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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA RELACION CARBONO/ NITROGENO EN LA PRODUCTIVIDAD DE
BIOMASA Y CARBOHIDRATOS EN CULTIVOS DE Chlorella vulgaris UTEX 1803 EN
FOTOBIORREACTORES A ESCALA DE LABORATORIO*

AUTORES: Laura Viviana Rueda Quifionez, Laura Yulexi Alfonso**

PALABRAS CLAVES: Microalgas, cultivo mixotréfico, Chlorella vulgaris, relacion
carbono/nitrégeno, carbohidratos.

Chlorella vulgaris es un microorganismo de importancia industrial por la produccion de
metabolitos de gran valor econémico como pigmentos, carbohidratos y proteinas. En este
trabajo se estudi6 el efecto de la relacion carbono/nitrégeno en la productividad de biomasa y
carbohidratos (glucosa y xilosa) de Chlorella vulgaris UTEX 1803, mediante la variacion de las
concentraciones de acetato y nitrato de sodio. Se efectuaron cultivos mixotréficos durante 5
dias con diferentes concentraciones de acetato (5, 10 y 20mM), y nitrato de sodio (0,97, 1,94 y
2,94mM).

Al quinto dia de cultivo T5 (10mM de acetato; 1,94mM de nitrato) alcanzé una produccion de
biomasa de 0,79 g/L con alta productividad de xilosa y glucosa (76,9 pyg/ml y 73,7 pg/mi
respectivamente). Sin embargo, al tercer dia, T3 (20mM de acetato; 0,97mM de nitrato) habia
producido 1,04 g/L de biomasa, 78,9 ug/ml de xilosa y 77,2 ug/ml de glucosa equivalentes al
7,6 y 7,5% del total de biomasa. Aunque estos tratamientos tuvieron una produccién mayor
(0,55 g/L de biomasa, 40,2 ug/ml de xilosa y 31,3 pug/ml de glucosa) a un cultivo sin
modificacién (OmM de acetato y 2,94mM de nitrato), el T3 consumio casi 4 veces mas fosfato
(70%) que los cultivos T5 y sin modificacion (aprox. 20%)

Gracias a la relacion carbono/nitrégeno, se mejoran las productividades de biomasa (de 0,55
g/L hasta 1,04 g/L), de xilosa (de 40,2 ug/ml hasta 78,9 ug/ml) y de glucosa (de 31,3 ug/ml
hasta 77,2 ug/ml), representando un mejoramiento de hasta 2 veces tanto la produccion de
biomasa como de carbohidratos en 3 dias de cultivo.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ingenierias Fisico Quimicas. Escuela de Ingeria Quimica. Directores: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov y M.Sc. Criséstomo Barajas. Codirector: Bidlogo Andrés Fernando Barajas
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ABSTRACT

TITLE: EFFECT OF CARBON/NITROGEN RATIO ON BIOMASS AND CARBOHYDRATES
PRODUCTION OF Chlorella vulgaris UTEX 1803 ON LABSCALE PHOTOBIOREACTORS*

AUTHORS: Laura Viviana Rueda Quifionez, Laura Yulexi Alfonso**

KEYS WORDS: Microalgae, mixotrophic culture, Chlorella vulgaris, carbdn/nitrogen ratio,
carbohydrates.

Chlorella vulgaris is a microorganism of industrial importance because of the production of
metabolites of great economic value as pigments, carbohydrates and proteins. In this paper was
studied the effect of the relationship carbon/nitrogen in the productivity of biomass and
carbohydrates (glucose and xylose) of Chlorella vulgaris UTEX 1803, by varying the
concentrations of acetate and sodium nitrate. Mixotrophic cultures were performed for 5 days
with different acetate concentration (5, 10 and 20 mM), and sodium nitrate (0,97, 1,94 and 2,94
mM).

By the fifth day the T5 (10mM of acetate; 1,94mM of nitrate) reached a biomass production of
0.79 g/L with high productivity of xylose and glucose (76,9 pyg/ml y 73,7 pyg/ml respectively).
However, by the third day, the T3 (20mM of acetate; 0,97 mM of nitrate) presented a production
of 1,04 g/L of biomass, 78,9 ug/ml of xylose and 77,2 ug/ml of glucose equivalent to the 7,5 and
7,6% of the total of the biomass. Although this treatments had a higher production (0,55 g/L of
biomass, 40,2 pg/ml of xylose and 31,3 ug/ml of glucose) than a culture without modification
(OmM of acetate and 2.94mM of nitrate), the T3 consumed almost 4 times more phosphate
(70%) than the cultures T5 and without modification (around 20%)

Thanks to the relationship carbon/nitrogen, is possible to improve both the productivity of
biomass (from 0,55 g/L to 1,04 g/L) and xylose (of 40,2 yg/ml to 78,9 pg/ml) and glucose (from
31,3 pyg/ml to 77,2 ug/ml), which represents an improvement of up twice both, production of
biomass as carbohydrates in only 3 days of culture.

*Research project

“Physical-Chemical Engineering College. Chemical Engineering Department.Advisors: Ph.D.
ViatcheslavKafarov and M.Sc. Cris6stomo Barajas. Ph.D student research assistant: Andrés
Fernando Barajas S.
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INTRODUCCION

Las microalgas se consideran como uno de los grupos de organismos mas
versétiles en términos de su tamafo, forma y funcién ecoldgica [39], ademas,
son capaces de convertir la energia solar en energia quimica mediante la
fotosintesis [21], gracias a esto han sido reconocidas como fuente de diferentes
productos de gran utilidad como proteinas (con balance adecuado de
aminoacidos, vitaminas y minerales), colorantes, viscosantes, medicamentos,
edulcorantes, aditivos alimenticios, materia prima para la fabricacion de
cosméticos, farmacos [4]. y biocombustibles renovables [9] dentro de los que
se incluyen el metano producido por la digestion anaerébica de la biomasa
microalgal [36]; biodiesel derivado del aceite de microalgas [5, 13, 17, 33, 35,
35]; y biohidrogeno producido fotobiolégicamente [3, 15, 18, 22, 27]; sin
embargo la idea de usar microalgas como fuente de combustible no es nueva
[8, 30, 34], pero actualmente ha tomado mayor relevancia debido al precio del
petroleo, la inestabilidad politica en los paises productores, los desafios
ambientales, y mas significativamente la preocupacion emergente por el
calentamiento global, el cual estd asociado con la quema de combustibles
fosiles [17].

En los ultimos afios, la biorefineria es uno de los principales usos que se la ha
venido dando a las microalgas, el cual implica la valoracion y utilizacion de una
amplia gama de tecnologias para separar la biomasa en sus componentes
principales (carbohidratos, proteinas, triglicéridos, entre otros) que
posteriormente pueden ser transformados en productos de alto valor agregado
y biocombustibles mediante la aplicacion de otros procesos. Estudios actuales
demuestran que la produccion de microalgas tiene un alto costo para solo la
produccion de biodiesel, por tanto esta es otra razon para llevar a cabo la
investigacion de microalgas en el campo de la biorefineria [19]. Las algas
ademas de contener un cierto porcentaje de lipidos, también pueden ser una
buena solucion alternativa en otros procesos debido a que contiene

compuestos de bajo peso residual, 10-20% de proteinas y 40-70% de
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carbohidratos [6], los cuales pueden ser aprovechados para la obtencion de
bioetanol. Un aspecto importante para la utilizacion de microalgas en
biorefineria es la generacién de una alta productividad de biomasa, por tanto,
con el objeto de obtener mayor cantidad de biomasa microalgal enriquecida se
han venido desarrollando variaciones de las condiciones de cultivo de
microalgas, en donde se evallan el tipo y concentraciébn de nutrientes,
temperatura, intensidad luminosa, fotoperiodo, manipulacién genética, etc. [14,
28, 29, 37].

En los Ultimos afios se han venido realizando estudios en diferentes partes del
mundo para aportar informacion relevante sobre esta especie y aprovecharla
por su gran potencial. Cabe destacar que los trabajos que se han venido
publicando en cuanto a la extraccion de carbohidratos ha sido en macroalgas y
en especial las de la familia Phaeophyta debido a que el 60% de la biomasa
seca de las algas marrones esta constituida por carbohidratos, un 50% de los
cuales son alginatos. Sin embargo, no solo son importantes estas algas por la
obtencién de metabolitos, también se puede lograr una alta produccién de
etanol, lo que duplicaria, aproximadamente, la productividad conseguida con el
maiz o seria cinco veces la de cafla de azucar. Otros estudios publicados
determinan polisacaridos de diferentes especies de alga roja los cuales son
heteropolimeros que estan constituidos predominantemente por glucosa, xilosa
y galactosa. Adicionalmente, pequefias cantidades de ramnosa, ribosa,
arabinosa y manosa se han detectado para estas algas. Otros analisis
relacionados con macroalgas utilizan diferentes especies con el objetivo de
caracterizar quimicamente polisacaridos presentes como carragenina, alginato,
fucoidano y agar-agar como por ejemplo en Ulva sp y Enteromorpha sp [23, 24,
25, 32], y en estudios recientes encuentran que en Ulva clathrata se obtuvieron

varios de estos polisacéaridos [20].
Es importante destacar que a pesar que se han realizado estudios en cuanto a

la determinacién de polisacaridos presentes en algas, no se han realizado

estudios para determinar la concentracibn de carbohidratos presentes en
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Chlorella vulgaris. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es determinar la
concentracion de glucosa y xilosa presente en Chlorella vulgaris realizando
diferentes modificaciones al medio de cultivo Bold Basal.
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OBJETIVOS

General:

Determinar el efecto de la relacién carbono/nitrégeno en la productividad de
CARBOHIDRATOS presentes en C. vulgaris UTEX 1803

Especificos:

e Evaluar la viabilidad de la metodologia de fenol-acido sulfarico (Dubois
1956) para la cuantificacion de carbohidratos presentes en cultivos de C.
vulgaris UTEX 1803

e Cuantificar la productividad de carbohidratos presentes en C. vulgaris
UTEX 1803 en el medio de cultivo Bold Basal.

e Cuantificar la productividad de carbohidratos presentes en C. vulgaris
UTEX 1803 en el medio de cultivo Bold Basal modificado bajo la

metodologia de relacion carbono/nitrégeno (C/N).
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1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. Crecimiento Microalgas
|
Tratamientos

2. Aplicacion

Carbohidratos Fosfato

3. Medicion [ r .

Biomasa| | Pigmentos Medio Medio

— _J
~N—
4. Andlisis . —— .
F SIS Efecto ecto Efecto

Estadistico Jornada Tratamiento Temperatura

Figura 2. Esquema de la metodologia experimental

1.1. CRECIMIENTO

Se utilizé una cepa silvestre de Chlorella vulgaris UTEX 1803 proveniente de la
coleccién de cultivo de algas de la universidad de Texas (Austin, TX, USA).

Inicialmente, esta cepa permanecid en crecimiento en fotobiorreactores a
escala de laboratorio, en medio de cultivo Bold basal (MBB) siguiendo las
metodologias recopiladas en el manual de Algal Culture Tecniques (Elsevier
Academic Press 2006) y condiciones de temperatura de 23°C + 2°C, pH entre
7y 8, aireacién permanente y ciclo luz-oscuridad 12:12h, sin ningdn suministro

complementario de CO, considerandose este cultivo como tratamiento control.
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1.2. APLICACION
Se utilizaron botellas de pléastico con capacidad de 2,5L en las que se
implementaron nueve cultivos, cada uno con su original y dos replicas.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en trabajos anteriores del grupo
de investigacion, a cada cultivo se agregd un tratamiento diferente, estos
tratamientos diferian uno del otro por las concentraciones de acetato de sodio
(5 mM, 10 mM y 20 mM) vy nitrato de sodio (0,97mM, 1,94 mMy 2,94 mM). Se

manejé un volumen de trabajo equivalente a 2L.

Tabla 1. Disefio experimental de los cultivos de C. vulgaris

ACETATO DE
SODIO

5mM 10 mM 20 mM
NITRATO
DE SODIO
0,97 mM T1 T2 T3
1,94 mM T4 T5 T6
2,94 mM T7 T8 T9

1.3. MEDICION
Se realizaron mediciones en la jornada de la mafiana y la tarde durante cinco
dias consecutivos, en las que se cuantificaron las cantidades tanto de fosfato

consumido como de xilosa y glucosa producidas.

1.3.1. Determinacion de carbohidratos
Se utilizé el método colorimétrico fenol-acido sulfarico [12], el cual nos permite
diferenciar diferentes tipos de monosacaridos presentes en la muestra, ademas
de ser mas sensible que métodos como el de DNS. Por tanto, se tomd una
muestra de 1ml de cada cultivo y se centrifugé por 20 min a 3400 rpm,
separando la biomasa de la fase liquida. Para evitar el posible ruido generado

por la clorofila presente, se extrajo este pigmento mediante la adicién de 10 ml
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de etanol, posteriormente se calenté durante 10 minutos a bafio maria a 80° C
y se centrifug6 nuevamente por 20 min a 3400 rpm. Luego de centrifugar se
obtienen dos fases, la fase liquida correspondiente al extracto con pigmentos y
el precipitado correspondiente a la biomasa libre de pigmentos. Para evitar que
el color de los pigmentos altere la medicion, se le adicion6 0,3 g de carbdn
activado a la fase liquida, seguidamente se agité por unos segundos y luego se
filtro. Posteriormente, a cada fase se les adicion6 1 mL de fenol al 5% y 5 mL
de acido sulfturico al 95,5%. Finalmente, cada una de estas muestras fue
transferida a las celdas colorimétricas y se medio la absorbancia a 480nm para
la identificacion de pentosas y 490nm para hexosas, en un espectrofotdbmetro
Spectroquant Pharo 300 (Merck).

1.3.2. Determinacion de latasa de consumo de fosfato

Para realizar esta medicion se recurrid al libro métodos estandar para la
determinaciéon de aguas residuales [10]. Siguiendo este procedimiento, se tomo
30 ml de muestra de cada tratamiento, se centrifugdé por 20 min a 3400 rpm,
luego se filtré al vacio cada muestra y se adicion0 1 ml de solucién de
Metavalanato-Molibdato y se aforé con agua destilada hasta un volumen de 50
ml. Finalmente la muestra se leyd en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 470 nm.

1.4.  ANALISIS ESTADISTICOS
Los datos obtenidos fueron analizados mediante los paquetes estadisticos
SPSS 15.0, STATISTICA 7.0 y STATGRAPHICS centurion XVI.1. Se realizaron
Test de normalidad (Shapiro Wilk) y Analisis de varianzas (ANOVA) con el fin
de establecer diferencias y similitudes entre las diferentes variables analizadas.

Para las decisiones, se utilizo un nivel de significancia del 95%.
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2. RESULTADOS Y ANALISIS

En los nueve tratamientos realizados, al quinto dia de cultivo se encuentran
diferencias  significativas (F: 3,03 p: 0,0004) entre cada uno de los
tratamientos, sin embargo en la produccibn de monosacaridos (xilosa y
glucosa) entre la mafiana y de la tarde no se encontraron diferencias
significativas (F: 0,264; p: 0,8510).

De entre los diferentes experimentos, el tratamiento 5 (10 mM de acetato; 1,94
mM de nitrato) alcanzd la mayor produccion de azucares, obteniendo una
concentracion total de 76,9 upg/ml y 73,7 ug/ml de xilosa y glucosa
respectivamente; la xilosa total producida se distribuy6 de la siguiente forma:
48,9 pg/ml en la biomasa (63,6%), 11,21 ug/ml en el extracto de pigmentos
(14,6%) y 16,8 pg/ml en el medio de cultivo (21,8%); de manera similar, la
glucosa total producida, se dividié asi: 47,7 yg/ml en la biomasa (64,7%), 8,04

pg/ml en el extracto de pigmentos (10,9%) y 17,9 pg/ml en el medio (24,4%)
(Fig. 1y Fig. 2).

Por otro lado, en la Fig. 2 y 3 se observa que en el tratamiento control (TO:
OmM de acetato de sodio; 20mM de nitrato de sodio) la mayor cantidad de
xilosa y glucosa se encuentra en el medio extracelular, esto demuestra que las
modificaciones realizadas al cultivo permiten que los azlcares no salgan al
medio y por tanto, permanezcan y produzcan una mayor concentracion de

estos en la biomasa.

Adicionalmente, con el fin de observar si ocurria un aumento en la
concentracion de azucares en el medio de cultivo, llevo una muestra de cada
uno de los tratamientos al horno a 90°C durante 1h; sin embargo, este
procedimiento demostré6 mediante analisis estadisticos que no habian

diferencias significativas al ser calentada la muestra (F: 0,99; p: 0,4167).
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Figura 2. Concentracion de xilosa al quinto dia de inoculacion
de la cepa obtenida mediante los tres métodos comparativos
utilizados para los nueve tratamientos.
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Figura 3. Concentracion de glucosa al quinto dia de inoculacion
de la cepa obtenida mediante los tres métodos comparativos
utilizados para los nueve tratamientos.
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De los azucares producidos directamente en la biomasa (sin tener en cuenta la
cantidad presente en el medio de cultivo y la que se pierden durante la
extraccion de pigmentos), se observé que en los tratamientos (T3, T6, T9)
donde se utilizdé la mayor concentracibn de acetato (20 mM) se obtuvo las
mayores concentraciones de glucosa y xilosa en solo tres dias de cultivo de la
cepa (Fig. 4, Fig. 5y Fig. 6).

70
60 ]
—_ 50
__E_ 40
g 30
20
10
0 T
1 2 3 4 5
Dias
® Xilosa D Glucosa

Figura 4. Concentracion de xilosa y glucosa para el
tratamiento 3 (20 mM; 0,97 mM) durante los cinco
dias siguientes a la inoculacion de la cepa.
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Figura 5. Concentracion de xilosa y glucosa para el
tratamiento 6 (20 mM; 1,94 mM) durante los cinco
dias siguientes a la inoculacién de la cepa.
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Figura 6. Concentracion de xilosa y glucosa para el
tratamiento 9 (20 mM; 2,94 mM) durante los cinco
dias siguientes a la inoculacion de la cepa.

Como es posible obtener en 3 dias una cantidad similar tanto de xilosa como
de glucosa a las obtenidas después de 5 dias de cultivo, se cuantifico la
cantidad de estos azucares para los tratamientos anteriormente mencionados.
Dentro de estos, el tratamiento con mayor concentracion de azucares fue el T3,
con concentraciones de xilosa de 58,3 pg/ml, 6,49 yg/ml y 14,1 ug/ml, ademas
de 63,32 ug/ml, 6,75 ug/ml y 7,13 pg/ml de glucosa mediante la extraccion en
la biomasa directa, extraccion de pigmentos y en el medio respectivamente,

para un total de 78,95 ug/ml de xilosa'y 77,21 ug/ml de glucosa (Fig. 7 y 8)

Igualmente, se observo que tanto el consumo de fosfato como la produccion de
biomasa y azucares, son directamente proporcionales a la cantidad de acetato
afiadido a cada uno de los tratamientos (Fig. 9, Fig. 10a y Fig. 10b).
Adicionalmente, el andlisis estadistico muestra diferencias significativas en
cuanto al consumo de fosfato y entre los diferentes tratamientos (F: 213,6; p:
0,00).

El tratamiento con mayor consumo de fosfato en el medio de cultivo (76%) y
mayor produccién tanto de biomasa (1,04 g/L) como de azucares en la biomasa
(0,06g/L de xilosa y 0,06g/L de glucosa) fue el tratamiento 3, seguido por el
tratamiento 6, en el cual el consumo de fosfato fue de 67%, la produccion de

biomasa, xilosa y glucosa fue de 0,86g/L, 0,03g/L y 0,05g/L respectivamente, y
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por ultimo el tratamiento 9 que consumié el 66% de fosfato y produjo 1g/L de

biomasa, 0,02g/L de xilosa y 0,04g/L de glucosa.
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Figura 7. Concentracion de xilosa al tercer dia de inoculacion
de la cepa obtenida mediante los tres métodos comparativos
utilizados para los nueve tratamientos.
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Figura 8. Concentracion de glucosa al tercer dia de inoculacion
de la cepa obtenida mediante los tres métodos comparativos
utilizados para los nueve tratamientos.
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Figura 9. Consumo de fosfato de Chlorella vulgaris en el medio de cultivo,
para los todos los tratamientos.
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Figura 10. Concentracion de xilosa y glucosa en la biomasa y concentracion de la
biomasa de Chlorella vulgaris en el cultivo, para todos los tratamientos al tercer (a) y
quinto dia (b) de ser inoculada la cepa.
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Por ultimo, se realizé una comparacion de cada uno de los tratamientos que
presentaron mayor productividad de azucares (T3, T5, T6 y T9) con respecto
al tratamiento control (TO, OmM de acetato y 2,94mM de nitrato), obteniendo
como resultado que al tercer dia de inoculacion, la produccion que se habia
generado por estos tratamientos fue de 46 — 78,9 yg/ml de xilosay 62,2 — 77,2
pMg/ml de glucosa, superando la productividad del tratamiento control (40,2
pg/ml de xilosa y 31,3 pg/ml de glucosa); de igual manera, se cuantificaron los
porcentajes de xilosa y glucosa totales producidas con respecto a las
cantidades de biomasa generada, donde se encontr6 que para el tercer dia, los
porcentajes en el tratamiento control oscilaron entre 4,3y 5,6% y para el quinto
dia estaban entre 6,4 y 8,1% mientras que para los tratamientos evaluados
estuvieron entre 4,7y 7,9% al tercer diay 3,4y 9,7% al quinto dia (Tabla 2)

Tabla 2. Concentracion total de xilosa y glucosa al tercer y quinto dia de ser inoculada

la cepa

Dia 3 Dia 5 Dia 3 Dia 5

Conc. | %p/pen | Conc. | %p/pen | Conc. | %p/pen | Conc. | %p/p en
total la total la total la total la
[mg/ml]| biomasa |[ug/ml]| biomasa [[pg/ml]| biomasa |[pg/ml]| biomasa

TO | 40,2 5,6% 53,7 6,4% 31,3 4,3% 67,9 8,1%
T3 | 78,9 7,6% 42,3 4,1% 77,2 7,5% 44,5 4,3%
TS | 52,1 6,6% 76,9 9,7% 62,2 7,9% 73,7 9,3%
T6 | 50,6 5,9% 31,6 3,4% 64,3 7,4% 48 5,2%
T9 | 46,0 4,7% 39,8 5,4% 68,6 6,9% 32,9 4,5%
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3. DISCUSION DE RESULTADOS

Las algas desempefian un papel vital en el ciclo biogeoquimico del carbono.
Aunque muchas son capaces de utilizar diferentes fuentes de carbono
orgénico, el CO; es la principal fuente de carbono en las microalgas. Segun los
resultados observados en las Fig. 7 y 8, las altas concentraciones de acetato
conllevaron a la obtencion de altos valores en la produccion de carbohidratos,
debido a que en el metabolismo del acetato, este es metabolizado a acetil CoA,
luego convertido en succinato y posteriormente es utilizado como precursor
para la sintesis de carbohidratos [26], de igual manera, esta actividad

metabolica aumenta cuando lo hace la concentracion de acetato [11].

Los resultados encontrados en este estudio concuerdan con estudios
realizados por Chinnasamy et al. (2009), hallando que Chlorella vulgaris
obtenia un mayor crecimiento celular con un valor elevado en la fuente de
carbono. Asi mismo, se ha encontrado que el acetato ademas de estimular el
crecimiento celular y la producciéon de carbohidratos en C. vulgaris, promueve

la sintesis de clorofila y la produccién de lipidos [26].

Al analizar la Fig. 10 es posible notar que la produccién de biomasa no sigue
una misma tendencia para todos los tratamientos en relacién con la produccion
de carbohidratos, lo cual puede ser explicado por los resultados obtenidos por
Ortega et al. 2004 donde concluyen que la utilizacion de fuentes alternativas
de carbono, puede acelerar el crecimiento de la flora microbiana, asociada a un
detrimento en la microalga, estableciendo una competencia interespecifica
entre ambos microrganismos; por otro lado Xiong et al. (2008) afirman que el
factor determinante para la obtencion de biomasa es la fuente de nitrégeno, sin
embrago, en este estudio no es posible determinar alguna tendencia de la
produccién de biomasa con respecto a las cantidades de nitrato de sodio
suministradas inicialmente a cada cultivo, debido a que los tratamientos 7, 8y 9
no mostraron una mayor productividad de biomasa y de azUcares. En este

estudio la mayor productividad de biomasa y de azlcares se obtuvo en el
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tratamiento 3 (20mM acetato de sodio; 0,97mM de nitrato de sodio)
consiguiendo un valor de 78,95 ug/ml de xilosa'y 77,21 uyg/ml de glucosa. Xiong
et al (2008) no modificaron la concentracion inicial de la fuente carbono, por lo
cual es posible concluir que no solo la concentracion inicial de nitrégeno juega
un papel importante en la produccion de biomasa, sino una relacion adecuada

entre la fuente de carbono y nitrégeno.

La mayor productividad de carbohidratos se observé en los cultivos con la
concentracion inicial de acetato de sodio mas alta (20 mM), asimismo se
observé en la Fig. 9 que el consumo de fosfato es proporcional a la produccion
de biomasa resultado similar encontrado en las investigaciones realizadas por
Vera et al. 2002, debido a que este nutriente es indispensable en el crecimiento
y el metabolismo de las microalgas, ademas es uno de los elementos
esenciales que comprenden el ADN, ARN, ATP y algunos materiales de la
membrana celular etc, ademas es de particular relevancia, que la fotosintesis
requiere grandes cantidades de proteinas (principalmente Rubisco), las cuales
son sintetizadas por ribosomas ricos en fosforo [2]. Cabe resaltar que aunque
T3 produce 15% de la biomasa total en azlcares, es necesario recordar que el
gasto de fosfato fue de aproximadamente el 70% del total presente en el medio
de cultivo, sin embargo, el T5 el cual obtuvo un 19% de la biomasa total en
carbohidratos consumié solo el 20% del total del fosfato presente, indicando
gue el consumo de fosfato no presenta una relacion directamente proporcional
en cuanto a la cantidad de carbohidratos presentes pero si influencia en la

produccion de la biomasa total de cada tratamiento.

Las sustancias poliméricas extracelulares estan constituidas por biopolimeros
hidratados (incluyen polisacaridos, proteinas, acidos nucleidos y lipidos) que
son secretadas por las células del biofilm para revestir e inmovilizar los
agregados microbianos [16]. Por tanto, es importante destacar que los
azlcares encontrados en el medio de cultivo se deben a que las células de
microalgas pueden formar colonias irregulares manteniéndose unidas por

mucilago, el cual constantemente es secretado por las células, formando una
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capsula alrededor de ellas. El grosor de la capsula de polisacarido varia en
funcion de la fase de crecimiento y las condiciones de cultivo. Durante el
crecimiento celular en cultivos discontinuos del material de polisacéarido tanto
las cépsulas como los lodos pueden ser liberados al medio circundante,
causando un aumento progresivo de su viscosidad [31].

Es de importancia resaltar que la relacidon carbono/nitrégeno, y en especial la
fuente de carbono en este caso el acetato de sodio es indispensable para el
crecimiento celular y la produccion de xilosa y glucosa en Chlorella vulgaris. El
suministro de una fuente adicional de carbono y nitrégeno, en la relacién
adecuada (20 mM de acetato/ 0,97mM de nitrato, T3) hace que la productividad
tanto de biomasa como de xilosa y glucosa aumenten considerablemente en
tan solo tres dias de cultivo, como se muestra en las figuras 10a y 10b, lo cual
resulta beneficioso, ya que como se menciono inicialmente la biomasa de
Chlorella vulgaris es ampliamente utilizada en el campo de la biorefineria, en el
gue sus principales componentes son separados para la posterior generacion
de productos como biodiesel y bioetanol, es decir que si se tienen las
condiciones adecuadas para que al cultivar este tipo de microalgas se genere
mayor contenido de carbohidratos dentro las mismas, se lograria generar
biomasa con mayor valor agregado, estos resultados demuestran que para
esta microalga al utilizar como fuente de carbono el acetato de sodio, si es
posible aumentar la concentraciéon de carbohidratos en comparacién con el
blanco (T0), pero no es posible obtener mas de 78,9 uyg/ml de xilosa y 77,2

Mg/ml de glucosa, lo cual corresponde a un 7,6% y 7,5% respectivamente.

Por otro lado, teniendo en cuenta la figura 10a y b, las modificaciones
empleadas no solo alteran la concentracibn de metabolitos especificos, sino
aumentan significativamente la productividad total de biomasa, por lo cual, con
una de las modificaciones desarrolladas, es posible obtener cada 3 dias 1,04
g/L de biomasa (T3) con las concentraciones de xilosa y glucosa mencionadas

anteriormente 6 cada 5 dias obtener 0,79 ¢g/L de biomasa con una
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concentracion de 76,9 ug/ml de xilosa y 73,7 ug/ml de glucosa equivalente al
9,7y 9,3% de la biomasa producida.

En los Ultimos aflos se han venido utlizando los pigmentos de Chlorella
vulgaris a nivel industrial, debido a que estos compuestos quimicos son de
interés comercial y son utilizados como agentes colorantes para alimentos,
ademas de poseer propiedades antioxidantes y antimutagénicas. Al hacer la
extraccion de estos pigmentos (independientemente del tipo de tratamiento que
se utilice) siempre arrastran consigo del 2,3 al 35,1% de xilosa y del 2,9 al
47,5% de glucosa producida, lo que podria generar mayor valor agregado a los

pigmentos.

Durante el desarrollo de esta investigacion se demostré que los azucares que
genera este tipo de microalgas y especificamente xilosa y glucosa, se dividen
en tres partes, la primera es la biomasa, la segunda el extracto de los
pigmentos y la tercera el medio de cultivo, analizando los porcentajes de
azucares presentes en este ultimo, que llegan a ser incluso hasta del 51,3%
para la xilosa y 55,7% para la glucosa, podria evaluarse la posibilidad de
extraerlos directamente del medio (por cristalizacion) y no de la biomasa, lo
cual hace mas econdémico el proceso, no solo por el tipo de extraccion a utilizar,
sino porque los tratamientos para los que se observé que la mayor cantidad de
xilosa y glucosa estaban presentes en el medio, presentaron bajo consumo de

fosfato.

Finalmente, la interseccion de todos estos resultados hallados es lo que
permite viabilizar la produccién de biomasa de microalgas con miras a la
obtencién de biocombustibles, ya que el concepto de biorefineria debe
extenderse mas alla del solo hecho de la obtencion de una mayor cantidad de
metabolitos y empezar abarcar el cultivo especifico que tenga en cuenta la
minimizaciéon en cuanto al tiempo empleado y el consumo de nutrientes. Sin
embargo, para los resultados obtenidos en este estudio, la eleccion del método

de cultivo que permita el maximo aprovechamiento debe estar ligado
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fuertemente tanto a la productividad de los diferentes metabolitos de valor
agregado (proteinas, pigmentos, lipidos, etc) como al consumo de nutrientes.
En este caso, aunque se produce una cantidad considerable de biomasa y
carbohidratos en tan solo tres dias con el T3 (15% de la biomasa), es necesario
recordar el gasto de fosfato, el cual estuvo cerca al 70% del total presente en el
medio de cultivo, por otro lado, con el T5 se obtuvo 19% de la biomasa total en
carbohidratos en cinco dias con un gasto de solo 20% del total del fosfato
presente.
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4. CONCLUSIONES

Con el tratamiento 3 (20mM de acetato: 0,97mM de nitrato) se logra
mejorar hasta dos veces tanto la produccion de biomasa (de 0,55g/L
hasta 1,04g/L), como la de xilosa (de 40,1 yg/ml hasta 78,9 ug/ml) y la
de glucosa (de 31,2 ug/ml hasta 77,2 ug/ml) en tres dias de cultivo.

La relacion C/N de 10mM de acetato de sodio: 1,94mM de nitrato de
sodio al quinto dia de cultivo genera un aumento en la productividad de
azlcares, pasando de 6,4% a 9,7% (76,9 pg/ml) de xilosa y de 8,1% a
9,3% (73,7 ug/ml) de glucosa, manteniendo la produccién de biomasa

aproximadamente igual (0,8g/L).

El método colorimétrico fenol-acido sulfurico es adecuado para la
cuantificacion de carbohidratos, ya que permite trabajar con muestras
muy pequefias de biomasa (1ml), sin que esta requiera de un

tratamiento previo.
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RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que para todos los tratamientos evaluados, una parte de
los carbohidratos producidos permanece en el medio de cultivo se podria
verificar la viabilidad del cultivo de Chlorella vulgaris en procesos
semicontinuos, en los que el medio de cultivo rico en carbohidratos (xilosa y

glucosa) se recircule y sirva de inoculo para otros cultivos.

Con el fin de optimizar el cultivo de Chlorella vulgaris para la obtencién de
biocombustibles, se recomienda cuantificar la produccion de otros metabolitos
como proteinas pigmentos y lipidos, para los tratamientos que presentaron
altas productividades de biomasa y carbohidratos (T3 y T5) a los tres y cinco
dias de cultivo.
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ANEXOS

ANEXO A. CALCULO DEL COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION PARA LA

XILOSA

Tabla A1l. Variacion de la absorbancia con la concentracion de la muestra de

xilosa.

Coeficiente de extincién masico
(Xilosa)
Concentracion

(ng/ml)

100
80
60
40
20

0

Absorbancia

(480nm)
2.589
2.385
1.625
1.212
0.641

0

Figura Al. Grafica de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion,

para el calculo del coeficiente masico de extincidén de la xilosa.
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ANEXO B. CALCULO DEL COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION PARA LA
GLUCOSA

Tabla B2. Variacion de la absorbancia con la concentracién de la muestra de
glucosa.

Coeficiente de extincién masico

(Glucosa)
Concentracion Absorbancia
(ng/ml) (490nm)

100 2.569
80 1.866
60 1.469
40 0.960
20 0.346
0 0

Figura A2. Grafica de los datos de absorbancia en funcion de la concentracion,

para el calculo del coeficiente masico de extincion de la glucosa.
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