4,10 4,32
5,10 3,72 4,36 4,39
5,82 4,64 6,32 5,59
6,72 6,82 6,12 6,55
7,42 7,36 7,90 7,56
9,44 8,44 7,94 8,61
9,92 8,52 8,58 9,01
10,7 10,5 7,98 9,71

Grafica 19. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 4 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.
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Tabla 31. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 5 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Réplical Reéplica2 Reéplica3 Promedio
1,22 1,78 1,28 1,43
2,20 3,04 1,78 2,34
2,76 3,18 4,60 3,51
3,82 4,40 4,08 4,10
4,66 5,10 3,58 4,45
4,70 7,72 4,06 5,49
5,44 8,14 6,18 6,59
6,92 9,00 6,82 7,58
7,04 10,0 7,54 8,21
7,26 10,6 8,56 8,79

Grafica 20. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 5 utilizando agua
del lavado de las gaveras como suplemento.
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Tabla 32. Concentracién celular para cada réplica del tratamiento 1 utilizando
melote como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x109]

Réplical Reéplica2 Réplica3 Promedio
2,68 1,52 1,66 1,95
3,26 2,08 3,22 2,85
2,62 2,46 5,60 3,56
3,14 3,34 5,00 3,83
3,56 5,46 7,44 5,49
5,26 8,34 6,56 6,72
5,64 9,04 7,14 7,27
6,96 9,30 8,14 8,13
7,04 10,5 8,98 8,85
7,62 10,3 8,22 8,73

Grafica 21. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 1 utilizando
melote como suplemento.
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Tabla 33. Concentracién celular para cada réplica del tratamiento 2 utilizando
melote como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Réplical Réplica2 Reéplica3 Promedio
1,80 1,70 1,62 1,71
1,98 1,74 2,52 2,08
3,46 2,98 3,32 3,25
4,20 4,48 4,64 4,44
5,40 7,78 7,50 6,89
7,16 9,08 8,38 8,21
7,34 10,7 9,50 9,17
8,46 12,1 9,54 10,0
9,98 12,1 9,62 10,6
10,4 12,1 12,2 11,5

Grafica 22. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 2 utilizando
melote como suplemento.
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Tabla 34. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 3 utilizando
melote como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Réplical Réplica?2 Réplica3 Promedio
1,74 1,52 1,64 1,63
2,04 1,64 2,98 2,22
3,68 3,06 5,30 4,01
4,02 4,08 5,48 4,53
4,40 4,40 7,32 5,37
7,36 5,68 7,46 6,83
7,54 6,16 9,06 7,59
7,98 6,82 8,24 7,68
8,08 8,10 7,74 7,97
8,22 8,62 8,24 8,36

Gréfica 23. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 3 utilizando
melote como suplemento.
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Tabla 35. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 4 utilizando
melote como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x10%]

Réplical Réplica2 Réplica3 Promedio
2,22 1,72 1,52 1,82
2,24 2,10 2,24 2,19
2,60 2,64 2,28 2,51
5,26 3,30 3,16 3,91
6,00 3,98 3,86 4,61
6,12 7,24 4,80 6,05
6,98 7,78 5,56 6,77
7,02 8,50 7,00 7,51
7,04 9,20 7,48 7,91
8,62 10,5 9,82 9,64

Grafica 24. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 4 utilizando
melote como suplemento.
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Tabla 36. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 5 utilizando
melote como suplemento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x109]

Réplical Réplica2 Réplica3 Promedio
1,82 1,54 2,06 1,81
2,78 1,90 2,10 2,26
3,50 2,66 4,18 3,45
3,84 3,72 4,42 3,99
5,54 5,92 6,10 5,85
5,88 7,58 6,48 6,65
6,28 8,22 6,16 6,89
7,22 8,32 5,92 7,15
8,12 8,50 5,86 7,49
8,36 10,1 6,42 8,29

Grafica 25. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 5 utilizando
melote como suplemento.
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ANEXO B.

CONCENTRACION CELULAR Y CURVAS DE CRECIMIENTO PRE-
EXPERIMENTO No. 2.

Tabla 37. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 1.

Concentracion celular [Cel/mL]

Réplical Réplica2 Réplica3 Promedio

1,80
2,60
3,64
5,58
5,30
6,16
6,18
6,98
7,06
7,18

[x109]
1,64 1,42
2,28 2,52
2,82 2,98
4,54 3,94
5,14 4,00
4,72 4,78
6,02 5,50
7,18 5,24
7,28 5,94
7,46 7,48

1,62
2,47
3,15
4,69
4,81
5,22
5,90
6,47
6,76
7,37

Grafica 26. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 1.
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Tabla 38. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 2.

Concentracion celular [Cel/mL]
[x109]

Réplical Réplica2 Réplica3 Promedio

1,80
1,98
3,46
4,20
5,40
7,16
7,34
8,46
9,98
1,04

1,70
1,74
2,98
4,48
7,78
9,08
10,7
12,1
12,1
12,1

1,62
2,52
3,32
4,64
7,50
8,38
9,50
9,54
9,62
12,2

1,71
2,08
3,25
4,44
6,89
8,21
9,17
10,0
10,6
11,5

Grafica 27. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 2.
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Tabla 39. Concentracion celular para cada réplica del tratamiento 3.

Grafica 28. Curva de crecimiento de cada réplica del tratamiento 3.
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ANEXO C.

CONCENTRACION CELULAR Y CURVAS DE CRECIMIENTO DEL

Tabla 40. Concentracion celular para cada réplica del experimento.

Gréfica 29. Curva de crecimiento de cada réplica del experimento.
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Tabla 41. Concentracion celular para cada réplica de la repeticion del experimento.

Concentracion celular [Cel/mL]

[x109]

Réplical Réplica2 Réplica3 Promedio
3,82 4,06 2,70 3,76
4,88 4,32 3,14 3,68
5,64 5,30 5,70 5,46
5,36 5,46 5,82 6,18
7,26 5,92 5,78 6,56
7,36 7,70 6,88 7,30
7,34 7,78 7,98 7,46
7,66 8,26 8,18 8,12
8,12 8,96 8,88 8,82
9,18 9,88 9,24 9,80
9,12 9,60 9,46 9,78
9,74 9,62 9,74 10,1
10,1 10,7 9,74 10,3
10,1 10,7 9,86 10,6
10,1 10,7 10,7 10,6

Gréfica 29. Curva de crecimiento de cada réplica de la repeticion del experimento.
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ANEXO D.
MUESTRA DE CALCULOS DEL TRATAMIENTO DE LA BIOMASA.

Biomasa seca obtenida (g)
Biomasa himeda obtenida (g)

Porcentake de materia seca =

e EXPERIMENTO

2,8605
. , — - 0
Porcentaje de materia seca blanco 56,633 * 100 = 5,05%
) 6,9504
Porcentaje de materia secarelacion 1: 1 = 5025 * 100 = 3,44%
e REPETICION DEL EXPERIMENTO
P taje de materi iplical= 237> 100 = 459
= — % =
orcentaje de materia seca réplica 513746 0
P taje de materi splica2 = —2729% 100 = 619
= — % =
orcentaje de materia seca réplica 79,7294 0
P taje de materi iplica3 = 23 100 = 66%
= — % =
orcentaje de materia seca réplica 90,7389 0
) 49,743
Porcentaje de materia seca réplica 4 = 91852 * 100 = 54%

% Materia seca para la réplica 1 después de 17 horas de secado

10,7525

P ‘ j éplical = ———— % 100 = 219
orcentaje de materia seca réplica 513746 * 100 %o

Porcentaje de Humedad = 1 — % Materia seca
e EXPERIMENTO
Porcentaje de humedad blanco = 1 — 5,05% = 94,95%
Porcentaje de humedad relacion 1: 1 =1 — 3,44 % = 96,54%

e REPETICION EXPERIMENTO
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Porcentaje de humedad réplical =1 —45% = 55%
Porcentaje de humedad réplica2 =1 —61% = 39%
Porcentaje de humedad réplica3 =1 - 66% = 34%
Porcentaje de humedad réplica 4 = 1 — 54 % = 46%
Porcentaje de humedad para la réplica 1 después de 17 horas de secado

Porcentaje de humedad réplical =1—21% =79%

Biomasa himeda obtenida (g)

Rendimiento humedo =
enaumiento dmedo Volumen de medio (g)

e EXPERIMENTO

) 56,633
Rendimiento himedo blanco = 38 = 14,9034 g/L
) ) 202,05
Rendimiento himedo relacion 1: 1 = = 26,5855 g/L
e REPETICION EXPERIMENTO

51,3746

Rendimiento humedo réplical = 38 - 13,5196 g/L
79,7294

Rendimiento humedo réplica 2 = 38 - 20,9814 g/L
. , - 90,7389

Rendimiento himedo réplica 3 = 38 - 23,8787 g/L
91,8520

Rendimiento humedo réplica 4 = 38 - 24,1716 g/L

Rendimiento de la biomasa humeda para la réplica 1 después de 17 horas
de secado

51,3746

Rendimiento himedo réplica 1 = 38 - 13,5196 g/L
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Rendimiento seco = Rendimiento himedo * % Materia seca

e EXPERIMENTO
Rendimiento seco blanco = 14,9034 * 5,05% = 0,7526 g/L

Rendimiento seco relacion 1: 1 = 26,5855 * 3,44% = 0,9145g/L
e REPETICION EXPERIMENTO
Rendimiento seco réplica 1 = 13,5196 x 45% = 6,0888 g/L
Rendimiento seco répplica2 = 20,9814 * 61% = 12,8235 g/L
Rendimiento seco réplica 3 = 23,8787 » 66% = 15,8277 g/L
Rendimiento seco réplica 4 = 24,1716 * 54% = 13,0903 g/L

Rendimiento de la biomasa seca para la réplica 1 después de 17 horas de
secado

Rendimiento seco réplica 1 = 13,5196 * 21% = 2,8391 g/L

Biomasa obtenida (g)
Dias * Volumen (L)

Productividad =

e EXPERIMENTO

Productividad bl _ 28605 _ 0,0502 g /dL
roauctiviaa anco = 15 N 3,8 =0V, g/
Productividad relacion 1:1 = 6,9504 = 0,06097 g /dL
roauctiviaad retacion 1: = 15 N 3,8 = U, g/
e REPETICION EXPERIMENTO
Productividad répli 1—23’1375—04059 dL
roductividad replica 1 = 15+38 =0, g/
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48,7294

Productividad réplica 2 = 15-38 =0,8549 g /dL
Productividad réplica 3 _ 001453 =1,0552 g /dL
roductividad réplica 3 = 15+38 g/
Productividad répli 4—49'7430—08727 dL
roductividad réplica 4 = 15+38 g/

Productividad para la réplica 1 después de 17 horas de secado

10,7525
15% 3,8

Productividad réplica 1 = =0,1886 g /dL
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ANEXO E.
CROMATOGRAFIA DE GASES (PERFIL DE ACIDOS GRASOS)
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4/05/2017 11:36 a. m.Cromatograma C:\Clarity Lite\DataFiles\VARIOS\DATA\227VARIOS Muestra algas.PRM Pagina 1 of 2

C. I. SIGRA S.A.
GESTION DE CALIDAD
PERFIL DE ACIDOS GRASOS

Informacién del cromatograma:
Nombre archivo : CI:\Ga:RfyM Lite\DataFiles\VARIOS\DATA\227VARIOS Muestra Archivo creado : 4/05/2017 11:34:31 a. m.
algas.
Origen : Adquirida, la adquisicién ha comenzado 4/05/2017 10:53:43 a. m. Fecha de adquisicion ~ : 4/05/2017 11:34:31 a. m.
Proyecto : C:\Clarity Lite\DataFiles\Projects\VARIOS.PR] & - Por : PAOLA
Método : AC GRASOS Por : Administrator
Descripcién : PERFIL ACIDOS GRASOS
Creado : 1/12/2016 2:46 a. m. Modificado : 4/05/2017 11:36a. m.
Columna Deteccién
Fase movil Temperatura
Flujo Presion
Nota
Parada automética  : 60,00 min Inicio externo @ Sdlo inicio, Bajada
Detector 1 : Detector 1 Intervalo 1 : Bipolar, 1250 mV, 50 Muestras por seg.
Tabla de resultados (Sin cal, - 227VARIOS Muestra algas - Detector 1)
Reten. Time Area Altura Area Nombre compuesto
[min] [mV.s] [mV] [%]
1 11,689 4,793 0,583 0,22 GCye
2 13,211 1,476 0,228 0,07 cly: o
a 15,760 532,003 24,878 24,79 i AT
4 17,119 19,609 0,858 0,91 Cl6] e
5 19,119 65,064 3,563 3,03 =S xala
6 20,101 494,832 14,602 23,06 CIf >
7 22,050 518,484 13,900 4061 (91
8 25,499 354,317 8,689 16,51 & 8.
9 30,548 154,661 3,360 T STy A
10 40,193 0,375 0,603 0,02
1 40,221 0,386 0,384 0,02
Total 2146,001 70,649 100,00
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6/06/2017  2:06 pCromatograma C:\Clarity Lite\DataFiles\VARIOS\DATA\370 VARIOS ACEITE ALGAS 5_06 17.PRM Pagina 1 of 2

C. I. SIGRA S.A.

GESTION DE CALIDAD
PERFIL DE ACIDOS GRASOS
Informacién del cromatograma:
Nombre archivo : C:\Clarity Lite\DataFiles\VARIOS\DATA\370 VARIOS ACEITE Archivo creado : 6/06/2017 11:11:23 a. m.
ALGAS 5_06 17.PRM
Origen : Adquirida, la adquisicion ha comenzado 6/06/2017 10:31:22 a. m. Fecha de adquisicién ~ : 6/06/2017 11:11:22 a. m.
Proyecto : C:\Clarity Lite\DataFiles\Projects\HIDROGENACION.PR] Por : ricardo

Tabla de resultados (Sin cal. - C:|Clarity Lite|DataFiles|\VARIOS|DATA|370 VARIOS ACEITE ALGAS
5_06 17 - Detector 1)

Reten. Time Area Altura Area Nombre compuesto
[min] [mV.s] [mV] [%]
1 11,917 239,765 21,366 6,08 c 8 e
2 12,867 16,079 1,832 0,41 (lo: e
3 14,443 42,368 2,972 1,07 )
4 15,569 28,124 1,716 0,71 /(% $e
5 17,089 784,322 39,338 19,88 (62
6 17,983 50,663 2,768 LB |
7 18,497 80,318 2,684 2,04 e
8 18,978 34,077 1,330 086 1) =S
9 20,5331 282,072 10,325 76 €1 /
10 21,546 208,580 6,578 520 ()60
i1 23,639 306,252 7,216 7761 C18: |
12 27,1051 343,137 29,810 B cte Lo o4y
13 27,148 927,603 30,155 RN R I SO BT
14 32,297 600,921 11,197 15,23 L& "S
Total 3944,481 169,286 100,00
Método : AC GRASOS Por : Administrator
Descripcién : PERFIL ACIDOS GRASOS
Creado : 1/12/2016 2:46.a. m. Modificado : 6/06/2017 11:11a.m.
Columna 4 Deteccién
Fase mévil 3 Temperatura
Flujo : Presion
Nota
Parada automética  : 40,00 min Inicio externo  : Sdlo inicio, Bajada
Detector 1 : Detector 1 Intervalo 1 : Bipolar, 1250 mV, 50 Muestras por seg.
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6/06/2017 2:06 pCromatograma C:\Clarity Lite\DataFiles\VARIOS\DATA\370 VARIOS ACEITE ALGAS 5_06 17.PRM Pégina 2 of 2
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FUNDACION UNIVERSIDAD DE AMERICA Codigo:

AR
@%;% PROCESQ: GESTION DE BIBLIOTECA Version 0
Fusmdacidn Py . i tario Dia
Universidad de inérica Autorizacién pi:fszfubc[;zfsﬁ Le; r;:ilafrkee;msltono Digital Jiflic - 2016

AUTORIZACION PARA PUBLICACION EN EL REPOSITORIO DIGITAL INSTITUCIONAL
LUMIERES

Nosotras Jose Nicolas Sosa Moreno y Paula Andrea Vasquez Segura en calidad de fitulares de Iz obra Fvaluacion del
polenciat de un residuo proveniente de la industria panslera como fuente de carbone para fa produccion de biomasa
microalgal, elaborada en el afio 2018, aulodzamos al Sistema de Bibliotecas de la Fundacion Universidad América
para que incluya una copia, indexe y divulgue en el Reposttorio Digital Institucional — Lumisres, fa obra mencionada con
el fin de facilitar los procesos de visibilidad ¢ #mpaclo de la misma, conforme a los derechos palrimoniales qle nos
corrasponden y que incluyen: la reproduccian, comunicacion plblice, distribucion al piblice, transformacion, en
conformidad con la normatividad wigeinte sobre derechos de autor y derechos conexos (Ley 23 de 1982, Ley 44 de 1993,
Decisicn Andina 351 de 1993, entre ofras).

Al respacto como Autores manifestamos conocer gue:

»  La autorizacion es de caracter no exclusiva y limitada, esto implica que la licencia tiene una vigencia, que n es
perpotua y que el autor puede publicar o difundir su obra en cualquier ofro medio, asi como llevar & cabo cualquier
tipo de accidn sobra el documento.

= La autorizacion tendra una vigencia de cinco afios a partir del momento de la inclusion de la obra en el repasiterio,
prorregable indefinidaments por el fiempo cle duracion de los derechos palrimoniales def autor y podra daese por
terminada una vez el autor fo manifieste por escrito a la instilucion, won la salvedad de que la obra es difundida
globalmente y cosechada par diferenles buscadores y/o reposiforios en Intemet, lo que no garantiza gue la obra pueda
ser refirada de manera inmediata de olros sistemas de infarmacion en los que se haya indexado, diferentes al
Repositorio Digital institucional -- Lumieres de la Fundacion Universidad América.

»  Laaulorizacion de publicacion comprands e} formato original de |a obra y lodos los demds que se requiera, para su
publicacion en el repositorio, Igualmente, la autorizacion permite a la institucion ef cambio de soperte de la cbra con
fires de preservacion {impreso, electrnico, digital, Intermel, intranet, o cualquier afre formata conatido o por conocer).

s Laauforizacion es gratuila y s renuncia  recibir cualquier remuneracion por los usos de la obra, de acugrdo con la
licencta establecida on esla autorizacian.

= Al firmar esta auforizacion, se manifiesta que la obra os original y no existe en ella ninguna viclacion a tos derechos
de autor de teroeros. En caso de que el rabajo haya sido financiado par tercetos, el o los autores asumen la
responsabilidad def cumpfimicnto de los acuerdos establecidos sobra los derechos patrimoniales de la obra.

»  Frente a cualquier reclamacion por terceros, €l o los aulores serdn los responsables. En ningin caso la
responsabilidad sera asumida por ta Fundacion Universidad de América.

»  Con la autodzacion, la Universidad puede difiundir la obra en indises, buscadores y otros sistemas de informacion gue
favorezcan su visibilidad,

Conforme a las condiciones anteriormente expuestas, como autores establecemos las siguientes condiciones de usa do

aueestra obradle anierdo con la licencia Creative Coimmons que se sefiala a confinuacidn:
1
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o FUNDACION UNIVERSIDAD DE AMERICA | Codigo
awp PROGESO: GESTION DE BIBLIOTECA Version 0
Fundarion Py Fy—r TP
s . Autorizacidn para Publicacién en el Repositerio Digital .
Universidad de América L A .
Institucional - Lumieres Julio - 2018
)| Atribuclén- no comerclal sin derivar: permite dlsaribuw sin fines comercialas, sin obras |*il
derivadas, con reconogimiento del autor,
. . -
Adribucion - no ccmerclal permite dislribuir, crearobras derivadas, sin fines wmcrcm[os con | I i
reconocinyiente dzl autor. ) . l
2] Alribucién - no comercial — comparlir igual: permie distibur, modiicar, orear obras |
?) derivadas, sin fiaes ceonbmicos, siempre ¥ cuande las obras derivadas estén licenctadas de la ‘ s
misma forma.

|
Licencias corapletas: hp:dico.creativecommeoys.orgf?page_id=13

Siempre y cuando se haga alusion de alguna parte o nota del trabajo, se debe tener en cuenta f2 correspondiente
citacién bibliografica para darle crédito al trabajo y a sus autores,

De igual forma como autores aulorizamos la constlta de los medios fisicos del presente frabajo de grado asi:

\ AUTCRIZO (AUTORIZAMOS)
\ La consulta fisica (qolo en las insfalacionss de la B\b]lolccw) del C0 ROM yfo Imprese

\ La repmducc;bn por cualquier formalo conoudé oper conacer para efcctos de preservacion

Tinformacion Confidenciai: este Trahajo do Grado confiene informacion priviegiadz, estralégica o © §1 © NO
" seercfa o se ha pedido su confidencialidad por parte del tercero, sobre quien se desarrolld la ;
: IﬂVEStEgaCIOﬂ. En caso afitmativo expresamente indicaremes, cn carta adjunia, tal situacian con el fin

 de que se respete la resfriceidn de acoeso, i

Para constancia se firma el presenle dosumento en Bogold, atos 2 dias del mes de agosio dl afio 2017.

LOS AUTQRES:
. Autor 1 ) o o
. Nombres ~ Apellidos T o
Jose Micolas B qu? MU[Q{\D i
Documento de ;c(entiflcacmn No ' S WFirma 7777
| 1‘010.211.552 [\)
’CDL \)9§(J‘ M
Autor 2 B B
Nombtes T ) ApeEildos -

FPéu’\a’A: drea
Documarto de uientlf:
U 1.095 580.743
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