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Efecto de la glicerina residual en la deposición de 
metabolitos para la chlorella vulgaris utex 1803, 

mediante técnicas de inmovilización

Resumen– El objetivo del presente estudio fue evaluar 
la viabilidad del uso de glicerina como fuente de carbo-
no, usando algas inmovilizadas para la producción de 
metabolitos como carbohidratos, proteínas y lípidos. Se 
encontró, mediante el uso de análisis estadístico, que 
la acumulación de hidratos de carbono se favorece con 
concentraciones de glicerina de 3-5% (v/v) y 0,37 (g/L) 
de nitrógeno. La deposición de lípidos, se favorece con 
una concentración de 3% (v/v) de glicerina y 0,04 (g/L) 
de nitrógeno; Por otro lado, las proteínas se favorecen 
con mayores concentraciones de glicerina (5% v/v), y 
una concentración de nitrógeno similar a la utilizada 
para hidratos de carbono.

Palabras clave– Glicerina, inmovilización, chlorella vul-
garis.

Abstract– The purpose of the present study was to eva-
luate the viability of glycerol as carbon source using 
immobilized algae coupled with a modification on nitro-
gen (NO3 -) and phosphate (PO4) concentration, for the 
production of high valuable compounds (carbohydrates, 
proteins and lipids). The best conditions for carbohydra-
te accumulation were found by statistical analysis and 
they were achieved within a 3-5% (v/v) glycerol and an 
initial concentration of nitrogen source of 0,37 (g/L). 
Lipid deposition was favored with a concentration of 
3% (v/v) glycerol and 0.04 (g/L) nitrogen. On the other 
hand, proteins were favored with higher concentrations 
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1.	 INTRODUCCIÓN

El uso de microalgas en la biotecnología se ha 
incrementado en los últimos años, debido a que 
contienen numerosos compuestos bioactivos que 
pueden aprovecharse para uso comercial. El ta-
maño de las microalgas (< 50 μm) implica serias 
dificultades a la hora de diseñar biorreactores; la 
pérdida de biomasa cuando se trabaja con siste-
mas de flujo continuo y la recolección de la bioma-
sa celular en suspensión, es un proceso costoso 
y a menudo ineficaz. Con el fin de resolver ambos 
problemas, la biotecnología ha recurrido a técni-
cas de inmovilización de los organismos unicelu-
lares fotosintéticos, los cuales se utilizan hoy en 
día en la industria farmacéutica, la acuicultura, la 
alimentación, cosmética [1], procesos de depura-
ción [2], y la producción de biocombustibles, entre 
otros [3].
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Las microalgas tienen una tendencia natu-
ral de adherirse a las superficies y crecer en 
ellas. Esta capacidad también se ha aprove-
chado con el fin de preconcentrar estas sus-
tancias y facilitar así la medición de trazas en 
el medio ambiente [4]. La selección del soporte 
es una de las decisiones cruciales del proceso 
de inmovilización [5]. Los materiales de sopor-
te deben cumplir con los siguientes criterios: 
ser insolubles, no biodegradables, no tóxicos, 
de bajo peso, flexibles, tener alta estabilidad 
mecánica, química y tener un bajo costo [6].

Hoy en día no hay muchas investigaciones 
realizadas sobre inmovilización de microalgas 
dedicadas a la producción de biocombustibles 
[7], la mayoría de los estudios están aplicados 
en el tratamiento de aguas residuales. Zama-
lloa et al. [8], diseñaron un reactor de placas 
paralelas para inmovilizar los nutrientes de las 
aguas residuales domésticas tratadas quími-
camente, donde se eliminó nitrógeno y fósforo 
con una eficiencias del 67% del nitrógeno total 
y 96% de fósforo total. En 2009, Hsieh, et al. 
(2009) construyeron un sistema para cultivar 
Chlorella destinada a la producción de biocom-
bustibles con remoción de nitrógeno y fósforo 
simultánea [9], además de probar diferentes 
materiales como espuma de poliestireno, car-
tón, polietileno de fibra paisaje y esponja vege-
tal. Entre todos estos materiales, el mejor en 
términos de producción de biomasa y ácidos 
grasos fue la espuma de poliestireno [10], ade-
más de facilitar la recuperación de la biomasa.

Según Liang et al. [11], las condiciones que 
promueven la alta productividad y el crecimien-
to rápido son la suficiencia de nutrientes, es 
por esto que se propone un método de inmo-
vilización de biomasa con el fin de evaluar el 
efecto de acumulación de biomasa y metaboli-
tos de valor agregado.

Por otro lado, Domínguez et al [12], propo-
nen el uso del glicerol como suplemento orgá-
nico para el cultivo mixotrófico de la microalga, 
el cual se produce en cantidades significativas 
como subproducto de la transesterificación 
con una demanda comercial muy baja.  Por 
lo tanto, el uso de glicerol constituye una pro-
puesta innovadora y puede contribuir a mitigar 
efectos ambientales y diversificar la oferta en 
la industrial de biodiesel.

2.	 METODOLOGÍA

2. 1	 Método de cultivo

Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue adquiri-
da de la colección de cepas proveniente de la 
Universidad de Texas (Austin, Texas, EE.UU.). 
Inicialmente la cepa se cultivó en medio Bold 
Basal, cada litro de medio de cultivo está com-
puesto por: macronutrientes (moles) NaNO3 
(2,94x10-3), MgSO4.7H2O (3,04X10-4), NaCl (4,28x10-4), 
K2HPO4 (4,31x10-4), KH2PO4 (1,29x10-3), CaCl2.2H2O 
(1,70x10-4) y micronutrientes (g/L) ZnSO4.7H2O 
(3,07x10-5), MnCl2.4H2O (7,28x10-6), MoO3 (4,93x10-6), 
CuSO4.5H2O (6,29x10-6), Co(NO3)2.6H2O (1,68x10-6), 
H3BO3 (1,85x10-4), EDTA (1,71x10-4), KOH (5,53x10-4), 
FeSO4.7H2O (1,79x10-5). Se usaron reactores rec-
tangulares de vidrio con capacidad de 2L, aco-
plando un soporte polimérico con espuma de 
poliuretano. El sistema reactor-polímero fue 
acoplado a un difusor de hule en su parte in-
ferior, para burbujear constantemente aire su-
ministrado desde un compresor; esto con el fin 
de garantizar la homogeneidad de todo el cul-
tivo así como evitar la sedimentación celular.

2. 2	 Diseño experimental 

El polímero con las células ya inmovilizadas es 
ahora el nuevo inóculo y el medio de cultivo se com-
pone de glicerina residual como fuente de carbono, el 
medio Bold Basal con una variación de NaNO3 como 
fuente de nitrógeno y K2HPO4 como fuente de fós-
foro.Para determinar el efecto de la glicerina 
residual en la deposición de metabolitos, se 
planteó un diseño de experimentos factorial 33 
de composición central, tomando como varia-
bles las concentraciones de glicerina, nitróge-
no y fósforo (Tabla I).

Cada experimento fue realizado por triplica-
do con una duración total de 16 días, en los 
que cada 4 días, se tomaron muestras para la 
cuantificación y seguimiento de la producción 
de biomasa, carbohidratos, lípidos, proteínas, 
consumo de glicerina, nitrógeno y fósforo, 
bajo condiciones controladas de temperatura 
23±2°C e iluminación artificial con periodos 
de 12h día/12h noche.
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TABLA I

DISEÑO EXPERIMENTAL, CULTIVO CON MODIFICACIONES EN CONCENTRACIÓN DE GLICERINA, NITRÓGENO Y FÓSFORO

Tratamiento 1 2 3 4 5* 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Glicerina(%v/v) 1 1 5 5 3 1 1 5 5 3 0 6 3 3 3

KH2PO4 
+K2HPO4 (g/L)

0.12 0.38 0.12 0.38 0.25 0.12 0.38 0.12 0.38 0.25 0.25 0.25 0.04 0.46 0.25

NaNO3

 (g/L)
0.12 0.37 0.37 0.12 0.25 0.37 0.12 0.12 0.37 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.04

* El tratamiento 5 es el promedio aritmético de las pruebas 16 y 17. 

Fuente: los autores.

2. 3	 Consumo de glicerina 

Para la cuantificación del consumo de gliceri-
na se filtraron las muestras de medio de cultivo, 
usando membranas PVDF (Di-fluoruro de polivinili-
deno) OlimPeak de 0.22 µm. La técnica empleada 
fue la de cromatografía líquida de alta eficacia con 
una columna Biorad Aminex HPX-87H acoplada a 
un equipo UFLC 20AD (Shimadzu), seguida de un 
detector de índice de refracción RID-10A. El equi-
po operó a una temperatura de 65 °C, con flujo de 
0.6mL/min. La fase móvil empleada fue una so-
lución de ácido sulfúrico 5mM. El tiempo de cada 
análisis fue 30 minutos como factor de seguridad 
para no contaminar posteriores muestras.

2. 4	 Consumo de nitrógeno

El consumo de nitrógeno está representado 
por la cuantificación de Nitrato que se realizó por 
medio del método espectrofotométrico ultraviole-
ta [12], la lectura de la absorbancia a una longitud 
de onda de 220 y 275nm. La corrección de los 
valores obtenidos debido al material orgánico pre-
sente [13], fue realizada mediante (1).

2 1275 220# m m-^ ^h h

2. 5	 Consumo de fósforo 

El consumo de fósforo está representado por 
la cuantificación de fosfato para lo cual se empleó 
el método colorimétrico del ácido Metavanadato 
Molibdato [13]. Se tomó una muestra de 3 mL de 
medio de cultivo, posteriormente se filtró al va-
cío adicionando 1mL de agua destilada y 1mL de 
ácido Metavanadato Molibdato, dejando reaccio-

nar durante 10 minutos; finalmente, se realizó la 
lectura de la absorbancia a una longitud de onda 
de 750nm en un espectrofotómetro (Pharo300 
Merck).

2. 6	 Cuantificación de biomasa 

La cuantificación de la biomasa fue evaluada 
utilizando el parámetro de peso seco, mediante 
toma de alícuotas, a partir de un raspado unifor-
me realizado al polímero. Las muestras se filtra-
ron al vacío y secaron durante 24h en el horno 
a 105 °C para posteriormente transferirlas a un 
desecador por 12h. Finalmente, por diferencia de 
peso del papel filtro se obtuvo las cantidades en 
gramos de biomasa. 

2. 7	 Cuantificación de metabolitos 

Los carbohidratos fueron cuantificados si-
guiendo el método colorimétrico fenol-ácido sul-
fúrico propuesto por Dubois et al. [14]. Las absor-
bancias se realizaron a 480 nm, 485 nm, 487 nm 
y 490 nm, para identificar xilosa, arabinosa, glu-
cosa, galactosa y fructosa, respectivamente.

La extracción de lípidos fue realizada siguien-
do el protocolo propuesto por Chen et al. [15]. Se 
evaluó la absorbancia a 260 nm en un espectrofo-
tómetro (Pharo300, Merck).

El proceso de cuantificación de proteínas inició 
con la extracción de las mismas por medio del mé-
todo de Rausch (1981), empleado por Chen & Vai-
dyanathan [16]. Para el cálculo de la cantidad de 
proteínas totales en la muestra se empleó el mé-
todo de cuantificación de proteínas por reacción 
de Folin [17], empleado por Dorey & Draves [18]. 
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3.	 RESULTADOS 

3. 1	 Producción de carbohidratos 

En la Tabla II se presenta una comparación entre 
los tratamientos con mejores resultados en cuanto a 
producción de carbohidratos, siendo el tratamiento 
3 el que reporta mayor concentración de carbohidra-
tos, al representar el 46% de la biomasa. 

Con el fin de tener un panorama general, en la 
Fig.1 se muestra el comportamiento desde el pri-
mer hasta el último día de experimentación para 
la producción porcentual de carbohidratos, a par-
tir del consumo de la fuente de nitrógeno, fósforo 
y carbono (glicerina) en su mejor tratamiento. Se 
observa entonces una acumulación de los mis-
mos a partir del día 4; cuando se hace presente la 
limitación o consumo de nutrientes como fósforo 
y nitrógeno.

3. 2	 Producción de proteínas 

La mayor concentración de proteínas se obtu-
vo en el tratamiento 9, con un valor de 4.32 g/L 
que corresponde al 20% de la biomasa. Este tra-
tamiento contó con una concentración inicial de 
glicerina 5% v/v y una concentración inicial de ni-
trógeno 0.37 g/L.

De la misma manera fue imperativo ver el 
cambio porcentual en la producción de proteínas 
respecto a la biomasa, a través del consumo de 
nutrientes y sustrato con el paso de los días expe-
rimentales, Fig. 2. Hasta el día 8 existe un aumen-
to de proteínas. En días posteriores se registra un 
descenso de este metabolito debido a la limita-
ción de nutrientes.

3. 3	 Producción de lípidos

En la producción de lípidos no se encontró día 
o tratamiento significativo, pero se evidencia, a 
través del análisis de datos, que hubo una produc-
ción superior de estos durante todos los días del 
tratamiento 15, Tabla III, el cual presentaba una 
concentración baja de nitrógeno 0.04 g/L y una 
concentración media de glicerina 3% v/v.

Para este metabolito la limitación en los nu-
trientes es de suma importancia, por lo que se 
estudió el comportamiento de la producción de 
lípidos a partir del consumo de nitrógeno, fósfo-
ro y glicerina durante el tiempo experimental. Se 
puede observar en la Fig. 3, que la producción de 
lípidos se favorece después del día 12, al encon-
trarse la microalga frente a una limitación de nu-
trientes.

TABLA II

 COMPARACIÓN MEJORES TRATAMIENTOS DÍA 12 PARA CARBOHIDRATOS

Tratamientos Glicerina (%v/v) Fuente de Nitrógeno (g/L) Carbohidratos (g/L) Biomasa (g/L)

1 1 0.12 1.78 ± 0.05 9.81± 0.05

3 5 0.37 5.34 ± 0.05 11.62± 0.05

Fuente: los autores.

Fig. 1. CONSUMO FUENTE DE NITRÓGENO A), FÓSFORO B) Y GLICERINA C) VS PRODUCCIÓN CARBOHIDRATOS [%], TRATAMIENTO 3

Fuente: los autores.
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Fig. 2. CONSUMO FUENTE DE NITRÓGENO A), FÓSFORO B) Y GLICERINA C) VS PRODUCCIÓN PROTEÍNAS [%], TRATAMIENTO 9

Fuente: los autores.

TABLA III

PRODUCCIÓN PORCENTUAL LÍPIDOS RESPECTO A LA PRODUCCIÓN DE BIOMASA (g/L) MEJOR TRATAMIENTO

Tiempo (día) 0 4 8 12 16

Biomasa (g/L) 14.13 ± 0.05 30.03± 0.05 22.73± 0.05 24.07± 0.05 20.23± 0.05

Lípidos % 15 9 11 15 11

Fuente: los autores.

Fig. 3. CONSUMO FUENTE DE NITRÓGENO A), FÓSFORO B) Y GLICERINA C) VS PRODUCCIÓN LÍPIDOS [%], TRATAMIENTO 15O

Fuente: los autores

4.	 ANÁLISIS DE RESULTADOS

La cantidad de carbono fijado para producción 
de carbohidratos, proteínas y lípidos se ve muy 
influenciada por la disponibilidad de nutrientes. 
Es por esto que las microalgas al ser expuestas 
a diversas condiciones permiten modificaciones 
en la producción de biomasa y metabolitos pre-
sentes en su composición celular. Existen dos 
macronutrientes importantes en el crecimiento y 
el metabolismo de las células, que son el nitró-
geno y fósforo, los cuales son parte fundamental 
para la formación de proteínas y ácidos nucleicos, 
además de estar incluidos en la columna verte-
bral del ADN y ARN como moléculas esenciales 

en las células vivas. Se pudo evidenciar que, una 
limitación severa en dichos nutrientes, aumenta 
la acumulación de lípidos y carbohidratos, lo que 
concuerda con Brányiková et al. [19], y Belotti et 
al. [20], confirmando que bajo condiciones de es-
trés, en este caso de limitación de nutrientes, se 
generó un aumento de metabolitos de interés; sin 
embargo, analizando el efecto de la limitación de 
nutrientes en la producción de proteínas, ocurre 
totalmente lo contrario, ya que para que exista un 
aumento de proteínas debe ir acompañado de un 
mayor contenido de nutrientes, confirmando lo re-
portado en la literatura según Shifrin et al. [21].

Respecto a la glicerina crudo, cabe resaltar 
que fue consumido totalmente por la microalga C. 
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vulgaris en todos los tratamientos. De la misma 
manera, se prueba que la inmovilización consti-
tuye una parte fundamental en la adaptación de 
la microalga a este sustrato, además de impedir 
posibles procesos de inhibición [22], facilitando 
adicionalmente la extracción de la biomasa. 

Al realizar una comparación con los resultados 
obtenidos por Estevez et al. [23], este estudio en-
contró una concentración superior respecto a la 
producción de biomasa y lípidos bajo una concen-
tración de 3% de glicerol y cantidades similares de 
nitrógeno. Vale la pena resaltar que el glicerol uti-
lizado en este estudio no tuvo tratamiento previo, 
debido a los costos que el proceso genera. Los re-
sultados obtenidos basados en la concentración 
de biomasa son positivos, teniendo en cuenta que 
la baja concentración de biomasa ha sido obstá-
culo en los cultivos microalgales para que el pro-
ceso sea comercialmente asequible, consideran-
do el costo de recolección y su separación [24], 
lo que demuestra la viabilidad de usar glicerol sin 
tratamiento previo como fuente de carbono.

El alto contenido de lípidos hace atractiva a 
las microalgas para la producción de biocombus-
tibles, según Hu et al. [7]. Sin embargo, es posi-
ble aprovechar los demás metabolitos presentes 
en la biomasa, tal es el caso del uso de estas 
como fuente de proteínas, para la producción de 
alimentos de alto valor nutricional [25], teniendo 
en cuenta que además del consumo de glicerina 

por la microalga durante el tiempo de cultivo, se 
pudo observar una alta producción de los diferen-
tes metabolitos, Tabla IV, aún para el tratamiento 
donde se obtuvieron altos valores de lípidos. Cabe 
resaltar que aunque se obtuvieron producciones 
similares de biomasa en los mejores tratamientos 
y aún en el tratamiento control, existe una notable 
diferencia en la producción de metabolitos, obte-
niéndose una cantidad muy superior en cultivos 
con glicerina en comparación con el cultivo control. 

5.	 CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la 
experimentación se puede decir que la glicerina 
constituye una fuente de carbono potencial para 
la Chlorella vulgaris UTEX 1803, encontrándose 
como concentraciones óptimas un rango entre 3 y 
5% v/v.

Para estimular la acumulación de lípidos y car-
bohidratos debe existir una limitación en las fuen-
tes de nitrógeno y fósforo. Sin embargo, para favo-
recer la acumulación de proteínas se obtuvo que el 
proceso se comporta de forma totalmente opuesta.

La utilización de glicerina como sustrato para el 
cultivo de las microalgas constituye una alternativa 
promisoria, debido a que ayuda a mitigar el impacto 
ambiental del proceso de producción de biodiesel 
asociado con la disponibilidad de glicerina y ofrece 
una diversificación en la industria de los biocom-
bustibles bajo el concepto de biorrefinería.

TABLA IV

RESUMEN MEJORES TRATAMIENTOS PRODUCCIÓN CARBOHIDRATOS, PROTEÍNAS Y LÍPIDOS, PARA EL MEJOR DÍA DE EXPERIMENTACIÓN (DÍA 12)

Tratamiento Biomasa (g/L) Proteínas % Carbohidratos % Lípidos %

T9
5% Glicerina

21 ± 0.05 20 14 0.015
0.37 g/L P – 0.37 g/L N

T15
3% Glicerina

14 ± 0.05 15 29 15.5
0.25 g/L P – 0.04 g/L N

T3
5% Glicerina

12 ± 0.05 22 46 0.025
0.12 g/L P – 0.37 g/L N

Control 
0% Glicerina

25 ± 0.05 3 6 0.011
0.25 g/L P – 0.25 g/L N

Fuente: los autores.
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