Panorama general, retos y oportunidades del uso de insumos agricolas como fuentes
alternativas de nutrientes en el cultivo mixotrofico de Chlorella sp.
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Resumen.

Para que la produccion de biomasa
microalgal sea un proceso econémicamente
viable resulta indispensable generar una
enorme cantidad de esta por unidad de
volumen, por lo que se deben disefiar
medios de cultivo que contengan los
nutrientes necesarios para el Optimo
crecimiento de las microalgas. Sin embargo,
incluir Gnicamente reactivos de grado
analitico en la formulacion de dichos
medios conlleva a la inviabilidad econémica
del proceso. Es aqui donde resulta de gran
importancia la basqueda de fuentes de
nutrientes  alternativas como  posible
estrategia para minimizar el gasto
relacionado a los medios de cultivo. Esta
revision presento el panorama general de la
produccion cientifica sobre el cultivo de
microalgas, seguido de esto, se detallaron
los tipos y estrategias de cultivo mas
utilizados actualmente y los requerimientos
nutricionales de Chlorella sp. Finalmente,
se discutieron los  obsticulos de
escalamiento relacionados con los medios
de cultivo y la oportunidad que representa el
uso de insumos agricolas en la formulacion
de estos. Se encontrd6 que el cultivo
mixotrofico de microalgas presenta tasas de
crecimiento mas altas que los cultivos
autotrofos y heterotrofos debido a la
presencia de compuestos organicos en el
medio. Por otra parte, se determind que el
uso de fertilizantes no representa
disminucion en la productividad de la

biomasa microalgal; por el contrario, se
reporta una produccion de biomasa superior
0 comparable con la obtenida en medios
convencionales lo que los convierte en una
estrategia efectiva para la reduccién de
costos. Sin embargo, se recomienda llevar a
cabo la evaluacion experimental de estos
enfocados a las necesidades especificas de
cada especie, asi como del objetivo
productivo del proceso.

Palabras clave. Chlorella sp., produccién de

biomasa, mixotrofico, insumos agricolas,
retos de escalado.

ABSTRACT

To produce microalgal biomass to be an
economically viable process, it is essential
to generate a huge quantity of it per volume
unit, so culture media must be designed that
contain the necessary nutrients for the
optimal growth of microalgae. However,
including only analytical grade reagents in
the formulation of said media leads to the
economic in feasibility of the process. This
is where the search for alternative nutrient
sources is of great importance as a possible
strategy to minimize the expense related to
culture media. This review presented the
general panorama of the scientific
production on the cultivation of microalgae,
followed by the types and strategies of
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cultivation most currently used and the
nutritional requirements of Chlorella sp.
Finally, the scaling obstacles related to
culture media and the opportunity
represented using agricultural inputs in the
formulation of these were discussed. It was
found that the mixotrophic culture of
microalgae presents higher growth rates
than autotrophic and heterotrophic cultures
due to the presence of organic compounds
in the medium. On the other hand, it was
determined that the use of fertilizers does
not represent a decrease in the productivity
of the microalgal biomass; on the contrary,
a higher or comparable biomass production
is reported with that obtained in
conventional media, which makes them an
effective strategy for cost reduction.
However, it is recommended to carry out the
experimental evaluation of these focused on
the specific needs of each species, as well as
the productive objective of the process.

Keywords. Chlorella sp., biomass production,

mixotrophic, agriculture inputs, scale
challenges.

1. Introduccién.

Debido a su gran potencial tecnoldgico,
innovador y sostenible, las microalgas han
estado en el centro de mdltiples
investigaciones a nivel mundial durante los
ultimos 50 afios. La biomasa de estos
microorganismos fotosintéticos se puede
utilizar como materia prima para la
obtencion de wuna gran variedad de
productos con alto valor agregado a base de
fitoquimicos vitales como carotenoides,
antioxidantes, acidos grasos, vitaminas,
polisacaridos y proteinas. Su creciente
demanda ha resultado en el cultivo masivo
de estas a nivel mundial; solo en Europa se

preve que el mercado de productos a base de
microalgas alcance los $879,59 millones de
dolares en 2028, con una tasa de crecimiento
anual compuesto (CAGR) del 7,8% (The
Insight Partners, 2020a). Por su parte, este
mercado en los EE. UU se evalué en US
$320,87 millones en 2020 y se proyecta que
alcance los US $591,56 millones en 2028
(The Insight Partners, 2020b).

Sin embargo, para obtener rendimientos de
biomasa favorables y altas tasas de
crecimiento celular en las microalgas es
indispensable el suministro de los nutrientes
necesarios en las cantidades adecuadas
(Abalde Alonso et al., 1995; Grobbelaar,
2013). Con ello, la formulacion de un medio
de cultivo que permita suplir las
necesidades nutricionales especificas de la
especie toma una mayor relevancia. Entre
los componentes m&s importantes en los
medios de cultivo encontramos:
macronutrientes como nitrégeno, carbono,
fésforo, magnesio y potasio; elementos
traza 0 micronutrientes necesarios para la
activacion de algunas enzimas como hierro,
manganeso, cobre y cobalto, y algunas
vitaminas como biotina, B12 y tiamina. Sin
embargo, las concentraciones de estos
compuestos y elementos necesarios varian
principalmente dependiendo del objetivo
productivo y de la especie de microalga
trabajada (Richmond,1999).

Ademés de los nutrientes, también es
necesario considerar la estrategia o tipo de
cultivo adecuado segin el objetivo
productivo del proceso. Existen diferentes
estrategias de cultivo y estas varian segun
la(s) fuentes de carbono y energia
suministradas, entre las principales se
encuentran: el cultivo heterotréfico, el cual
requiere de una fuente de carbono organica;
el cultivo autotrofico, que contiene una
fuente de carbono inorganica y luz; y el
cultivo mixotréfico que cuenta con una
fuente de carbono orgéanica, una inorganica



y luz (Manzoni, Montenegro, Martinez,
2021).

Entre los géneros de microalgas mas
estudiados, Chlorella es uno que encierra un
conjunto de alrededor de 30 especies de
algas verdes con una alta tasa de
crecimiento 'y cuyo rendimiento en
componentes  especificos puede  ser
modificado mediante la naturaleza del
medio suministrado. Ademas, posee una
elevada resistencia contra condiciones
adversas de cultivo como limitacion de
nitrogeno y fosforo, alta concentracion de
CO2, exposicion excesiva a la luz, exceso
de hierro en el medio, aumento de
temperatura e invasores; lo que la hace ideal
para la produccién a gran escala (Safi et al.,
2014). Adicionalmente, segun la FDA
(Food and Drug Administration), la
biomasa de este género se clasifica como
“otro suplemento dietético” dentro de la
categoria GRAS (Generally Recognized As
Safe) (Garcia et al., 2017) permitiendo su
uso en productos destinados para el
consumo humano.

En la actualidad se producen cerca de
10.000 TON/afio de Chlorella a nivel
mundial (Garcia et al., 2018) y a partir de
estos procesos se ha estimado que el valor
asociado a la preparacion de los medios
representa entre un 30 - 40% de los costos
totales de operacion (Jad-Allah, 2012).
Dichos costos derivados de la formulacion y
estandarizacion de los medios de cultivo,
sumados a la alta demanda de reactivos
quimicos, sales, vitaminas y demas
nutrientes, son uno de los factores que hacen
que en Colombia la produccion comercial
de biomasa y el desarrollo de escalamientos
de estos procesos se de en menor medida
que en el resto del mundo; por lo que resulta
de gran importancia la busqueda de fuentes
de nutrientes alternativas como posible
estrategia para minimizar el gasto.

Algunos insumos agricolas tales como
fertilizantes, abonos  inorganicos o
minerales contienen incorporados en su

preparacion macro y micronutrientes que
pueden suplir las necesidades nutricionales
de las microalgas durante su crecimiento
(Richmond, 1999). Son compuestos de facil
acceso para la comunidad y presentan
precios menores comparados a los reactivos
quimicos convencionales de grado analitico
usados en estos procesos productivos, todo
lo anterior los convierte en una alternativa
interesante a la hora disminuir los costos
asociados a la formulacion de los medios de
cultivo.

Estos insumos, al ser  mezclas
multicomponentes, disminuyen
significativamente el tiempo de preparacion
de los medios, lo que hace que no solo
reduzcan el costo del medio sino también el
de la mano de obra (Silva, 2016).
Adicionalmente, estos compuestos pueden
ser utilizados en procesos destinados a la
obtencion de suplementos alimenticios o
piensos para animales.

Por todo lo anterior, el presente trabajo
propone realizar un analisis sistematico de
literatura que permita identificar el
panorama, los retos de escalado
relacionados al medio de cultivo, y los
factores nutricionales mas influyentes en la
produccion de biomasa de Chlorella sp. a
escalas piloto e industrial. Asi mismo,
presentar los insumos agricolas como una
alternativa nutricional para la
suplementacion de los medios de cultivo en
la produccion de biomasa de Chlorella sp.

2. Metodologia
Durante la investigacién se establecieron 2
momentos principales, cada uno de ellos
con una metodologia de recopilacion y
andlisis de informacion diferentes. El
primero de ellos se denomind panorama
general y tuvo como objetivo proporcionar
informacidn sobre el proceso investigativo
del cultivo de microalgas tanto en Colombia
como en el mundo, y de esta forma lograr



visualizar el estado real de la ciencia, asi
como el volumen, evolucion y distribucion
geogréfica de la investigacion sobre el
cultivo de microalgas. EI segundo momento
fue la busqueda y analisis de la informacion
sobre las estrategias y tipos de cultivo
usados en la actualidad, los requerimientos
nutricionales de Chlorella y la
caracterizacion y disponibilidad de los
insumos agricolas; esto con el objetivo de
presentar un analisis sobre los retos y
oportunidades que presenta este campo para
Colombia.

2.1 Panorama general: produccién
cientifica sobre el cultivo de
microalgas.

Se recopil6 informacion de las bases de
datos internacionales “Scopus” y “Web of
Science” buscando obtener un punto de
referencia acerca de la literatura disponible
sobre los medios de cultivo para la
produccién de Chlorella. Por ello, se
construyd la ecuacién de busqueda o Query
con los términos: «culture AND media
AND Chlorella AND biomass» presentes
en titulos, resimenes, y palabras claves,
especificamente. Los resultados arrojados
en la basqueda fueron filtrados desde el
2013 al 2021, ya que ambas bases coinciden
con un aumento significativo en la
produccién de literatura cientifica en ese
afno. Por un lado, “Web of Science” pasa de
29 articulos en 2012 a 57 en 2013,
manteniendo un crecimiento exponencial,
donde a medio afio ya lleva 70 articulos
publicados. Por otro lado, “Scopus” muestra
el aumento en la produccién desde 2011
pasando de 19 articulos en 2010 a 39 en el
siguiente afio. Pero dado que en la otra base

no era tan significativo para hacer una
comparacion equitativa se tomd desde el
2013 también con 69 documentos, y la
produccién de documentos se mantuvo
fluctuante, pero aumentd. En conjunto,
siendo informacion actualizada sobre el
trabajo y avances en el area.

Una vez depurada la basqueda se descargo
la informacion para su posterior analisis en
el software R-studio. Este es un lenguaje de
programacion y entorno computacional
dedicado a la estadistica, el cual mediante
calculos de patrones permite desglosar de
forma detallada una serie de variables
como: volumen de produccion y
distribucion espacial de la materia analizada
[R Development Core Team, 2006]. En este
sentido, R a través de su interfaz llamada
Biblioshiny,  permiti6  analizar  dos
indicadores bibliométricos cuantitativos de
la actividad cientifica, el primero de ellos
fue cantidad de publicaciones por afio y el
segundo los paises que mas publican sobre
el tema. Los tipos de articulos y las bases de
datos de donde se extrajo la informacion se
muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Clasificacion de los articulos
analizados en el panorama general.

Scopus Web of Science
Sources (Journals, Books, etc) 268 237

Documents 718 667
Article 667 637
Conference paper 34 ]
Review 12 29
Book chapter 3 ]
Conference review 1 ]
Data paper 1 1

Fuente: realizacion propia con los datos
obtenidos de R.
Adicionalmente, este software permitio
obtener nubes de palabras con los titulos y
resimenes de los articulos analizados,
dichas nubes sirvieron para determinar
algunas de las palabras claves usadas en la



posterior etapa de busqueda de informacion
sobre los tipos de cultivo y los
requerimientos nutricionales especificos de
Chlorella.
2.2. Retos y oportunidades: Busqueda y
analisis de la informacion.
En esta busqueda se usaron numerosas
bases de datos para recopilar la informacion,

algunas de las cuales  fueron:
“ScienceDirect”, “Scopus”, “Pubmed”,
“SpringerLink”,  “Scielo”, “Web of

Science” y “Google Scholar”. También se
determinaron distintas ecuaciones de
busqueda pues no se encontrd una sola que

englobara toda la informacion necesaria. En
dichos Query se tuvieron en cuenta palabras

clave como “Chlorella”, “biomass”,
“microalgae”, “productivity”, “production”,
“culture”, “medium”, “growth”,
“cultivation”; presentes en las nubes de

palabras obtenidas con R anteriormente y
las cuales se muestran en la grafica 1.
También se incluyeron abreviaciones
comunmente empleadas como “C: N”, “sp.”
y “algae”, para reducir la pérdida de
informacion valiosa y tener un mayor
alcance.

Graéfica 1: Nubes de palabras claves
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b) Nube de palabras Web of Science.

Fuente: realizacion propia mediante R.

Posteriormente se realizé la depuracion de
los documentos en dos etapas, en la primera
de ellas solo se tuvo como criterio de
seleccion el afio de publicacion del
documento de 2011 hasta la actualidad.
Buscando tener informacion actualizada y
evaluar los avances y cambios dentro de la
ultima década. En la segunda etapa se
procedié con la lectura de los titulos,
Abstract y palabras claves, aplicando los
criterios de seleccion presentados en la tabla
2.

Tabla 2: Criterios de seleccion etapa 2.

Variable Criterio

Microorganismo Microalgas del género Chibrella:
Tipo de sistema fotobiorrzactorss (abiertos o cerrados)
empleado escala piloto o industrial
Produccion d biomasa Incluye la concentracion de biomasa que
se genera
Formulacion del medio de e es.,tableoeu las omomt.ramones ¥
coltivo nutrientes empleados asi como las

condiciones y tipo de cultivo.

Fuente: realizacion propia
Estos criterios se implementan con el
objetivo de extraer solo la informacion



relevante para el estudio. Es asi como
resulta de vital importancia que los articulos
analizados usaran microalgas del género
Chlorella, fotobiorreactores abiertos o
cerrados y que estuvieran en escala piloto o
industrial, que incluyeran la cantidad de
biomasa producida y la descripcion
detallada del medio empleado con
concentraciones y condiciones de cultivo.
De aqui, tras la depuracién mencionada,
obtuvimos 236 articulos.

Posteriormente se procedi6 con la
organizacion de la informacién, los
articulos seleccionados fueron agrupados
por categorias, lo que permitio ver todo el
universo de busqueda clasificado en
tematicas, facilitando el andlisis de la
informacion en las etapas posteriores, como
se listan a continuacion:

Dificultades en el escalamiento
relacionadas especificamente al medio de
cultivo.

Requerimientos nutricionales de Chlorella
sp.

Tipos, estrategias de cultivo y medios
usados actualmente.

Insumos agricolas como nutrientes para el
crecimiento de biomasa de Chlorella sp.

3. Resultados y discusion
3.1 Panorama general: Produccion
de literatura sobre el cultivo de
microalgas.

A continuacion, se muestran los resultados
del analisis bibliométrico realizado usando
la interfaz de R llamada Biblioshiny. En
términos generales, en la grafica 2 se puede
observar que las publicaciones cientificas
sobre el cultivo de microalgas indexadas en
las bases de datos internacionales “Scopus”
y “Web of Science” presentan una tendencia
creciente, alcanzando un maximo de
publicaciones en el afio 2021 con 105y 120
publicaciones  respectivamente. Esta
tendencia puede verse relacionada con la
creciente inversion en investigacion sobre
energias sostenibles y soluciones de base
bioldgica para probleméticas ambientales y
sociales. Adicionalmente, la
implementacidn de economias con enfoques
circulares en la industria también fomenta el
interés cientifico por microrganismos como
las microalgas, pues son particularmente
expertos en la remediacion de desechos y
también son increiblemente versatiles
minimizando el desperdicio y optimizando

la reutilizacion de recursos.

Gréfica 2: Numero de publicaciones por afio en las bases de datos Scopus y Web of Science.
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Fuente: realizacion propia con los datos obtenidos de R.



Por otra parte, existe un interés creciente en
los consumidores por los alimentos
funcionales y de origen natural lo que ha
beneficiado el mercado de productos como
suplementos proteicos y acidos grasos como
el omega 3 obtenidos a partir de las
microalgas. Aqui destaca el género
Chlorella pues es de los pocos que posee
aprobacién por parte de la FDA para el
consumo humano, lo que ha hecho de este
un mercado en expansion.

Seguido de esto, se analizé cuéles eran los
paises que mas publicaciones habian
realizado sobre el cultivo de microalgas en
un periodo de tiempo especifico de 8 afios,
con el fin de conocer la distribucion
geografica de la investigacion 'y
posteriormente comparar estos paises con
Colombia en términos econdmicos y de
mercado para asi determinar cual es el
aporte cientifico del pais y qué factores
pueden influir en este comportamiento.

Gréfica 3: Country scientific production.

0

Fuente: realizacion propia con los datos obtenidos de R.

La gréfica 3 permite visualizar los paises y
el numero de articulos publicados por cada
uno de ellos, de esta forma se encontr6 que
paises como China, Estados Unidos e India,
los cuales son potencias mundiales a nivel
industrial, presentaron la mayor cantidad de
publicaciones en estas dos bases de datos.
Es posible relacionar este hecho con lo
reportado por The Insight Partners en su
informe “APAC Microalgae-Based
Products Market.” donde mencionan que
China domind el mercado de microalgas en
términos de ingresos valorados en US$
123,03 millones en 2020; y que se espera
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que India sea el pais de mas répido
crecimiento para el afio 2028 con una
CAGR del 9,5%. Por su parte, Estados
Unidos lidera el mercado de productos a
base de microalgas en América del Norte
con una participaciéon de mercado del 79,2
% Yy se espera que continlie su dominio en
2028.

En Ameérica Latina se evidencia una menor
cantidad de publicaciones, siendo uno de los
factores que mas inciden en este
comportamiento la poca inversion en
investigacion y desarrollo en los paises de la
region, la cual solo llega aproximadamente



a 0.54% del PIB, frente al 2% vy casi el 3%
de las economias de altos ingresos (Grupo
Banco Mundial, 2022). Adicionalmente, en
esta region la industria de productos
basados en microalgas ha tenido un menor
desarrollo, de manera que las
investigaciones relacionadas con el cultivo
de microalgas han sido lideradas
principalmente por instituciones
universitarias y centros de investigacion.
Colombia es el tercer pais en Latinoamérica
(después de Brasil y México) con mas
publicaciones sobre el cultivo de microalgas
con un total de 31 articulos registrados en
las bases de datos “Scopus” y “Web of
Science” por encima de paises como
Alemania y Argentina. Si bien el panorama
es prometedor, dichas investigaciones son
en su mayoria a escala de laboratorio y
evidencian la necesidad de nuevas
tecnologias que hagan de este proceso uno
economicamente viable a nivel industrial,
pues hasta el 2018 en Colombia no habia
empresas que se dedicaran a la produccion
y comercializacion de biomasa microalgal
lo que ha hecho que este mercado sea
cubierto  Unicamente  con  producto
importado.

3.2 Sistemas de cultivo para
microalgas.

Dentro de los sistemas de produccion
mediante los cuales se estd realizando
actualmente el cultivo comercial de
microalgas se encuentran:  Entornos
naturales (estanques, lagos o lagunas) y
fotobiorreactores que pueden ser abiertos o
cerrados, la eleccion de uno u otro
dependera del tipo, caracteristicas y valor
del producto final que se quiera desarrollar
y de la disponibilidad de recursos

econdémicos para el proyecto (Avila and
Flérez, 2021). Los sistemas naturales se
caracterizan por ser mas econémicos y de
facil operacién (Hernandez-Pérez, 2014).
Sin embargo, dentro de sus desventajas se
encuentran la baja accesibilidad a luz, la
necesidad de grandes extensiones de terreno
y la exposicion a contaminacion por parte de
organismos  heterotrofos de  rapido
crecimiento.

En cuanto a los fotobiorreactores abiertos
(OPS, Open Pond System) el mas utilizado
para la produccion de microalgas a nivel
comercial es el raceway (Kumar et al.,
2015). Este tipo de sistemas tienen un alto
potencial para la obtencion de diversos
bioproductos a escala comercial ya que
requieren de poca energia y por lo tanto son
econdmicamente viables y faciles de
mantener, sin embargo, al igual que los
entornos naturales dependen de la luz
natural para la iluminacion del cultivo y
presentan dificultades para el control de
condiciones como pH, temperatura y
contaminacion. Dentro de las especies méas
comunes que se cultivan es este tipo de
configuraciones se encuentra Chlorella sp
(Kumar et al., 2015).

Por ultimo, los fotobiorreactores cerrados
(CPBR, Closed Photobioreactors) surgen
con el objetivo de corregir las dificultades
que se presentan en los reactores anteriores,
permitiendo asi el control de parametros
importantes como temperatura e intensidad
luminica, disminuyendo sustancialmente
los problemas presentes en los sistemas
abiertos y aumentando la productividad
volumétrica de biomasa, siendo Chlorella
uno de los géneros que se han cultivado de
esta forma para obtener indculos de alta



densidad. (Enzing et al., 2014). Dentro de
las desventajas que limitan su uso a escala
comercial son los altos costos de operacion
y el requerimiento de intercambio de gases,
pues la acumulacion de oxigeno producido
por las microalgas durante la fotosintesis
puede tener un efecto negativo en el
rendimiento del sistema y por esto es
importante irlo eliminando durante el
proceso.

3.3 Estrategias de cultivo.
Uno de los factores méas importantes para
lograr que la produccién de microalgas a
escala comercial sea econOmica Yy
ambientalmente factible es el desarrollo de
sistemas de cultivos sostenibles y rentables
(Richmond, 2004), lo que se puede lograr a
partir de parametros como el pH, la

temperatura, la intensidad de la luz y la
concentracion de nutrientes (Moreno-
Galvan et al.., 2012) de esta forma resulta
necesario considerar la estrategia o tipo de
cultivo adecuado segun el objetivo
productivo del proceso. Existen diferentes
estrategias de cultivo y estas varian segun
la(s) fuentes de carbono Yy energia
suministradas, como se puede observar en la
grafica 4 entre las principales se encuentran:
el cultivo autotrofo, que contiene una fuente
de carbono inorgénica y luz como fuente de
energia; el cultivo heterotrofo, el cual
implementa al carbono organico como
fuente de carbono y energia; y el cultivo
mixotréfico que cuenta con una fuente de
carbono orgénica, una inorgénica y luz
como fuente de energia (Manzoni,
Montenegro, et al.., 2021).

Gréfica 4: Tipos de cultivo.
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critical review, by Shoener; Schramm, et al... 20109.

En el cultivo mixotréfico las microalgas,
incluido el género Chlorella, son capaces de
combinar los tipos de nutricion descritos
anteriormente, consumen CO; atmosférico
(en presencia de luz a través de la
fotosintesis), asi como moléculas organicas
y  micronutrientes del entorno de
crecimiento (Pérez-Garcia et al., 2011).

Estos cultivos suelen presentar tasas de
crecimiento mas altas que los cultivos
autotrofos debido a la presencia de
compuestos organicos en el medio que
hacen que el crecimiento celular no dependa
Unicamente de la fotosintesis, y que los
heterétrofos al implementar las ventajas de
ambos tipos de nutricion a la vez (Wang et



al., 2014). Por parte de los -cultivos
autétrofos estos se ven limitados en Gltimo
lugar por la asimilacion de nutrientes
inorganicos (C, N, P), por la luz o ambos;
donde su suplementacion con una fuente de
carbono organica deja a disposicion una
fuente adicional de carbono reducido y
energia que combate las pérdidas en la
produccion de biomasa asociadas a la
respiracion y estimula su produccion (Park
etal., 2012).

Se encuentran reportes donde (Cheirsilp et
al., 2016), para Chlorella sp. marina usando
0,2% w/v de glucosa, la concentracion de
biomasa bajo cultivo mixotrofico fue la
mayor, 1,41 g/L, seguido del heterotrofico
con 0,50 g/L, y siendo tres veces superior a
la obtenida en el fotoautotrofico de 0,39 g/L.
Donde el mejor crecimiento se puede deber
al efecto positivo de la glucosa en el
metabolismo fotoautotrofico y/o al efecto de
la luz en la asimilacion de glucosa, ya que
esta debe ser moderada, siendo parte de los
parametros que influyen en el tipo de
cultivo. Un estudio diferente, sobre el efecto
de la mixotrofia en el crecimiento de
microalgas, encontrd que las
productividades de biomasa para C.
sorokiniana mixotréficamente con glucosa
eran 4,2 veces las halladas
fotoautotroficamente (Wan et al., 2011).
Actualmente, el cultivo fotoautotrofo es el
méas comun empleado en la produccion de
biomasa microalgal, producida a nivel
mundial (Chen; 2011). Es el mas comun al
ser la forma primitiva de cultivar microalgas
y gozar de una forma de operacion simple.
Se puede cultivar en sistemas abiertos como
aguas naturales (lagos, lagunas vy
estangues), consiguiendo bajos costos; asi
como la fuente de carbono generalmente es

CO2 que se puede suplementar con el aire
corriente o aireadores sumergidos (Zhan et
al., 2017). Sin embargo, este tipo de cultivo
posee varias desventajas como una baja tasa
de crecimiento y produccion de biomasa, asi
como largos periodos de cultivo ya que la
luz se vuelve un factor limitante en sistemas
con altas densidades celulares. Puesto que la
penetracion de esta es inversamente
proporcional a la turbidez del medio de
cultivo limitando el alcance de la
fotosintesis a las microalgas que estan en el
fondo de los fotobiorreactores necesitando
mayor relacién superficie/volumen
(Richmond, 2004). Ahora bien, el cultivo
heterotréfico presenta ventajas como una
mayor tasa de crecimiento, mayor biomasa
y acumulacion de lipidos, asi como menor
costo de cosecha por la alta densidad
celular, pero representa un mayor costo
debido al valor de las fuentes de carbono
organicas, siendo su principal fuente la
glucosa; asi como la necesidad de medios
estériles y faciles de contaminar, la
produccion de CO2 y sus condiciones de
oscuridad disminuyen la generacion de
pigmentos y fitoquimicos (Zhan et al.,
2017).

En este sentido, el uso e implementacion de
medios de cultivo mixotroficos en
Colombia  resulta  prometedor  pues
aprovecha el hecho de que posee una alta
riqgueza luminica, con fotoperiodos de 12
horas diarias favoreciendo la fotosintesis en
el dia y al mismo tiempo reduce la foto-
limitacion usando fuentes organicas de
carbono. Como la microalga asimilaria
sustratos organicos el crecimiento celular no
dependeria estrictamente de la fotosintesis,
consiguiendo una segunda fuente de energia
que haria que se redujera la luz a
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intensidades bajas y moderadas, siendo no
limitante para el crecimiento, y dando un
factor estimulante para la formacion de
biomasa (Dragone, 2022).

3.4 Requerimientos nutricionales
para generacion de biomasa de
Chlorella.

La biomasa microalgal posee un bajo
contenido de celulosa a diferencia de los
cultivos terrestres como las plantas, en
cambio, maneja una cantidad de nutrientes
tres veces superior (Markou et al., 2014),
dando una mayor demanda de estos.
Aunque la absorcion de nutrientes se puede
ver afectada por los factores ambientales,
como pH, temperatura, intensidad de luz,
turbidez, entre otros (Molinuevo-Salces et
al., 2019). Ademés, dependiendo de las
condiciones de cultivo, la composicion de
nutrientes de las microalgas o Chlorella
puede variar significativamente (Bazarnova
et al.,, 2022). Asi pues, generalmente la
biomasa de Chlorella contiene cantidades
de proteina superiores al 60%, peso seco,
polisacéridos entre 10-15%, lipidos entre
12-15%, é&cidos grasos insaturados,
carotenoides, como también, algunos
inmunoestimulantes, vitaminas y minerales,
en menor proporcion (Masojidek &
Torzillo, 2008).

En los requerimientos nutricionales para la
formacion de biomasa de Chlorella sp. hay
una relacion principal de los tres
componentes mayoritarios de la microalga,
Carbono, Nitrégeno y Fdsforo. Sin
embargo, la informacion de los demas
elementos que la componen es limitada y
muy general para todas las microalgas.

3.4.1 Carbono, Nitrégeno y

Fosforo.

La relacion base para el crecimiento 6ptimo
de las microalgas de C:N:P es de rango
aproximado 50:8:1 (Woertz et al., 2009).
Esta relacion entre C:N:P afecta la
morfologia de Chlorella sp. (Rendon-
Castrillon et al., 2020), ya que cambia la
incorporacion de los nutrientes segun la
suplementacion de los elementos. Ademas,
bajo la estrategia de cultivo mixotrofico, la
iluminacion, las fuentes de carbono,
nitrogeno y fosforo tienen wuna alta
influencia en la biosintesis de microalgas y
lipidos; sobre todo los tipos vy
concentraciones de fuentes de carbono, ya
que deben optimizarse para lograr mejores
productividades (Liu et al., 2021).

El carbono es el principal elemento de las
microalgas, puesto que esta presente en
todos los compuestos organicos, Yy
representa aproximadamente entre el 17,5 al
65% del peso seco de la biomasa, segun la
especie y las condiciones de cultivo
(Markou et al., 2014).

En primer lugar, la suplementacion de
carbono inorgéanico para microalgas se da
principalmente en forma de CO>, ya que al
ser organismos fotosintéticos lo asimilan de
forma natural, pero se puede asimilar de
carbonatos solubles como Na>COsz o el
NaHCOs3 (Céspedes, 2019). Sin embargo, la
suplementacion de CO2 se debe procurar
realizar en bajos porcentajes; por ejemplo,
para C. pyrenoidosa la mayor tasa de
biofijacion y concentracion de biomasa se
obtuvo al 10% v/v de CO, de 0,260g/Ldia
y 1,55¢/L, respectivamente, y disminuye a
0,054g/Ldiay 0,69¢/L a concentraciones de
50% v/v CO; (Tang et al., 2011). Tambien,
en un estudio de crecimiento autétrofo de C.
vulgaris se encontr6 que la alta
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concentracion de DIC*  favorece
significativamente la tasa de crecimiento, y
que se puede emplear NaHCOsz como
tampon alternativo al COg,
aproximadamente 2,8g/L dan 400mg/L de
DIC (comparables a una concentracion
méaxima lograda con CO; puro) a 1 atm; este
se usa como ion (HCOz), pero la alta
concentracion de iones sodio puede inhibir
su crecimiento, sugiriendo no pasar de
60mM Na, o 5000mg NaHCOs3 (Kim et al.,
2014). Cabe resaltar que se esta estudiando
la relacion entre la optimizacion de la
intensidad de la luz para promover la
asimilacion de la fuente de carbono
organico, facilitando la produccion de
biomasa (Gao et al., 2022).

En segundo lugar, el carbono orgénico se
puede suplementar a las especies de
Chlorella en sustratos como: glucosa,
acetato de sodio (Josephine et al., 2015),
glicerol crudo (Chakravarty & Mallick,
2022), sucrosa (Wang et al., 2018), etc.
Estos presentan distintas asimilaciones
segun la especie, por ejemplo, para el caso
de C. pyrenoidosa los monosacaridos
(glucosa, galactosa, fructosa) son fuentes de
carbono estimulantes para su crecimiento,
en comparacion con los disacéridos
(sacarosa, maltosa, lactosa) y el almidon
(Zhang et al, 2014). Asi, muchos
compuestos organicos se han evaluado para
la produccion de biomasa microalgal, como
los que se encuentran en la tabla 3:

Tabla 3: Contenido de biomasa, productividad de biomasa, compuestos organicos usados bajo
crecimiento mixotrofico? en especies seleccionadas de Chlorella.

Cepa de Fuente de Biomasa Tasa de Tasa de
b carbono Cantidad biomasa crecimiento Ref.
Chlorella L [o/L] . - L1
organico [0/L dia] especifico [dia™]
Glucosa 10g/L 2,11+0,07 035+001  1,09+0,06 (Kozngle;)a"’
Chlorell .
orella 20g/L 2244006 037+004 1124017  (Kongetal,
vulgaris 2013)
Melaza de b (Rajivgandhi et
azlcar 10g/L 0.756 i al., 2022)
Glicerol 1%whN  267+03 - oo1+01  (Sforzacetal,
Chlorella cero ° of =5 IEED 2012)
protothecoides (Sforza et al.,
Acetato - 3,29 - 1,45 2012)
(Lietal.,
Chlorella Glucosa 10 g/L 5,08 - 3,29 2014)
sorokiniana (Lietal.,
20 g/L 491 - 3,25 2014)
(Rai et al.,
Chlorella Acetato 10 g/L 0,87 0,121 - 2013)
pyrenoidosa . 0 i i (Rai et al.,
Glicerol 0,5% viv 0,42 2013)

# La fuente de carbono inorganica para todos fue CO,
® No se detecté o mencioné

4 Carbono Inorgénico Disuelto
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Como se puede observar en la tabla 3, la
concentracion optima del sustrato orgénico
depende de la cepa de Chlorella a emplear,
ya que no presentan la misma asimilacion.
Lo encontrado para Chlorella sorokiniana
con la fuente de carbono de glucosa denota
que trabaja mejor a concentraciones
alrededor de 10g/L, y se puede dar una
posible inhibicion por sustrato a mayores
cantidades. Por otro lado, segun el estudio
de la melaza sobre C. vulgaris, esta ayudd a
incrementar el contenido de lipidos a un
77% (Rajivgandhi et al., 2022). Si bien es
un resultado favorable, muestra que algunas
fuentes pueden incentivar la produccion de
metabolitos, teniendo que considerarse
cuando el enfoque es producir biomasa.

El nitrogeno es el segundo elemento méas
abundante en la biomasa microalgal, con
rangos entre 1% al 14%, de peso seco
(Markou et al., 2014). Las microalgas lo
asimilan mayoritariamente en amonio
(NH4+), nitrato (NO3-) y urea, asi como
extracto de levadura, peptonas, aminoacidos
y purinas (Perez-Garcia et al., 2011). Su
suministro es necesario para el crecimiento
de las células de microalgas, sin este,
después de un crecimiento celular
avanzado, el consumo del carbono pasa a
formacion de lipidos en vez de proteinas
(Moreno-Garcia et al., 2017). Este posee
una estrecha relacion con el P, se refleja, por
ejemplo, en un estudio mixotrofico para C.
vulgaris, donde se hallo6 que se requieren
niveles controlados de N-P para poder
simular mejor las caracteristicas del entorno
hibrido real de las microalgas; asi como se

5 K2H PO4, tripolifosfato de sodio, glucosa-6-fosfato, glicerofosfato de B-

sodio, trifosfato de adenosina

obtuvo que la mayor conversién de N y P
fue en los niveles més bajos de 1-2mg N/L
y 0,1-04mg P/L, indicando que es
suficiente para la absorcion efectiva de
nutrientes (Huang et al., 2021).

Por dltimo, el fdosforo es el tercer
componente mayoritario de la biomasa
microalgal, y se presenta en desde 0,05% a
valores arriba de 3,3% (Markou et al.,
2014). En la formacién de la biomasa juega
un papel decisivo, pues pertenece a los
acidos nucleicos y los fosfolipidos, asi como
hace parte de los metabolismos de la célula
0 sus procesos bioquimicos (Bougaran et
al., 2010). Para Chlorella pyrenoidosa el
consumo de cinco formas de fosforo (Pi,
STPP, G-6P, B-glicerol-P y ATP)® le era
adecuado para crecer mixotréficamente, se
asimilaban bien; presentaba preferencia por
Pi, pues lo absorbe directamente, en cambio
los monofosfatos (G-6P y B-glicerol-P)
promovian la acumulacion de
carbohidratos, proteinas y clorofila-a (Miao
et al., 2022). Si bien no es representativo de
toda la especie, sienta bases para la
evaluacion de distintas posibles formas
asimilables de fosforo.

3.4.2 Elementos traza.

El resto de los micronutrientes que
requieren las cepas de Chlorella para la
formacion de biomasa varian dependiendo
de las mismas. Para el 2010 los miembros
del género Chlorella pertenecian a las
Chlorellaceae, pero se dividio en dos clados
distintos, el clado Parachlorella y el clado
Chlorella, que ayudo a identificar una alta
diversidad filogenética y morfologica
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combinada (Bock et al., 2011). Mostrandose
asi una polifilia que caracteriza a las cepas
del género, y que requiere mayor
investigacion. Con esto, se pretende recalcar
que la informacién sobre la composicion

especifica de los macronutrientes y
micronutrientes de estas se encuentra muy
limitada, siendo mayoritariamente
encontrada para C. vulgaris como se ve en

la tabla 4:

Tabla 4: Contenido de la biomasa de cepas seleccionadas del género Chlorella.

Cepade Cont.enldo de la Cantidades Ref.
Chlorella biomasa

Chlorella Proteinas 45,23 mg/50g

vulgaris Lipidos totales 18,12 mg/50g
Carbohidratos 23,43 mg/50g
Calcio (Ca) 16,52 mg/50g
Zinc (Zn) 2,72 mg/50g (A;?.gazv(\)/grll))/ et
Magnesio (Mg) 18,65 mg/50g ’
Manganeso (Mn) 5,66 mg/50g
Cobre (Cu) 0,93 mg/50¢g
Hierro (Fe) 15,94 mg/50g
Na 1,35 ¢/100g
K 0,05 —2,15 g/100g
Ca 0,59 — 0,27 g/100g
Mg 0,34 — 0,44 g/100g
P 1,76 — 0,96 g/100g
Cr trf g/100g (Safi etal.,
Cu tr— 0,19 g/100g 2014)
Zn tr— 0,55 g/100g
Mn tr — 0,40 g/100g
Se tr g/100g
| 0,13 g/100g
Fe 0,26 — 0,68 g/100g

Chlorella Proteina cruda 51,20%

protothecoides Lipidos 14,30%
Carbohidratos 10,30% (Pengetal.,
Cenizas 7,47% 2000)
Humedad 10,90%
Otros 5,74%

Chlorella Proteina 47,8 £ 2 %(w/w)

sorokiniana Fibra 0,35 £ 0,04 %(w/w)
Lipidos 19,93 £ 1 %(w/w) (Kumar et al.,
Minerales/Cenizas 7,3 £ 0,2 %(w/w) 2014)
Humedad 6,54 £ 0,4 %(w/w)
Carbohidratos 18,08 + 3,64 % (w/w)
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Como se visualiza en la Tabla 4, se
seleccionaron 3 especies como base
comparativa de la composicion quimica y
mineral de la biomasa en el género. En la
busqueda se identifico mayor detalle sobre
el contenido de C. vulgaris.
Contrariamente, las proporciones de otras
especies no se encuentran especificadas con
regularidad. Siendo asi un campo que
necesita mas investigacion y que puede
proporcionar informacion clave a la hora de
producir biomasa de estas cepas, ya que son
elementos vitales para su crecimiento
(Moronta et al., 2006). De cualquier forma,
no es comun que se dé un enfoque a su
requerimiento, mas alld de lo que pueden
componer de los carbohidratos, lipidos,
proteinas o fibra de la microalga. Tomando
como base lo encontrado en la tabla 4, se
puede sugerir que los elementos traza méas
comunmente requeridos son Na, K, Ca, Mg,
Mn, Cr, Cu, Zn, I, Fe.

Para el trabajo con una u otra especie se
podria sugerir hacer un andlisis mas
detallado y préctico de los componentes
mediante mediciones sobre la composicion
quimica y mineral de la biomasa, cuando se
busca producir biomasa. Se considera es
informacién que puede ayudar a entender
los requerimientos nutricionales del género,
entendiendo que no es tan factible de
realizar siempre caracterizaciones de los
elementos o componentes de la biomasa
especificos, y que no es un obstaculo para
producir su biomasa. Asi, la alternativa seria
relacionar, como se viene realizando a lo
largo del documento, los elementos de los
que se tiene la informacion, junto a las
necesidades metabdlicas conocidas de cada
cepa. Pues estas muestran qué minerales o
elementos se emplean en los procesos base

del  microorganismo, generacion  de
proteinas, construccion de la pared celular,
transporte de elementos, entre otros.
3.5 Retos de escalado

El escalamiento a volimenes mayores de
los procesos de produccion de biomasa
microalgal implican una alta demanda de
reactivos de Optimo grado analitico y un
consumo considerable de hombre-tiempo
para la preparacion de los medios nutritivos,
los cuales son costosos si se tienen que
adquirir en grandes cantidades, lo que eleva
los costos de produccion de los cultivos de
las microalgas (Molina et al.,, 2003;
Simental y Sanchez, 2003; Borowizka,
2013). Si bien el cultivo mixotrofico ofrece
varios beneficios sobre los cultivos
convencionales autétrofos y heterotrofos,
aun se deben superar algunos desafios como
la disponibilidad de fuentes de carbono
econdmicas y sostenibles, y el control de la
contaminacion.

La utilizacion de carbono organico en el
medio, a pesar de ser una manera eficaz de
aumentar el crecimiento de microalgas,
puede aumentar significativamente el costo
de cultivo, y es la razén por la cual este tipo
de cultivo puede ser féacilmente
contaminado por otros microorganismos
como bacterias que se alimentan de fuentes
organicas (Chojnacka y Noworyta, 2004;
Mitra et al., 2012). Se estima que el costo de
esta fuente de carbono es aproximadamente
el 80% del costo total del medio de cultivo
(Abreu et al., 2012), requiriendo el estudio
e implementacion de opciones mas
econdémicas. Algunas de las alternativas
para reducir el costo del sustrato organico
que se han planteado incluyen combinar el
tratamiento de aguas residuales con el
cultivo de  microalgas  (Ogbonna,
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Moheimani, 2015). Sin embargo, una de las
principales limitaciones que expone es que
reduce el rango de aplicaciones de la
biomasa generada, pues esta podria estar
contaminada por los compuestos presentes
en las aguas residuales y solo podria usarse
para la produccion de biocombustibles en
lugar de aplicaciones para alimentos o
piensos o farmacos.

Como alternativa a lo anterior se ha
planteado el uso de fuentes como el glicerol,
acetato e hidrolizados lignocelulésicos
desintoxicados (Miazek, Remacle, et al..,
2014). Estos ultimos deben explorarse mas
a fondo pues solo algunas cepas de
Chlorella han sido reportadas como capaces
de metabolizar eficientemente la xilosa
(Miazek, Remacle, et al, 2014). Ademas, se
ha reportado que la suplementacion
continua de acetato en pequefias cantidades
puede reducir la  posibilidad de
contaminacion en cultivos de Chlorella
(Liu, Chen, et al.. 2014).

En cuanto a los demas componentes de los
medios se ha encontrado que agregar un
exceso de metales traza y aniones puede
provocar la precipitacion de algunos
componentes y que se produzcan pérdidas
significativas de constituyentes minerales
cuando se utilizan compuestos
qguimicamente puros (Sullivan, Dean, et al..,
2017). Por esta razon se recomienda
optimizar el medio para suprimir la
precipitacion eliminando el exceso de iones
divalentes como Ca 2*, SO4 2~ y PO4 >~ de
esta forma se reducen las perdidas de
componentes criticos por precipitacion,
incluidos K, Mg, Mn, Fe y Co (Sullivan,
Dean, et al.., 2017) y por ende se reducen
los costos asociados a la suplementacion de
estos.

Continuando con los costos asociados a los
medios de cultivo, se encontré que muchas
de las alternativas existentes para la
reduccion de estos se  enfocan
principalmente en el aporte de carbono y
nitrogeno (Ogbonna, Moheimani, 2015).
Sin embargo, poco se habla de componentes
como el fosforo, potasio, cobre, azufre,
hierro y zinc, los cuales también representan
gastos que pueden disminuirse mediante el
uso de fuentes de nutrientes no
convencionales, economicas y de facil
acceso.

3.6 Insumos agricolas.

Los insumos agricolas tales como
fertilizantes, abonos  inorganicos o
bioestimulantes contienen incorporados en
su preparacion macro y micronutrientes
como nitrégeno, fosforo, potasio, cobre,
azufre, hierro y zinc; esto sumado a factores
como su bajo precio y facil acceso, los
convierte en una alternativa interesante a la
hora de formular medios de cultivo de
menor costo que no pongan en riesgo ni la
productividad ni la concentracion de los
componentes bioquimicos de la biomasa
microalgal.

Estos insumos pueden presentarse en forma
liquida como soluciones concentradas o en
forma granulada (Bilski, 2020), y en ambas
presentaciones disminuyen el tiempo de
preparacion de los medios, pues al ser
mezclas multicomponentes  todos los
reactivos, o la mayoria de estos, estan
incorporados en su férmula quimica, lo que
hace que no solo reduzcan el costo de los
reactivos sino también el de la mano de obra
(Silva, 2016). Adicionalmente, dichos
compuestos no reducen el rango de las
aplicaciones de la biomasa producida, por lo
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cual pueden ser utilizados en procesos
destinados a la obtencién de suplementos
alimenticios o piensos, farmacos, o0
productos de consumo humano o animal.

Si bien los insumos agricolas abarcan
semillas, vacunas, herramientas de manejo
del cultivo, pesticidas, bioestimulantes o
fertilizantes, es este Ultimo, por sus distintas
composiciones  con  disposicion  de
nutrientes, los que se reportan como fuentes
alternativas para suplementar la produccion
de microalgas. Estos compuestos pueden ser
de origen organico, obtenidos a partir de
residuos animales y vegetales; o sintéticos,
provenientes principalmente de la industria
minera y petroquimica (Rodrigues, Ozorio
et al.., 2015). Ademas, los sintéticos poseen
en su composicion quimica nitrégeno total
(N), éxido de fdsforo (P20s), y éxido de
potasio (K207) principalmente, entre otros
elementos.

Diversos estudios han demostrado la
eficiencia de los fertilizantes como medios
nutritivos en cultivos microalgales cuyos

resultados, en términos de productividad de
la biomasa, son mayores o equivalentes con
respecto a los medios nutritivos preparados
a partir de reactivos  quimicos
convencionales como el BG11 y F/2 (Ortiz
etal., 2011; Jad-Allah, 2012). Sin embargo,
en la contabilidad total, se debe cuantificar
no solamente el costo de los reactivos, sino
también la productividad de la biomasa y
concentraciones de fitoquimicos como
clorofila, proteinas y carbohidratos segun
sea el objetivo productivo del proceso
(Silva, 2016). Por lo tanto, se debe asegurar
que el fertilizante usado contenga la
combinacion adecuada de compuestos
segun las necesidades especificas del
proceso y de la especie de Chlorella
involucrada. En la tabla 6 se listan algunos
medios de cultivo, tanto convencionales
como con fertilizantes, se describe su
composicién y los rendimientos de biomasa
obtenidos.
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Tabla 6: Rendimientos de biomasa reportados en medios convencionales y medios con
fertilizantes.

Medio Composicion Biomasa Referencia
Nitrégeno total: 20%
(6% nitrico, 8,8% urea, 5,2% amonio)
MgS04 7H20 = 0,27 g/L
P205 =200 g/L
MgO =1g/L
K20 =200 g/L 1,63 X1076 Cells/mL
B=059g/L
Cu=0,100/L
Fe=2g/L
Mn=1g/L
Zn=0,10g/L

NPK 20-20-20
Fertilizante

(Silva,
2016)

Nitrégeno total: 22%
(8,4% nitrico, 3,6% urea, 10% amonio)

P205 =100 g/L

MgO =20 g/L

K20 =70 g/L 1,12 X1076 Cells/mL
B=0,1g/L

Cu=0,10g/L
Fe=16g/L
Mn=0,6 g/L

Zn=0,10 g/L

NPK 22-10-7
Fertilizante

(Silva,
2016)

Nitrgeno total: 9%
MgS04 7H20 = 0,27 g/L
K2HPO4 = 0,42 g/L
KNO3=1,71 g/L
H3BO3=2,86 g/L 1,83 X10”6 Cells/mL
CuS04 5H20 = 0,08 g/L
FeSO4 7TH20 = 24,9 g/L
MnSO4 4H20 = 1,81 g/L
ZnS0O4 7TH20 =0,22 g/L
Na EDTA =29,75 g/L

Kolwitz (K3)
Convencional

(Silva,
2016)

N (as NaNO3) = 12.353 mg/L
P (as NaH2P4.H20) = 1.125 mg/L.
Fe = 0.6538 mg/L

Zn=0.004481 mg/L
Guillard’s F/2 Mn = 0.04940 mg/L (Jad-Allah,
Convencional Mn = 0.002485 mg/L 2526 X106 Cells/mL % "1y

Co = 0.002972 mg/L

Cu = 0.002547 mg/L

Thiamine = 0.1000 mg/L
HCL = 0.0005 mg/L
Biotin = 0.0005 mg/L

(NH4)2S04 = 150 mg/L
Urea =7,5 mg/L
Calcium Superphosphate = 25 mg/L
Iron=1.1%
A Manganese = 1.5% (Jad-Allah,
Fertilizante Copper = 0.5% 69 £ 8.6 X107 Cells/mL K. 2012)
Molybdenum = 0.01%

Boron =0.3%

Cobalt=0.17%
Zinc=11%

Sulfur =5.3 %



(NH4)2S04 = 100 mg/L
Urea =5 mg/L
Calcium Superphosphate = 15 mg/L
Iron=1.1%
B Manganese = 1.5% (Jad-Allah,
Fertilizante Copper = 0.5% 46 £ 1.4 X10% Cells/mL K. 2012)
Molybdenum = 0.01%
Boron = 0.3%
Cobalt=0.17%
Zinc=11%
Sulfur =5.3 %

(NH4)2S04 =300 mg/L
Calcium Superphosphate = 50 mg/L
Iron=1.1%
Manganese = 1.5%
o mI?Z ante Copper = 0.5% 36 % 7.7 X106 Cells/mL (Jz_d'z'g'l';)h'
Molybdenum = 0.01%
Boron = 0.3%
Cobalt =0.17%
Zinc=11%
Sulfur =5.3 %
N:P:K 16:20:20 = 13 mg/L
Iron=1.1%
Manganese = 1.5%
Copper = 0.5%
D Molybdenum = 0.01% 4+1.9 X107 Cells/mL  C2d-Allah,
Fertilizante K. 2012)
Boron = 0.3%
Cobalt=0.17%
Zinc=11%
Sulfur =5.3 %

Urea = 13 mg/L
N:P:K 14:14:14 = 30 mg/L
Iron=1.1%
Manganese = 1.5%
o ml'izzame Copper = 0.5% 10 + 3.0 X106 Cells/mL (Jz_d'z'g'l's)h'
Molybdenum = 0.01%
Boron = 0.3%
Cobalt=0.17%
Zinc=11%
Sulfur =5.3 %
Nitrégeno total = 17%
Fésforo asimilable = 6%
" . Potasio soluble en agua = 18% .
leedr;‘)ilg';:t':a' Magnesio = 2% 86,5 X 10°7 Cells/mL a(l?rtZIé’lit)
Azufre total = 1,6% ’
Boro =0,2%
Zinc =0,1%
Para 500 mL:
H3BO3 = 2,28¢
ZnS04.7H20 = 4,409
Suoeka MnCI2.4H20= 1,029 (Ortiz, et
Convencional FeSO4.7H20 = 1g 89X 1077 Cells/ml 011
CoCl2.6H20 = 0,329
CuS04.5H20; = 0,329
(NH4)M0024.4H20 = 0,229

Fuente: Elaboracion propia.




Lo anterior permite afirmar que el uso de
medios nutritivos basados en fertilizantes
agricolas no presenta un detrimento en la
productividad de la biomasa microalgal; por
el contrario, multiples investigaciones
reportan una produccion de biomasa
superior o comparable con la obtenida en
medios convencionales. Tal es el caso de lo
reportado por Silva 2016, donde el
crecimiento en medios suplementados con
fertilizantes fue comparable con los medios
convencionales 'y adicionalmente la
concentracion de clorofila en el cultivo con

la combinacién del fertilizante NPK 20-20-
20 y sulfato de magnesio, resultd ser el
tratamiento con la mayor concentracion de
clorofila total (mg/I).

Como se ha mencionado anteriormente, una
consideracion determinante para evaluar el
desempefio de un medio nutritivo con
fuentes diferentes a las convencionales es
asegurar la posibilidad de obtener
crecimiento y productividad celular alta de
manera mas econdmica. Estos aspectos
fueron evaluados por Silva 2016 y se
observan en la tabla 7.

Tabla 7. Relacién, produccién y costos de procesos con medio convencional y fertilizantes.

Produccion Costo para
Medio  Relacion [%] * " producir 1kg de
J biomasa [$]
Kolwitz _(K3) 100 50000 728
Convencional
NPK 20-20-20
Fertilizante 0 54000 4,01
NPK 22-10-7
Fertilizante 67 40000 1,16

Tomado de: Silva-Benavides, A. M. (2016). Evaluacion de fertilizantes agricolas en la productividad de

la microalga Chlorella sorokiniana.

Lo anterior evidencia que es posible obtener
un ahorro de hasta un 84% con el fertilizante
NPK 22:10:7 y de hasta un 45% con el
fertilizante NPK 20-20-20 si se compara
con el precio del medio convencional K3.
Por otra parte, la productividad reportada
para el medio convencional es la més alta;
sin embargo, no se encuentra muy lejos de
la alcanzada por el medio con fertilizante
NPK 20:20:20 el cual representd un 90%.

Como se ha mencionado, el escalado a nivel
comercial o industrial de la produccién de
microalgas se ve obstaculizado por

diferentes pardmetros como las condiciones
de cultivo, pH, iluminacion, posibilidad de
contaminaciones, costos, volimenes, etc.
En el estudio de (Lam & Lee, 2012) se
evallan estos factores usando el fertilizante
organico o compost Baja Serbajadi Humus
27 con Chlorella wvulgaris. Llegando a
concluir que para un buen crecimiento se
requiere suficiente suplemento de nutrientes
(80ml y 100ml dando biomasa de 0,29¢/L a
0,31g/L) y que es factible el uso del
fertilizante organico para ello. Ademas, el
implemento de un pH entre 7-8, con mayor
tasa de crecimiento especifico a 8 (0,263
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dias?), teniendo cuidado con la
concentracion de CO2 en el medio, pues
puede aumentar el pH y tener efectos
adversos en el crecimiento. Crecimiento por
12 dias, y favorabilidad de fotoperiodos de
12h sobre los de 3h, 6h y 9h, dando casi el
doble de biomasa alcanzada, con mejor
absorcion de nutrientes a través de la
fotosintesis. Y, por ultimo, que se ve
favorecido el crecimiento bajo fuente de
fertilizante inorgénica y cultivo contralado
en condiciones interiores. Sin embargo, se
debe considerar que las condiciones
controladas en general favorecen el
crecimiento, y que la variacion de un
ambiente abierto explican la disminucion
del crecimiento, puesto que la microalga
requeriria un periodo de adopcion. Pero que
se encontr6 que el crecimiento con
fertilizantes organicos e inorgéanicos en un
ambiente abierto puede llegar a igualarse.
Por ultimo, el costo total de los nutrientes
para producir 1 kg de biomasa fue de 2,5-3
USD y de 60-85 USD® para los fertilizantes
organicos e inorganicos, respectivamente.

Ahora bien, en Colombia se cuenta con
2311 empresas registradas ante el ICA’
productoras de fertilizantes (ICA, 2022b).
Los cuales se clasifican en simples, que
contengan un macronutriente principal,
siendo nitrogenados, fosfatados o potéasicos;
y compuestos, aquellos que presentan al
menos dos macronutrientes basicos, mas un
elemento adicional o micronutrientes
(Rodriguez et al., 2018). De los cuales la
totalidad de los fertilizantes simples son
importados, y se realiza en planta la
fabricacion de fertilizantes compuestos, ya

6 Délar estadounidense

sea por reaccion quimica o mezclado
mecénico. De aqui que no se recomiende el
uso de fertilizantes simples, ya que seria un
proceso similar a lo que ya se realiza en la
preparacion de soluciones stock, sin
enfrentar los retos que dificultan el
escalado. Por otra parte, los fertilizantes
compuestos reportados ante el ICA en
Colombia son aproximadamente 1784, entre
composiciones organicas e inorganicas
(ICA, 2022a). Por otro lado, hacia las
ultimas décadas se ha visto un aumento en
el interés del mercado de productos
agricolas ecologicos, ya que esta busca el
emplear sistemas de produccion que utilicen
insumos naturales, fertilizantes organicos y
nada de productos sintéticos o modificados.
La cual puede ser un area interesante por
evaluar, pues falta mayor conocimiento,
inversion y estudio, aunque Colombia tiene
caracteristicas que la pueden favorecer
(Sanchez Castarieda, 2017).

Consecuentemente, de la informacion
proporcionada un posible modo de cultivo
mixotrofico en Colombia, implementando
de base Chlorella vulgaris, podria ser
implementar  glucosa en  cantidad
aproximada de 10g/L, probar el fertilizante
Cerostress que tiene una composicion
similar a los elementos mencionados que
requiere C. vulgaris, N, P, K, Mg, S, B, Zn,
y aminoacidos libres (Microfertisa, 2008).
Este ya que es un concentrado soluble tomar
10g en 600mlI para un volumen de 5L en un
fotobiorreactor. Considerando las
condiciones favorables de los fotoperiodos
de 12h en Colombia se podria buscar
implementar un sistema de crecimiento

7 Instituto Colombiano Agropecuario
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abierto y compararlo con un sistema
cerrado, con un objetivo productivo de
0,33g/L.

4. Conclusiones.

Se evidencio que el interés cientifico sobre
las microalgas estd en aumento, debido
principalmente a la creciente demanda de
energias limpias en el afan por alcanzar el
objetivo de desarrollo sostenible nimero 7
(Garantizar el acceso a una energia
asequible, segura, sostenible y moderna).
Asi mismo, la busqueda de soluciones de
base  biolégica para  problematicas
ambientales y sociales y la implementacion
de economias con enfoques circulares en la
industria han potenciado el interés cientifico
de estos microorganismos.

Se encontrd que mudltiples investigaciones
concuerdan con el hecho de que el cultivo
de especies de Chlorella en condiciones
mixotréficas ofrece la posibilidad de
aumentar hasta 4,2 veces las tasas de
produccion de biomasa comparadas con las
obtenidas en cultivos fotoautétrofos; sin
embargo, son pocos los reportes del uso de
este tipo de cultivo en escalas piloto e
industrial.  Aun asi, los fertilizantes
organicos e inorganicos representar un costo
menor, que las fuentes de suplementacion
convencionales.

Se determind que los insumos agricolas si
representan una alternativa llamativa ante
los retos de escalado relacionados a los
requerimientos nutricionales de los medios
de cultivo, dada su composicion diversay el
ahorro de costos en hasta un 45%. El uso de

fertilizantes N: P: K no presenta una
disminucion en la productividad de la
biomasa microalgal reportando valores de
hasta el 90%; sin embargo, se recomienda
continuar la investigacion llevando a cabo la
evaluacion experimental de los insumos
enfocados a las necesidades especificas de
cada especie, asi como del objetivo
productivo del proceso.
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