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RESUMEN

El digestato que surge como subproducto de la digestion anaerobia de residuos porcicolas contiene una
elevada proporcién de nitrégeno en forma de amonio y macroelementos como fésforo y potasio, ejerciendo asf,
presién sobre el entorno mediante la contaminacién del aire por la volatilizacién del amoniaco y la eutrofizacién
de los suelos.Con el fin de solucionar esta problematica, se aproveché el aporte de nutrientes de
este efluente como suplemento en el cultivo de microalgas. Para lograr esto, se formulé como objetivo de
investigacion, maximizar la formacién de biomasa de Chlorella vulgaris y Chlorella sorokiniana en un cultivo
mixotroéfico a escala de laboratorio, empleando como suplemento nutricional digestato. De este modo, para
cumplir con el planteamiento propuesto, se desarrollaron cultivos de las cepas ya mencionadas para evaluar la
incidencia de la concentracion de digestato, empleando tres diluciones de trabajo (1:4,1:2 y 3:4). Ademas, se
evalué la cinética de crecimiento de la cepa C. sorokiniana al utilizar dos fuentes de carbono organica para su
cultivo (glucosa y acetato de sodio). Los resultados obtenidos, demuestran que ambas cepas se adaptan mejor a
condiciones de cultivo con el digestato en una dilucién 3:4. Sin embargo, C. vulgaris provee mejores resultados
con una formacién de biomasa de 22.79 mg. De igual forma, empleando glucosa como fuente de carbono organica
se logra mayor formacion de biomasa que al emplear acetato de sodio, 18.82 mg. En conclusion, el digestato es un
potencial suplemento de nutrientes para maximizar la formacién de biomasa en cultivos de microalgas, como

Chlorella vulgaris y Chlorella sorokiniana.

1. Introduccién

En los ultimos afios, las microalgas han sido estudiadas por su
diversa composicién bioquimica, la cual incluye proteinas, lipidos,
carbohidratos, vitaminas y pigmentos. Los componentes de estas han
sido aprovechados a nivel biotecnolégico, en la obtencién de productos
con alto valor en el mercado, tales como biodiesel, aditivos alimenticios,
suplemento animal, cosméticos, antioxidantes, nutracéuticos, entre
otros [1,26]. Las microalgas son un grupo de microorganismos
eucariotas unicelulares, con capacidades fotosintéticas similares a las
plantas, siendo el género Chlorella sp. el mas destacado, debido a su
versatilidad metabdlica (mixotrofia, autotrofia y heterotrofia) y alta tasa
de reproduccion [2].

Con relaciéon a lo anterior, se han desarrollado diferentes
métodos de cultivo en aras de aprovechar su potencial biotecnolégico.
Sin embargo, los cultivos mixotréficos son los de mayor destaque y
potencial [3]. Especificamente, se han observado ventajas asociadas a su
desarrollo, al compararse con otras estrategias (autotrofia y
heterotrofia), tales como: la presencia de mejores tasas de formacion de
biomasa que resultan en mejor rendimiento de produccion, la presencia
de extensas fases exponenciales de crecimiento, prevencion a dafios foto-
oxidativos a causa de las altas acumulaciones de gases de cultivo y
fotoinhibicidon reducida a causa de la asimilacion de la fuente energética
[4]. Estos se establecen bajo una formulacién basada en una fuente de
carbono organica, una fuente de carbono inorganica y la presencia de luz
(como fuente de energia), lo que implica que las estrategias autotroéfica y
heterotroéfica se desarrollan en el mismo momento y en funcién de la
maquinaria microalgal, lo cual permite fomentar un método de simbiosis
entre las capacidades fotosintéticas (conversion de la energia luminica

en energia quimica mediante la captacién de luz) y el metabolismo
oxidativo de las fuentes de carbono [3 - 5].

Aunado a lo anterior, el digestato, un subproducto de la
digestiéon anaerobia de residuos porcicolas se ha impulsado como fuente
de nutrientes por el beneficio de su composicién y, combinado con la
versatilidad nutricional de microorganismos como las microalgas, ha
promovido la formacidn de biomasa [1]. El planteamiento anterior surge
debido al uso de dicho efluente como biofertilizante, estrategia
comunmente realizada para el tratamiento de este [6], ademas de la
contaminaciéon del aire por la volatilizacion del amoniaco y la
eutrofizacion de los suelos, generada por la diversidad de elementos que
lo componen [7 - 10].

En consecuencia, con el propdsito de brindar soluciones ante
la problematica mencionada, la fitorremediacién microalgal ha tomado
fuerza, debido a que expone una alternativa que emplea digestato como
suplemento nutricional, para el cultivo de microalgas. Con ello, se
aprovecha de manera sinérgica el potencial asociado a estos
microorganismos en la biotransformacion de agentes contaminantes,
ademds de la cantidad sustancial de elementos contenidos en este
efluente, que pueden emplearse para el crecimiento de estas [6, 9]. De
esa manera, se han realizado investigaciones para lograr el uso
sostenible de esta alternativa; por ejemplo, Vadiveloo et al., (2019)
demostré que las microalgas tienen una alta capacidad de crecimiento en
este efluente y, una eficiente tasa de remocién de componentes (aprox.
25 mg/L-dia). Adicionalmente, en Arce et al., (2020) se demostré que
el digestato es una fuente totalmente aprovechable para el crecimiento
de un consorcio de microalgas, especialmente cuando este se encuentra
en una dilucion 1:2 y se adecua el sistema de cultivo a
condiciones mixotroéficas.



Con relacion a la alternativa mencionada, es vital reconocer
que en la teoria actual se evidencia la importancia de ajustar los medios
de cultivo a los requerimientos necesarios para las microalgas,
incluyendo agua, CO2, micronutrientes, fuentes de carbono, nitrégeno y
fésforo, en cantidades que no generen algtn tipo de inhibicion. Pues, si
todas o alguna de las condiciones mencionadas son deficientes, se tendra
un crecimiento restringido [7, 12]. Una investigacién que soporta lo
anterior es la de Gao et al., (2019), donde se demostro la relevancia de la
relacion inicial de carbono y nitrégeno en la produccion de biomasa y se
obtuvo que un aumento de 0 hasta 24 en esta relacion, favorecid la
velocidad de crecimiento de Chlorella sp. G9, pero una relacién superior
a 30 muestra una disminuida velocidad de crecimiento. De lo anterior,
suscita que se requiera un especial cuidado en cuanto a la formulacién
de los medios de cultivo, ya que establecer nutrientes, condiciones y
parametros apropiados favorece que, en funcién de lo mencionado en
parrafos anteriores, se logre el crecimiento de biomasa y rendimiento
esperado.

En definitiva, con relacién a los planteamientos realizados, el
objetivo de este estudio fue maximizar la formacion de biomasa de
Chlorella vulgaris y Chlorella sorokiniana en un cultivo mixotréfico a
escala de laboratorio, empleando como suplemento nutricional digestato
proveniente de la digestién anaerobia de residuos porcicolas.

2. Materiales y metodologia

2.1. Microorganismosy desarrollo de inéculo

Las microalgas Chlorella vulgaris (UTEX 2714) y Chlorella
sorokiniana (UTEX 1602) empleadas en esta investigacion se obtuvieron
de la coleccién de la Universidad de Texas (Austin, Tx). Las cepas se
sembraron siguiendo el protocolo de desarrollo de indculo enunciado en
Arce etal, (2020), donde estas se mantuvieron en refrigeracion en medio
sélido Tris Acetato Fosfato (TAP) modificado. La composicion del medio,
por litro de preparacion es: 2.42 g Tris-base, 25 mL del stock de sales (16
g NH,Cl, 4 gMgS0,-7 H,0, 2 g CaCl,-2 H,0), 0.375 mL solucién stock I
(28.8 g por 100 mL K,HPO,, 14.4 g por 100 mL KH,P0,), 1 mL de
elementos traza (11.167 mg EDTA — Na,, 0.035mg (NH,)¢Mo0,0,,,
0.067 mg Na,Se03, 1.188 mg MnCl,-4 H,0, 5.40 mg FeCl;-6 H,0, 0.34
mg CuCl,-2 H,0).

Inicialmente, se tomd una alicuota con un asa estéril de la cepa
refrigerada a 4 °C y se sembré por agotamiento en medio TAP sélido
suplementado con 3 g/L de acetato de sodioy 0.4 g/L de cloruro de
amonio. Una vez realizada la siembra, se sellaron las cajas Petri y se
expusieron a la luz durante 5 dias. Posteriormente, se utiliz6 la biomasa
producida para preparar los inéculos (aproximadamente 200 mg
células/L) en un Frasco Schott de 500 mL con 250 mL de medio TAP
liquido suplementado con 1.5 g/L de acetato de sodio, 3 g/L de

bicarbonato de sodio y 0.84 g/L de cloruro de amonio. Los cultivos se
mol

expusieron a un nivel de iluminacién 25 (inzs
oscila entre 25y 28°Cy un pH de 7.5 durante 2.5 dias para C. sorokiniana
y C.vulgaris. La aireacién se suministro por flujo continuo de aire filtrado
(0.22 micras), por medio de una de las entradas de la tapa adaptaba al

frasco Schott.

) a una temperatura que

2.2. Tratamiento del digestato

Las muestras de digestato empleadas en esta investigacion fueron
proporcionadas por una granja porcicola ubicada en Guacari, Valle del
Cauca, provenientes de un tratamiento de digestién anaerobia. Estas,

inicialmente se concentraron mediante un proceso de filtracién vy,
posteriormente mediante ultrafiltracion, pasando por una membrana
de 100 nm y, seguido, por una membrana de 50 nm. Luego, el permeato
resultante, se rotoevapord a una presion absoluta de 132 mbar y una
temperatura de 62°C (Fig. 1).Finalmente, se pasaron por un filtro

de celulosa de 0,22 micras.
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Fig. 1. Proceso de ultrafiltracién y rotoevaporacién de las muestras de
digestato.
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2.3. Caracterizacion del digestato

Las muestras de digestato pre y post concentracién se
caracterizaron mediante una metodologia realizada por el Centro
Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). Esta caracterizacién
permitié identificar la concentracién (g/L) de carbono y nitrégeno
totales presente en las muestras.

El tipo de andlisis desarrollado se divide en dos partes: La primera,
que corresponde al analisis de carbono organico total (COT), elaborado
mediante una metodologia redox y espectrofotometria en un equipo
autoanalizador Skalar, y la segunda, que corresponde al analisis de
nitrégeno total (N-Total), mediante digestién acida y espectrofotometria
en el mismo equipo mencionado anteriormente.

2.4. Cultivo mixotréfico de Chlorella vulgarisy Chlorella sorokiniana

Las condiciones de cultivo mixotréfico fueron agitacién a 180 rpm,
pH 7.5 +/-0.5, fotoperiodo de 24:00 horas e intensidad luminica de 4

umol

m2s

Seguidamente, se realizaron cultivos mixotréficos en Erlenmeyers
con un volumen de trabajo de 100 mL de medio, con suplementacion de
una fuente de carbono organica e inorganica, una fuente de nitrégeno y
medio TAP modificado como se indica en la tabla 1. Para la cepa C.
sorokiniana los tratamientos 1, 2 y 3 propuestos, tuvieron digestato en
dilucién 1:4, 1:2 y 3:4, de forma correspondiente. Por otro lado, para la
cepa C. vulgaris se montaron dos tratamientos, que corresponden al
nimero 2 y 3, considerando las diluciones ya mencionadas. Las
concentraciones planteadas para cada medio se establecieron de
acuerdo con el aporte final de carbono y nitrégeno para todos los
cultivos, 1.50 gy 0.21 g, respectivamente.

Tabla 1.
Composicion del medio de cultivo.
Control Tratamientos

Fuente organica de carbono Glucosa Glucosa, digestato
Fuente inorgéanica de carbono Bicarbonato de sodio
Fuente de nitrégeno Urea

Otros Medio TAP modificado

A continuacién, se muestra el aporte de carbono y nitrégeno por la
suplementacién (glucosa, bicarbonato y urea) y por el digestato diluido.



Tabla 2.

Aporte de carbono y nitréogeno en los medios de cultivo. La
suplementacion incluye el aporte de carbono ofrecido por el dcido acético
glacialy tris base, contenidos en la formulacion del medio TAP modificado.

Suplementacién Digestato
CT (g) NT (g) CT (g) NT (g)
Control 1y 1* 1.50 0.21 0.00 0.00
Tratamiento 1y 1* 1.484 0.208 0.016 0.002
Tratamiento 2 y 2* 1.467 0.206 0.033 0.004
Tratamiento 3y 3* 1.451 0.204 0.049 0.006

CT: Carbono total, NT: Nitrégeno total, *: Réplica.

2.5. Cuantificacién de biomasa de Chlorella sp.

Se tomd un volumen de 4 mL de muestra de cada experimento. De
estos, 2 mL fueron llevados a centrifugaciéon a 4000 rpm y 25°C durante
5 minutos con el fin de separar la biomasa del sobrenadante. Posterior al
proceso de separacion, se leyé absorbancia mediante densidad dptica
(OD) a una longitud de onda de 741 nm [28] utilizando un
espectrofotdmetro Vernier, donde el sobrenadante, que representa el
medio de cultivo, fue utilizado como blanco y los 2 mL restantes del
muestreo corresponden a la muestra leida. Finalmente, se determin6 la
concentracion celular (g biomasa/L) mediante la curva de calibracién
para cada cepa, ecuacion (1) para Chlorella vulgaris y ecuacién (2) para
Chlorella sorokiniana.

Concentracion (%) = 0.8109 * Absorbancia — 0.0301

1
Concentracion (g) = 0.5085 * Absorbancia — 0.0327

L
(2
2.6. Evaluacion de pH

Las mediciones de pH se realizaron en cada uno de los muestreos
establecidos. Para esto, una vez separado el sobrenadante de la biomasa,
se empled un potenciémetro para determinar el pH de cada experimento.
Adicionalmente, con el objetivo de mantener el pH en el rango
establecido (7.5+/- 0.5) se adicion6 acido o base, segin el requerimiento,
utilizando 4cido acético [IM] e hidréxido de sodio [8M],
respectivamente.

2.7. Evaluacién del consumo de las fuentes de carbono orgdnica e
inorgdnica

En primer lugar, para determinar el consumo de la fuente
inorganica de carbono, en este caso bicarbonato de sodio NaHCO;, se
usaron cintas colorimétricas (Marca merckoquant). Cada medicién
consistia en afiadir una gota del sobrenadante sobre la cinta y establecer
la concentracién (g/L) de este en el medio, a partir de la coloracién
arrojada.

En segundo lugar, para determinar el consumo de una las fuentes
organicas de carbono empleadas, en este caso glucosa, se realizaron
pruebas colorimétricas con reactivo DNS. Para esto, se empled la
metodologia descrita por Baskan et al., (2016).

2.8. Validacién de cultivos mixotrdficos empleando digestato diluido

Con la finalidad de ratificar los resultados obtenidos en el numeral
2.4.y de acuerdo con el mayor crecimiento de biomasa logrado en los
tratamientos del mismo numeral, se realizaron ocho montajes nuevos

utilizando las cepas C. vulgaris y C. sorokiniana, y una dilucién de

digestato 3:4 (Fig. 2). Las condiciones de cultivo ya han sido enunciadas
anteriormente.

Fig. 2. Cultivos mixotroéficos de C. vulgaris y C. sorokiniana con digestato
en dilucién 3:4.

2.9. Cultivo mixotréfico de Chlorella sorokiniana para la
evaluacién de diferentes fuentes de carbono

Con el fin de evaluar la influencia de la fuente de carbono organica
utilizada en la formulacion del cultivo, se emple6 la cepa C. sorokiniana
para llevar a cabo ocho montajes con un volumen de medio de 50 mL. En
este caso, se empled glucosa y acetato de sodio, cuya distribucién en los
controles y tratamientos se indica en la tabla 3. Ademas, los tratamientos
contenfan digestato en una dilucién 5:8, proporcién seleccionada de
acuerdo con los resultados anteriores y considerando el volumen
disponible del efluente como una limitacién en el proceso. Las

condiciones de cultivo fueron: agitacién a 180 rpm, pH 7.5+/-0.5,
umol
2

fotoperiodo de 24:00 horas e intensidad luminica de 4 . Finalmente,

mes

las concentraciones propuestas para cada medio se establecieron de
acuerdo con el aporte final de carbono y nitrégeno para todos los
cultivos, 0.45 gy 0.11 g, respectivamente.

Tabla 3.
Fuente de carbono orgdanica en los controles y tratamientos.
Glucosa Acetato de sodio
Controly tratamiento 1 X
Control y tratamiento 2 X

x: Indica que hace parte de su composicién.

A continuacién, se muestran los datos correspondientes al aporte
de carbono y nitrégeno:

Tabla 4.
Aporte de carbono y nitrégeno en los medios de cultivo.

Suplementacién Digestato
CT (g) NT (g) CT (g) NT (g)
Control 1y 1* 0.450 0.110 0.000 0.000
Tratamiento 1y 1* 0.431 0.108 0.019 0.002
Control 2y 2* 0.450 0.110 0.000 0.000
Tratamiento 2 y 2* 0.431 0.108 0.019 0.002

CT: Carbono total, NT: Nitrégeno total, *: Réplica.



3. Resultadosy discusion
3.1. Caracterizacion del digestato
Las concentraciones de carbono organico total y nitrégeno total de

las muestras obtenidas en los procedimientos realizados mediante la
metodologia descrita en el numeral 2.3 se observan en la tabla 5.

Tabla 5.

Concentracion de carbono y nitrégeno total en las muestras de digestato.
#  Descripcion COT (g/L) N-Total (g/L)
1  Digestato liquido - retentato 0.778 0.316
2 Digestato liquido - permeato 0.706 0.091

COT: Carbono orgdnico total, N-Total: Nitrégeno total.

Diferentes operaciones unitarias como la filtracién, la evaporacién,
la centrifugacién, la ultrafiltracion y la precipitacién son
convencionalmente usadas para el pretratamiento de las muestras de
digestato con objeto de remover impurezas y demds sélidos
suspendidos, que puedan afectar el crecimiento de las microalgas [10,
29]. En Arce et al, (2020), se rotoevapor6 este efluente obteniendo
resultados en las concentraciones de carbono y nitrégeno total de 1.42
g/Ly 0.62 g/L, respectivamente. En comparacién con los datos de este
estudio, donde se realiz6 una ultrafiltracién previa a la rotoevaporacion,
se observa que la concentracién de carbono y nitrégeno total presentes
una vez finalizados ambos procesos son menor (Tabla 5), lo que puede
indicar que existe una relacidon entre la composicién y la operacién
usada, especialmente, cuando la ultrafiltracién resulta ventajosa para la
separacién de particulas disueltas en agua con un tamafio de hasta 2 pym
[30]. Con relacién a lo anterior, es posible que este ultimo proceso
estuviera separando carga organica en las dos corrientes de salida
(retentato y permeato), disminuyendo asf la concentracién de carbono y
nitrégeno en la corriente de interés. No obstante, a partir de la
caracterizaciéon realizada, se obtiene una relacion C/N de 2.5,
permitiendo que el digestato pueda suplementar nutritivamente los
cultivos y, asi, alcanzar el valor esperado de la relacién C/N (4-8) para el
crecimiento de las microalgas [14, 15].

3.2.  Cultivo mixotrdfico de C. sorokiniana y C. vulgaris

Se realizaron medios de cultivo para evaluar el crecimiento de C.
vulgarisy C. sorokiniana. Estos medios se realizaron con digestato diluido
(enrelacién 1:4, 1:2 y 3:4) y se suplementaron con glucosa, bicarbonato
de sodio y urea. Se determiné el crecimiento de biomasa mediante la
metodologia anteriormente descrita.
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Fig. 3. (A)Crecimiento microalgal de C. vulgaris en el control junto con
los tratamientos 1y 2. (B)Crecimiento microalgal de C. sorokiniana en el
control junto con los tratamientos 1, 2 y 3. CV: C. vulgaris, CS: C.
sorokiniana.

El crecimiento de C. vulgaris en la fig. 3, permite afirmar que -
durante las 40 horas de cultivo- el tratamiento 3 (digestato diluido 3:4)
present6 la mayor formacién de biomasa, 58.32 miligramos. Ademas,
respecto al crecimiento de C. sorokiniana en medios formulados bajo
mixotrofia, en la fig. 3. se observa que en las primeras 40 horas de cultivo
el crecimiento también fue mayor para el tratamiento 3. Con relacién al
control, primer y segundo tratamiento, se observé muerte celular
temprana. En funcién de este hecho, se decidié extender el tiempo de
cultivo del tercer tratamiento hasta las 136 horas, obteniendo asi 30.84
miligramos de biomasa formada.

Estas mayores formaciones de biomasa observadas en los
tratamientos menos diluidos podrian explicarse como consecuencia de
que la suplementaciéon de los nutrientes por parte del digestato
corresponde en términos de concentraciéon a los de la dilucién ya
establecida [15, 31]. Tanto en Ayre et al, (2017) como en Wang et al.,
(2016), se ha reportado el crecimiento de C. vulgaris en medios donde se
ha empleado el digestato sin dilucién, con el propésito de aprovechar la
composicién nutricional de este de forma completa. Esto, encamina que
deba seleccionarse un dosaje de digestato apropiado para garantizar una
calidad adecuada del suplemento y, asi, reducir los efectos de los factores
limitantes (concentracién de nutrientes, luz, entre otros) sobre el
crecimiento. No obstante, debe considerarse que el uso del digestato sin
dilucién puede incrementar la turbidez del medio y de este modo,
restringir el crecimiento celular.

3.3. Validacion de cultivos mixotréficos

A raiz de los resultados obtenidos en las corridas previas, se realizd
un nuevo disefio experimental, empleando inéculos de C. vulgaris y C.
sorokiniana en un montaje que contenia tratamientos con digestato en
una dilucién 3:4. Los resultados obtenidos en esta etapa experimental se
muestran a continuacion:
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Fig. 4. (A)Cinética de crecimiento microalgal de C. vulgaris. Desviacién
estandar: 11.39. (B)Cinética de crecimiento microalgal de C. sorokiniana.
(A y B) Digestato en dilucion 3:4. CV: C. vulgaris, CS: C. sorokiniana.

De la fig. 4. se observa que el tratamiento de C. vulgaris presenta
crecimiento de biomasa durante el tiempo de cultivo, 22.79 miligramos
(Tabla 6). Para el caso de C. sorokiniana la formacién de biomasa
aumenta de la hora 17 a la 42. Sin embargo, una vez finalizadas las 65
horas de cultivo disminuye la biomasa en el medio. Especificamente, para
este Ultimo caso donde no es posible apreciar el crecimiento de la cepa,
pueden considerarse factores como la turbidez en el medio.
Adicionalmente, se plantea que después de cierto tiempo, la intensidad
luminica suministrada excede los requerimientos necesarios para el
crecimiento microalgal, pues el cambio en la coloracién puede asociarse
a un proceso de fotoinhibicién. Asimismo, es posible afirmar que la cepa
C. sorokiniana una vez transcurridas mas de 40 horas de cultivo pierde
afinidad por el digestato, lo que implica que el proceso de adaptabilidad
no persiste y, por lo tanto, las células entran en un estado de muerte
celular.

De este estudio, es importante resaltar que los controles, que
permitian llevar a cabo el monitoreo del crecimiento en los tratamientos
a partir del digestato, no pueden considerarse representativos, ya que
durante el tiempo de cultivo ambos controles presentan una disminucion
en la biomasa producida, decrecimiento que es mas pronunciado para la
cepa C. sorokiniana. En una investigacion realizada por Li et al. (2014), se
afirma que concentraciones de glucosa por encima de 8 g/L no
contribuyen al crecimiento de las microalgas, y se propone un rango de
trabajo entre 2 y 6 g/L de esta fuente de carbono, incluso los resultados

permiten afirmar que una concentracion de 4 g/L de glucosa genera una
mayor tasa de crecimiento en condiciones mixotréficas al compararse
con un metabolismo heterotrdéfico. Lo anterior, supone que los controles,
que carecen de digestato, hayan proporcionado una intoxicacion de las
microalgas, restringiendo asi su crecimiento.

Por otra parte, debido a que las condiciones de cultivo empleadas
para ambos casos son iguales y el factor diferencial en este recae sobre
la cepa utilizada en cada planteamiento, se evidencia que existe un mejor
proceso de adaptabilidad de la cepa C. vulgaris a medios formulados con
contenido de digestato en dilucion 3:4, lo que permite que haya
crecimiento celular durante el tiempo de cultivo.

Tabla 6.
ABiomasa y velocidad de formacién durante el tiempo de cultivo.
Velocidad de formacion:

Biomasa formada:

Mx final-Mx inicial (mg) dMx/dt (mg/h)
Control CV 0 -
Tratamiento CV 22.79 0.35
Control CS 0 -

Tratamiento CS 0 -

3.4. Cultivo mixotréfico de Chlorella sorokiniana para la evaluacién
de diferentes fuentes de carbono

Se desarrollaron corridas experimentales de la cepa C. sorokiniana
con el fin de evaluar la influencia de diferentes fuentes de carbono
(glucosa y acetato de sodio) sobre su crecimiento. Empleando un
volumen de trabajo de 50 mL, con una dilucién de digestato 5:8 y un
fotoperiodo 24:00. Luego de 143 horas de cultivo los resultados son los
siguientes:
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Fig. 5. (A)Cinética de crecimiento microalgal de C. sorokiniana
empleando glucosa como fuente de carbono organica. (B)Cinética de
crecimiento microalgal de C. sorokiniana empleando acetato de sodio
como fuente de carbono orgdnica. (A y B) Digestato en dilucién 5:8.

En la fig. 5. se evidencia crecimiento de biomasa para los
tratamientos 1y 2, es decir, tanto el tratamiento con glucosa como con
acetato de sodio como fuente de carbono organica proveen la
suplementacién necesaria para el crecimiento microalgal. En los
resultados obtenidos para el tratamiento 1, con glucosa, se obtienen
18.82 miligramos de biomasa (Tabla 7), mientras que para el tratamiento
2, con acetato de sodio, se obtienen 14.73 miligramos de biomasa (Tabla
7). Esto indica que la glucosa en compaiiia del digestato como fuente de
carbono organica, permite una mejor adaptabilidad de la cepa en el
medio, por consiguiente, logra un mayor crecimiento. Una concordancia
similar se afirma en estudios previos donde se ha observado que C.
sorokiniana en cultivos mixotréficos asimila y crece de mejor manera con
glucosa sobre acetato de sodio a bajas intensidades luminicas [18, 25].

Con relacién a estas mismas fuentes de carbono organicas
empleadas en los cultivos, se han reportado valores en la literatura
acerca de la formacién de biomasa; referente a la glucosa, estudios han
obtenido 736 y 762 mg de biomasa de C. sorokiniana a partir de una
concentracién inicial 20 y 10 g/L respectivamente [25]. Por otro lado, al
emplear acetato de sodio, se han obtenido entre 400 y 700 mg de
biomasa partiendo de 1 g/L como concentracioén inicial de la fuente de
carbono organica [34,35]. Es importante hacer la salvedad de que, estas
diferencias observadas entre lo reportado en la literatura y los
resultados de este estudio radicarian en las diferentes condiciones en las
que se desarrollaron todos los cultivos.

Tabla 7.
ABiomasa y velocidad de formacién durante el tiempo de cultivo.

Biomasa formada:

Velocidad de formacion:

Mx final-Mx inicial (mg) dMx/dt (mg/h)
Control 1 0 -
Tratamiento 1 18.82 0.13
Control 2 0 -
Tratamiento 2 14.73 0.10

Adicional a lo anterior, en la fig. 5. para los casos presentados, los
controles no evidencian crecimiento de biomasa. Una hipétesis que ha
sido estudiada afirma que el digestato sirve de barrera en la formulacién
de los medios y confiere asi mayor estabilidad con referencia a las
condiciones, como la luz, por ejemplo, para el crecimiento microalgal.
Ademés, Degrenne et al, (2010) establecen que especificamente el

acetato, en concentraciones por encima de 1 g/L puede inhibir el
crecimiento debido a la intoxicacién de las microalgas, mientras que en
concentraciones mas bajas estimula el crecimiento de estas. Estos dos
fenémenos en conjunto pueden explicar el comportamiento del
tratamiento que contiene acetato de sodio. Por otro lado, un aumento en
la concentracién de glucosa proporciona un cambio en la coloracién del
medio de verde a amarillo [20], coloracién que puede explicarse con una
disminucién en la concentracion de biomasa en el medio. Este suceso se
evidencia de forma visual en los controles propuestos, donde la
coloracién pasa de verde hasta casi cristalino, lo que indica muerte
celular y por consiguiente el cese en la produccion de biomasa.

3.5. Evaluacién de pH

Se separé el medio de la biomasa de cada muestra y se realizé
medicion de pH empleando el sobrenadante. Los resultados obtenidos se
presentan en la tabla 8 para los experimentos del numeral 2.8 y en la
tabla 9 para los experimentos del numeral 2.9.

Tabla 8.
Valor de pH obtenido en cada experimento, numeral 2.8.
Controles y tratamientos

Hm | Control CV Tratamiento CV Control CS Tratamiento CS
0 7.37 7.23 7.38 7.26
17 7.43 7.34 7.42 7.30
42 7.57 7.52 7.50 7.47
65 7.45 7.55 7.46 7.21

Hm: Hora de muestreo.

Los valores de pH presentados en la tabla anterior (Tabla 8)
muestran la adecuacién del cultivo a cambios de pH en el rango
establecido, 7.5+/-0.5. Cabe resaltar que inmediatamente después de
inocular se realiz6 una medicién con cinta de pH, la cual arrojé
resultados indicando que el tratamiento, tanto para C. vulgaris como para
C. sorokiniana, tenian un pH cercano a ocho. Por lo anterior, a estos
experimentos especificamente, se les afladieron 200 pL de &cido acético
glacial permitiendo mejorar los valores hasta alcanzar los presentados
en la tabla.

Tabla 9.
Valor de pH obtenido en cada experimento, numeral 2.9.
Controles y tratamientos

Hm Control 1 Tratamiento 1 Control 2 Tratamiento 2
0 7.43 7.54 7.38 7.51
24 7.54 7.89 7.56 7.88
48 7.62 8.11 7.60 8.25
72 7.76 7.96 7.66 7.91
144 | 7.38 7.53 7.62 7.88

Hm: Hora de muestreo.

En la tabla 9 se muestra la variacién del pH promedio de los
controles y tratamientos durante el tiempo de cultivo. Los registros
llevados a cabo con el fin de mantener el pH en el rango estimado son los
mismos que se han mencionado con anterioridad.

El aumento en el pH observado en el tratamiento 2 (Tabla 9) y el
crecimiento de biomasa en el mismo (Fig. 5. B), permite aseverar que este
crecimiento se da por el consumo del acetato de sodio y/o bicarbonato
de sodio -a pesar de no haberse cuantificado- pues la elevacién del pH en
el medio puede atribuirse al consumo de estas fuentes de carbono
[18,22,23]. De igual forma, se observa un aumento en el pH (Tabla 9)
para el tratamiento uno a medida que se consume la glucosa del medio
(Fig. 6.), hecho que no concuerda con la variacion del pH en el tiempo



cuando hay consumo de glucosa, pues el valor deberfa reducirse a
medida que esto sucede [23]. Sin embargo, el bicarbonato de sodio
empleado en el medio como fuente de carbono inorganica puede
representar la explicacién a este hallazgo. Este componente se ha
propuesto como una fuente alternativa debido a sus ventajas potenciales
en menores costos de suministro de carbono, no obstante, su consumo
provee alta alcalinidad en los medios debido a la generacién de OH-
[32,33]. Este ultimo planteamiento se presenta como una hipdtesis,
debido a la falta de datos en la medicién de esta fuente de carbono.

3.6. Evaluacion de la cinética de consumo de las fuentes de carbono

La cinética de consumo a presentar se estima solo en los casos
donde se trabaja con glucosa como fuente de carbono organica
suplementada. Las mediciones fueron realizadas mediante una reaccién
con DNS, proporcionando los datos de la concentracién de azticares en el
tiempo.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la formacién de
biomasa durante el tiempo de cultivo (Tabla 7) para los ultimos
experimentos realizados, se seleccion6 el tratamiento uno con el fin de
presentar la cinética de crecimiento microalgal a partir del consumo de
la fuente de carbono organica.
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Fig. 6. Cinética de crecimiento microalgal de C. sorokiniana empleando
glucosa como fuente de carbono orgénica y digestato diluido en una
relacién 5:8.

En la fig. 6. se muestra el consumo de la fuente de carbono orgéanica
empleada para el cultivo de C. sorokiniana en el tratamiento uno. La
biomasa formada durante el proceso se reporta en la tabla 7. A partir de
los resultados de esta etapa experimental, se reporta un consumo de
glucosa de 762.67 miligramos durante aproximadamente 144 horas
(Tabla 10), donde entre las 24 y 73 horas se consume casi la totalidad de
la glucosa del medio, mismos tiempos en los que se observa la fase
exponencial. En contraste con lo anterior, no es posible predecir o
brindar informacién acerca del consumo del bicarbonato de sodio y el
digestato, pues dentro del proceso se reconocen las limitaciones al
intentar obtener estos datos.

Tabla 10.
AGlucosa y velocidad de consumo durante el tiempo de cultivo.
Glucosa consumida: Velocidad de consumo:
Ms final-Ms inicial (mg)  dMs/dt (mg/h)
Tratamiento 1 762.67 -5.33

Los valores reportados de biomasa y la velocidad de formacién de
esta (Tabla 7), podrian ser un indicativo de la asimilacién que tiene la
cepa Chlorella sorokiniana hacia las diferentes fuentes de carbono
organica, pues es el factor diferencial en este ultimo disefio de
experimentos. Cabe resaltar que los resultados no son del todo
desiguales y que, al no tener claridad sobre el comportamiento del
acetato de sodio en la formulacién del medio para la formacién de
biomasa, es imposible establecer una cinética de consumo a partir de
esta fuente de carbono.

4. Conclusiones

Las cepas C. vulgaris y C. sorokiniana demostraron un mejor
crecimiento en cultivos mixotréficos donde se emplea digestato como
suplemento nutricional, en una dilucién 3:4. Sin embargo, C. vulgaris
brinda evidencia de una mayor formacion de biomasa en estos mismos
tratamientos, fenémeno que indica una adecuada adaptabilidad por
parte de la cepa en la formulaciéon del medio que contiene el efluente
liquido. De igual manera, se propone el uso de glucosa como fuente de
carbono organica en la complementacién del cultivo, ya que a partir del
estudio realizado es posible afirmar que este compuesto en conjunto con
el digestato provee un mayor rendimiento de biomasa en los medios
propuestos. Ademas, se resalta el uso de este subproducto de la digestion
anaerobia de residuos porcicolas como componente aprovechable en la
preparacién de medios de cultivo de metabolismo mixotréfico,
permitiendo maximizar la formacién de biomasa a escala de laboratorio,
debido a su composicién, combinada con la versatilidad nutricional de
las microalgas, como Chlorella sp.

Por otra parte, para futuras investigaciones se recomienda evaluar
la incidencia de las condiciones de cultivo empleadas para C. sorokiniana
utilizando la cepa C. vulgaris. De igual forma, se propone realizar el
seguimiento del consumo de la fuente de carbono inorganica
seleccionada, para establecer de forma experimental su aporte en la
formacion de biomasa, ya que en este estudio no fue posible. Finalmente,
para las granjas e industrias con actividades porcicolas, se sugiere que
esta exploracién sobre cultivos de microalgas suplementados con
digestato, sea tenida en cuenta como una potencial solucién ante la
problematica generada por este residuo.
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