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RESUMEN 

 

 

TITULO: EFECTO DE LA CONCENTRACIÓN DE ACETATO DE SODIO, NITRATO DE SODIO Y 
FOSFATO DE POTASIO EN LA OBTENCIÓN DE METABOLITOS DE VALOR AGREGADO A 
PARTIR DE CULTIVOS MIXOTRÓFICOS DE Chlorella vulgaris UTEX 1803

*
. 

 
 
AUTORES:  YARITZA LOPEZ MATOS 

MARLYS ELIANA VASQUEZ CACERES
**
  

 
 
PALABRAS CLAVES: Microalgas, proteínas, carbohidratos, lípidos, clorofilas, selectividad. 
 
 
En este trabajo se analizó el efecto del nitrato, fosfato y una fuente orgánica de carbono (acetato 
de sodio) en la producción de metabolitos en un cultivo mixotrófico de Chlorella vulgaris UTEX 
1803. Para ello, se realizó un diseño experimental 3

3
 utilizando el software STATISTICA 7.0 

teniendo como variables de respuesta la producción de biomasa y metabolitos de interés durante 
un tiempo de 15 días.  
 
 
Se obtuvo que para mejorar la producción de proteínas es el tratamiento 3 (30 mM Acetato; 2,94 
mM Nitrato y 1,72 mM Fosfato) a los 5 días de cultivo, obteniendo una concentración de 0,63 g/L y 
60% de la biomasa total; mientras que, para la producción de carbohidratos es el tratamiento 5 (20 
mM Acetato; 1,96 mM Nitrato y 1,15 mM Fosfato) a los 15 días de cultivo, obteniendo una 
concentración de 1,02 g/L y 73% de la biomasa total; para lípidos, se encontró, que el tratamiento 
13 (20 mM Acetato; 0,32 mM Nitrato y 1,15 mM Fosfato) a los 10 días de cultivo es el más 
adecuado, obteniendo una concentración de 0,008 g/L y 0,34% de la biomasa total. Finalmente, 
para Clorofilas se determinó, una óptima producción para el tratamiento 14 (20 mM acetato;  1,96 
mM de Nitrato y 0,19 mM de Fosfato) a los 15 días de cultivo, obteniendo una concentración de 
0,11 g/L y 10% de la biomasa total. 
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ABSTRACT 

 

 

TITLE: THE EFFECT OF CONCENTRATION OF SODIUM ACETATE, SODIUM NITRATE AND 
POTASSIUM PHOSPHATE TO PRODUCE METABOLITES WITH ADDED VALUE AFTER 
MIXOTROPHIC CULTURE OF Chlorella vulgaris UTEX 1803

*
. 

 
 
AUTHORS:  YARITZA LOPEZ MATOS 

MARLYS ELIANA VASQUEZ CACERES
**
  

 
 
KEYWORDS: Microalgae, proteins, carbohydrates, lipids, chlorophylls selectivity. 
 
 
In this work the effect of nitrate, phosphate and an organic carbon source (sodium acetate) on the 
production of metabolites in a mixotrophic culture of Chlorella vulgaris UTEX 1803 was analyzed. 
To do this, an experimental design was performed using 3

3
 STATISTICA 7.1 software as response 

variables taking biomass production and metabolites of interest for a period of 15 days.  
 
 
Treatment 3 was found to be the best one improving protein production (30 mM acetate; 2,94 mM 
nitrate and 1,72 mM phosphate) at 5 days of culture, resulting in a concentration of 0,63 g/L and 
60% of the total biomass; while treatment 5 is the one for the production of carbohydrates (20 mM 
acetate; 1,96 mM nitrate and 1,15 mM phosphate) at 15 days of culture, obtaining a concentration 
of 1,02 g/L and 73% of the total biomass; For lipids, it was found that treatment 13 is the most 
appropriated (20 mM acetate; 0,32 mM nitrate and 1,15 mM phosphate) at 10 days in culture, 
obtaining a concentration of 0.008 g/L and 0.34% of the total biomass. Finally, for Chlorophylls, the 
optimum production was determined by using treatment 14 (20 mM acetate; 1,96 mM nitrate and 
0,19 mM phosphate) at 15 days of culture, obtaining a concentration of 0,11 g/L and 10% total 
biomass. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 

El uso de combustibles fósiles ha sido considerado como insostenible debido al 

agotamiento de los recursos y los problemas ambientales relacionados con el 

consumo de éstos [1, 2]. Recientemente, las microalgas se han convertido en una 

materia prima prometedora para la producción de biocombustibles, incluyendo el 

bioetanol, el biodiesel, gasolina verde, metanol, biohidrógeno, etc [2]; sin embargo, 

el desarrollo de biocombustibles a partir de microalgas se enfrenta a grandes 

retos, ya que el costo de producción de estas como materia prima es mucho 

mayor en comparación con los combustibles fósiles. Para mejorar la viabilidad 

económica de la producción de biocombustibles de microalgas, se han hecho 

muchos intentos para mejorar el rendimiento de las cepas, los sistemas de cultivo, 

separación y extracción [3, 4].   

 

Las microalgas poseen la capacidad de utilizar dióxido de carbono, agua, energía 

lumínica y algunos nutrientes inorgánicos para sintetizar diversos metabolitos 

como proteínas, carbohidratos, lípidos y pigmentos [6]. Además, son 

fotosintéticamente más eficiente que las plantas superiores y se puede cultivar en 

un medio enriquecido con sales a gran escala, por este motivo las  microalgas 

constituyen una buena opción para la producción de metabolitos de valor 

agregado para sintetizar productos como biodiesel, bioetanol, biometano, 

biohidrógeno, fármacos, productos de cosméticos, alimento para animales y 

suplementos proteicos de alto nivel nutricional [7 y 8].  Por estas razones, las 

investigaciones se están centrando en reducir dichos costos mediante el 

mejoramiento del cultivo y de las técnicas de extracción para la obtención de 

nuevos metabolitos como son los isoprenoides, alcaloides, toxinas, polisacáridos, 

ácidos grasos poliinsaturados, enzimas, péptidos no ribosomales, carbohidratos y 
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proteínas, que encuentran aplicaciones en la salud, la farmacología, nutrición y 

biotecnología [9].  

 

Aunque las microalgas pueden utilizar de manera eficiente la luz, el crecimiento en 

cultivos a gran escala es lento debido a la limitada penetración de la luz causada 

por el espesor de la columna de agua y la alta densidad de células [10]; en vista 

de estas desventajas asociadas al cultivo autótrofo una alternativa viable para 

algunas especies es el uso de cultivos mixotrófico, en la que el CO2 y una fuente 

de carbono orgánico se asimilan de forma simultánea [11, 10]; sin embargo, 

aunque el cultivo es económicamente viable, se requiere una fuente de carbono 

de bajo costo y el conocimiento de cuáles son las concentraciones más favorables 

[11, 13], con ciertos cambios en los nutrientes del medio pueden aumentar las 

tasas de crecimiento [5 y 14] o pueden ser inhibidores y tóxicos para las algas [21, 

10]. 

 

En cultivos mixotroficos Chlorella vulgaris, es capaz de crecer utilizando glucosa 

(C6H12O6), acetato (C2H3O2-), glicerol (C3H5 (OH)3), y otras fuentes de carbono 

[12, 4], los beneficios se asocian con un aumento significativo en la tasa de 

crecimiento y la productividad debido a la alta incorporación de carbono orgánico 

dentro de la cepa, en particular en la formación de metabolitos tales como lípidos, 

polisacáridos y proteínas [10, 13]; esto es particularmente importante, ya que se 

han reportado aumentos de hasta cinco veces en comparación con los cultivos de 

microalgas autótrofos [11]. Otra ventaja de los cultivos mixotróficos es el uso de 

luz, que induce y regula la producción de macromoléculas de alto valor, tales 

como pigmentos y ácidos grasos [15], también reduce la producción de CO2 en 

comparación con cultivos heterótrofos [16, 10]. Se ha demostrado que C. vulgaris 

puede oxidar y utilizar acetato como fuente de carbono y energía para el 

crecimiento en la oscuridad [17], que causa cambios en el ciclo del ácido 

tricarboxílico , debido a que la acetil - CoA no se deriva a partir de piruvato, pero 

forman el ion acetato. 
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La incorporación de acetato es dependiente de un proceso tanto anabólico como 

catabólico del metabolismo [18]. Durante varias décadas se han llevado a cabo 

investigaciones sobre el crecimiento de microalgas de diferentes especies en 

presencia de acetato [19, 10], sin embargo su uso es problemático debido a que 

su efecto es dependiente de la concentración [20]. Algunos autores como Jeon et 

al [21]., y Barajas-Solano et al [10], encontraron que las concentraciones por 

encima de 1 g/L pueden causar la inhibición del crecimiento debido a la 

intoxicación de las algas [21, 10], mientras que las concentraciones más bajas 

estimulan el crecimiento y la acumulación de lípidos [22, 19]. Por otra parte, la 

acumulación de lípidos y el crecimiento de microalgas se ven afectados por otros 

factores, tales como la concentración de nutrientes, la aireación de CO2, la 

temperatura, la intensidad de la luz, etc. La concentración de nitrógeno y fósforo 

presentes en el agua son considerados como factores fundamentales y tienen 

influencia directa sobre el crecimiento de microalgas y la acumulación de lípidos 

[23].  

 

En estudios realizados por Zhu et al [4], se ha evidenciado el efecto de la privación 

de nutrientes individuales como nitrato, fosfato y hierro para mejorar el contenido 

de lípidos en las microalgas, para ello, se analizó la actividad fotosintética y la 

composición de la biomasa en respuesta a estos cambios [24]. Se determinó que 

el contenido de lípidos puede aumentar debido al estrés generado por la limitación 

en algunos nutrientes esenciales como el nitrógeno y fósforo [25]. El agotamiento 

de nitrógeno cambia el flujo de carbono celular para la síntesis de lípidos a partir 

de la síntesis de proteínas, puede aumentar de 20 % a 40 % en virtud de la 

privación de nitrógeno [26]. Sin embargo, un alto contenido de lípidos producidos 

bajo la limitación de nutrientes se asocia generalmente con la baja productividad 

de biomasa. En general, es necesaria una fuente alterna de nitrógeno para 

mantener una alta tasa de crecimiento de las células y el logro de alta densidad 

celular [26, 25]. 
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Después de realizar una revisión bibliográfica pertinente se evidenció la necesidad 

de evaluar una fuente de carbono, nitrógeno y fósforo simultáneamente, por este 

motivo el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la concentración de 

acetato de sodio, nitrato de sodio y fosfato de potasio en la obtención de 

metabolitos de valor agregado a partir de cultivos mixotróficos de Chlorella vulgaris 

UTEX 1803 mediante la modificación de estos nutrientes en el  medio de cultivo 

Bold Basal. 
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1. METODOLOGÍA 

 

 

Figura 1. Metodología Experimental 

 

 

 

1.1 MEDIO DE CULTIVO Y MICROALGA 

 

Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue adquirida en la colección de cultivo de algas de 

la universidad de Texas (Austin, TX, USA). Inicialmente, esta cepa se mantuvo en 

crecimiento en fotobiorreactores  a escala de laboratorio, en medio de cultivo Bold 

basal (MBB), cada litro de medio está compuesto por: (Moles) NaNO3 (2,94x10-3); 

MgSO4.7H2O (3,04x10-4); NaCl (4,28x10-4); K2HPO4 (4,31x10-4); KH2PO4 

ESTUDIO 
BIBLIOGRAFICO  

•Revisión bibliografíca. 

•Análisis de los métodos de cuantificación de carbohidratos, proteínas, lípidos y 
pigmentos. 

DISEÑO DE 
EXPERIMENTOS 

•Se elabora un diseño experimental 33 en el  software STATISTICA 7.1 , original y 2 
replicas. 

 VARIABLES DEL 
MEDIO DE 
CULTIVO 

•Se evalúa la variación  de las condiciones de cultivo (Acetato de sodio, nitrato de 
sodio y fosfato de potasio) 

CUANTIFICACION 
DE METABOLITOS  

•Se realiza mediciones para cada tratamiento los dias 2,5,7,10,12,15  para obtener 
la cantidad de biomasa y los metabolitos producidos (carbohidratos, proteinas, 
lípidos y clorofilas) 

ANÁLISIS 
ESTADISTICO 

• Analizar los datos obtenidos y  las conclusiones pertinentes. 
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(1,29x103); CaCl2.2H2O (1,70x10-4); H3BO3 (1,85x10-4); KOH (5,53x10-4); EDTA 

(1,71x10-4); FeSO4.7H2O (1,79x10-5) y 1 mL de solución de metales Andersen et 

al, [27]. 

 

El medio debe cumplir con las siguientes condiciones: temperatura ambiente 

(23°C), pH neutro, aireación permanente y ciclos luz-oscuridad 12/12 horas, sin 

ningún suministro complementario de CO2 considerándose este cultivo como 

tratamiento control. 

 

 

1.2 FOTOBIOREACTOR 

 

Se usaron botellas de vidrio de 1L de capacidad. En el extremo superior de cada 

uno de los reactores se implementó un sistema de suministro de aire continuo por 

burbujeo (tubo-difusor) con el fin de proveer de aire los cultivos y garantizar que 

todas las células estén expuestas a la luz y los nutrientes del medio. 

 

 

1.3 DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

Con la ayuda de software STATISTICA 7.1, se realizó un diseño de experimentos 

33. El diseño constó de 17 experimentos, cada uno con su original y dos replicas 

(Tabla 1). Las diferencias entre los tratamientos radicaban  en las concentraciones 

de acetato de sodio (36,76; 30; 20; 10 y 3,27 mM), nitrato de sodio (0,32; 0,98; 

1,96; 2,94 y 3,60 mM) y fosfato de potasio (0,19; 0,57; 1,15; 1,7 y 2,11 mM), 

manteniendo la concentración de los demás componentes del medio 

(macronutrientes y micronutrientes) constantes según las especificaciones del 

Medio Bold Basal (MBB). 
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Tabla 1. Diseño experimental de los cultivos de C. vulgaris 

Tratamiento

s 

Acetato de sodio 

(mM) 

Nitrato sodio 

(mM) 

Fosfato potasio 

(mM) 

1 10,00 2,940 0,574 

2 10,00 0,980 1,721 

3 30,00 2,940 1,721 

4 30,00 0,980 0,574 

5 20,00 1,960 1,147 

6 10,00 2,940 1,721 

7 10,00 0,980 0,574 

8 30,00 2,940 0,574 

9 30,00 0,980 1,721 

10 3,27 1,960 1,147 

11 36,73 1,960 1,147 

12 20,00 3,600 1,147 

13 20,00 0,320 1,147 

14 20,00 1,960 0,187 

15 20,00 1,960 2,107 

 

 

1.4 CUANTIFICACIÓN DE BIOMASA 

 

La concentración de biomasa se estimó mediante Densidad Óptica, por lectura de 

la absorbancia a una longitud de onda de 500 nm (densidad óptica) en un 

espectrofotómetro SpectroquantPharo 300 (Merck). La densidad óptica (DO) fue 

correlacionada contra una curva estándar de calibración que correlaciona la 

cantidad de biomasa (g/L) y la absorbancia a 500 nm: 

 

  (   )        (    )        

 

( 1) 
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1.5 CUANTIFICACIÓN DE METABOLITOS 

 

Se realizaron mediciones para cada tratamiento, durante los días 0, 2, 5, 7, 10 y 

15 de cultivo en los que se cuantificó la cantidad de biomasa y el total de cada uno 

de los metabolitos producidos (carbohidratos, proteínas, lípidos y clorofilas). 

 

1.5.1 Cuantificación de Carbohidratos Totales. Se utilizó el método 

colorimétrico fenol-ácido sulfúrico  (Duboiset et al., [28]). Se tomó 1mL de medio 

de cultivo,  a este  se le adicionan 0,5mL de fenol al 5%   y  2,5mL de ácido 

sulfúrico al 95%, seguidamente se homogeniza. 

 

Por último la muestra se midió en un espectrofotómetro (SpectroquantPharo 300, 

Merck) a longitudes de onda de 480nm, 485nm y 490nm para identificar Xilosa, 

Arabinosa, glucosa y Fructosa presentes en la biomasa. Se calculó  el contenido 

de carbohidratos de las muestras en mg de carbohidrato/L. 

 

1.5.2 Cuantificación de Proteínas La extracción de proteínas se desarrolló 

siguiendo el procedimiento de Rausch et al, [29] empleado por Chen & 

Vaidyanathan [30]. En el proceso se centrifugó una alícuota (10mL) del medio de 

cultivo a  3400 rpm durante 20 minutos. Al pellet se le adicionó 1mL 1M de NaOH  

y se extrajo a 80°C por 10 minutos con agitación ocasional. Después de enfriar se 

centrifugó por segunda vez y  el sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo. La 

extracción alcalina fue repetida 3 veces. La última extracción fue calentada a 

100°C por 10 minutos para extraer completamente las proteínas. Las tres 

extracciones fueron combinadas y mezcladas antes del análisis. 

 

El contenido de proteínas totales en el extracto fue estimado usando el método de 

proteínas por reacción de folin [31], empleado por Dorey y Draves [32]. Este 

consistía en  tomar  1mL de las muestras extraídas en un tubo de ensayo de vidrio 

forrado con aluminio, al cual se le agregó 1.4mL d solución Lowry (A-B-C),  con un 
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vórtex  se mezcló  durante  3 min y luego   se dejó incubar  por 20min a 

temperatura ambiente. Pasado este tiempo se adicionó 0,2mL del reactivo de folin 

en solución con agua, el cual se dejó reaccionar por 30 minutos con agitación 

ocasional.  

 

Finalmente  la concentración de proteínas en la muestra se estimó por lectura de 

la absorbancia en un espectrofotómetro SpectroquantPharo 300 (Merck) a una 

longitud de onda de 750nm y  a partir de la  correlación   contra una curva de 

calibración de solución de proteínas estándar (solución de albúmina de suero 

bovino con concentración máxima de 2g/L) se calculó el  contenido de proteínas 

en mg de BSA / L. 

 

1.5.3 Cuantificación de lípidos La cuantificación de lípidos se estimó siguiendo el 

procedimiento de Chen et al [33], que consiste, en realizar la lisis celular, seguida, 

de la saponificación de los lípidos, extracción de FA, y la formación de complejos 

de Cu-FA. Para cada experimento realizado, se tomó 0,05 g de biomasa de los 

días 5, 10 y 15 de cultivo. Esta biomasa se resuspendió en 100µl de Tris-HCl (1M, 

pH 8,0). Seguidamente, de añadió 2.400 µl de reactivo de saponificación (25 % de 

metanol en 1M NaOH) y se añadió aproximadamente 250 mg de perlas de vidrio 

de 0,1 mm (Sigma - Aldrich).Posteriormente, se realizó la ruptura celular mediante 

la agitación con vórtex vigorosa durante 3 min. Luego, se añaden otros 2.500µl de 

del reactivo de saponificación. Después, la mezcla se saponifica en baño maría a 

90°C durante 30 min y se agitó con vórtex cada 5 min para hidrolizar los enlaces 

éster de los lípidos de membrana y triglicéridos [33, 34].  

 

Después de la saponificación, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y 

se tomaron 3.000 µl de la mezcla saponificada y se añadieron a un tubo Eppendorf 

(Eppendorf) que contenía 4.500 µl de una mezcla disolvente de cloroformo y 

metanol (2:01). Después de agitación durante 2 min, las muestras se centrifugan  

a 5.000 rpm durante 2 min. A continuación, se tomó un volumen de 2.500 µl de la 
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fase orgánica y se transfirió a un nuevo tubo Eppendorf que contenía reactivo de 

cobre (9 vol. AQ. 1 TEA M, 1 vol. Ácido acético 1M, 10 vol. 6,45 %w/v de Cu(NO3) 

2.3(H2O). Después de este paso, 1.500µl de la fase orgánica se transfirió 

cuidadosamente a una cubeta de cuarzo y se mide la absorbancia a 260nm 

usando un espectrofotómetro (Spectroquant Pharo 300, Merck). 

 

1.5.4 Cuantificación de clorofilas totales Se tomó 10mL de muestra, se 

centrifugó a 3400 rpm durante 15 minutos (Centrifuga PowerSpin™ MX). Luego se 

extrajo el sobrenadante con el fin de eliminar el medio presente, se adicionó 3 ml 

de etanol al 95% al sedimento. La mezcla se calentó al baño maría durante 10 

minutos a 80°C. Después de enfriar se aforó hasta 5 mL con etanol al 95% y se 

centrifugó nuevamente a 3400 rpm durante 15 minutos para eliminar la biomasa 

libre de pigmento. La concentración de la clorofila a (Ca) y clorofila b (Cb) en el 

sobrenadante se cuantificó al usar el método espectrofotométrico propuesto por 

Jeffrey y Humphrey [35], por lectura de la absorbancia a longitudes de onda de 

645 nm y 663 nm en un espectrofotómetro SpectroquantPharo 300 (Merck). La 

relación de la cantidad de clorofila (a), (b) y (a+b) en el sobrenadante Ca (mg/L), 

Cb (mg/L) y Ca+b (mg/L) con el valor de la absorbancia fue correlacionado de 

acuerdo a las ecuaciones: 

 

  (    )       (    )       (    ) ( 2) 

  (    )       (    )       (    ) ( 3) 

    (    )       (    )       (    ) ( 4) 
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2. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

 

 

La Figura 2, muestra los datos en gramos por gramo de biomasa de proteínas, 

carbohidratos, clorofilas y lípidos para cada una de las pruebas del diseño 

experimental. Se observa que los mayores porcentajes de producción de proteínas 

se obtuvieron alrededor del día 2 del cultivo; sin embargo, el porcentaje más alto 

de biomasa total fue del 60% en el día 5; para carbohidratos en cambio, los 

mayores porcentajes de producción se encuentran alrededor del día 15 de cultivo 

y con un 73% del total de la biomasa. Vale la pena resaltar que de los metabolitos 

estudiados, los mayores porcentajes fueron de carbohidratos. También se 

evidencia una disminución general en la producción de las clorofilas, 

observándose que la producción más alta de este metabolito fue del 10% de la 

biomasa total en el día 15. Finalmente, se puede apreciar que la mayor producción 

de lípidos se obtuvo en los días 5, 10 y 15, alcanzando producciones hasta del 

0,33% de la biomasa total al décimo día, no obstante, los porcentajes de lípidos 

fueron significativamente bajos con relación a los otros metabolitos estudiados.  
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Figura 2. Composición porcentual de metabolitos  de C. vulgaris durante los 15 días de cultivo. 
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2.1 CARACTERIZACIÓN DE LA BIOMASA  

 

En la figura 3 se observa una variación significativa en la concentración de 

nitrógeno en el medio, lo que conlleva a la disminución en la producción de 

biomasa; comprobando los estudios realizados por Illman et al [26]; en donde la 

tasa de crecimiento de C. vulgaris es menor en un medio con limitación de 

nitrógeno.   

 

La mayor producción de biomasa fue de 3,55 g/L en el tratamiento 15 (20 mM de 

acetato, 1,96 mM de nitrato y 2,11 mM de fosfato), este aumento de biomasa se 

podría explicar por la acumulación de compuestos de almacenamiento tales como 

triacilglicerol (TAG) [41]. 

 

Por otra parte, a diferencia de la asimilación de nitrógeno, la absorción de fósforo 

bajo diferentes modos de cultivó mostró una tendencia representativa. Altas 

concentraciones de fosfato (2,11 mM) producen mayor cantidad de biomasa. 

Después del día 10 de cultivo la producción empezó a decaer excepto, para los 

tratamientos 3 y 4 en los que la biomasa continuó creciendo. 

 

Puesto que, minimizar el consumo de fósforo durante la producción de biomasa a 

través de un modo de cultivo adecuado, es la clave para producir más biomasa 

con menos fósforo, resulta importante controlar el cambio en la composición 

química de las células de microalgas durante el crecimiento. Este hecho ha sido 

estudiado por muchos investigadores como por ejemplo, Powell et al., [42], quien 

informó que el contenido celular de fósforo en las microalgas es del 0,41% al 

3,16% en diferentes condiciones de cultivo. 
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Figura 3. Biomasa producida [g/L] para cada uno de los tratamientos 

 

Cada gráfica posee una concentración de nitrato de sodio específica: a). 2,94 mM; 

b). 0,98 mM; c). 1,96 mM; d). 0,32 y 3,6 mM        

 

 

2.2 CARACTERIZACIÓN DE LOS METABOLITOS 

 

2.2.1 Proteínas En la tabla 2, se observa que el mejor porcentaje para proteínas 

es del 60% de la biomasa total y corresponde a 0,63g/L para el tratamiento 3 (30 

mM Acetato, 2,94 mM Nitrato y 1,72 mM Fosfato). En sus estudios Porras & Prada 

[36],  ha evidenciado la presencia del 54% (p/p) de las proteínas en la biomasa 

cultivada en medio Bol Basal al 5o día, comparando este porcentaje con en 

obtenido en esta investigación se presentó un aumento en promedio del 6% [36], 

trabajando con cultivos mixotróficos; Este aumento puede reflejar la tasa de 

actividad metabólica en las células que crecen activamente [30]. 
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Tabla 2. Mayores porcentajes de productividad de proteínas 

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

proteínas 

% 27 25 60 40 23 22 19 14 9 42 4 8 18 13 18 

g/L 0,264 0,160 0,626 0,522 0,435 0,494 0,113 0,197 0,104 0,113 0,065 0,170 0,291 0,311 0,135 

día 5 2 5 7 12 12 2 2 2 2 5 15 12 12 2 

 

2.2.2 Carbohidratos En la tabla 3, se aprecia que el mayor porcentaje de 

producción de carbohidratos se encuentra en el día 15 de cultivo con un 73% de la 

biomasa total, este porcentaje corresponde a 1,02g/L para el tratamiento 5 (20 mM 

Acetato, 1,96 mM Nitrato y 1,15 mM Fosfato), comparado con algunas cepas de C. 

vulgaris que han logrado concentraciones del 55% [37 y 26] y 41% [3] en la 

biomasa, se obtiene un aumento del 18%.  Este aumento o acumulación de 

carbohidratos puede ser causado por la formación de productos de 

almacenamiento fotosintéticos [25]. 

 

Tabla 3. Mayores porcentajes de producción de carbohidratos 

Tratamiento 
 

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

Carbohi-

dratos 

% 33 50 37 67 73 27 57 34 44 72 38 21 41 53 27 

g/L 
0,31

9 

1,18

3 

0,23

4 

1,35

3 

1,01

7 

0,54

4 

0,84

7 

0,79

2 

1,03

7 

1,19

3 

0,56

2 

0,50

7 

0,67

5 

0,53

5 

0,34

6 

día 5 12 2 12 15 15 15 15 12 15 5 12 12 15 5 

 

2.2.3 Clorofílas En la tabla 4, se puede evidenciar una disminución general en la 

producción de las clorofilas, observándose que la producción más alta de este 

metabolito fue del 10% de la biomasa total. La concentración de este metabolito es 

0,105g/L para el tratamiento 15 (20 mM acetato,  1,96 mM de Nitrato y 0,18 mM de 

Fosfato); la disminución en la producción se debe a que las células no solo 

obtuvieron energía y carbono del CO2 presente en el aire, sino de la  fosforilación 

oxidativa del acetato [38]; lo que provoca una inhibición de la fotosíntesis. Vale la 

pena resaltar el hecho de que una fuente de carbono diferente a CO2  puede 

causar una disminución en la tasa fotosintética de la célula afectando así la 

producción de pigmentos [39], los cambios en los niveles de pigmento pueden 

indicar cómo el organismo adopta una nueva estrategia para captar la energía 

luminosa y convertirla en energía bioquímica [30]. 
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Tabla 4. Mayores porcentajes de producción de clorofilas 

Tratamiento 
 

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

clorofilas 

% 6 5 7 6 2 3 6 5 1 9 2 3 1 10 5 

g/L 0,054 0,051 0,166 0,134 0,026 0,022 0,091 0,124 0,013 0,031 0,017 0,065 0,010 0,105 0,038 

día 5 5 12 15 2 2 15 15 2 5 2 15 2 15 2 

 

2.2.4 Lípidos En la tabla 5 se observa que la concentración de lípidos 

correspondiente al 0,34% es 0,0081g/L para el tratamiento 13 (20 mM Acetato, 

0,32 mM Nitrato y 1,15 mM Fosfato). Los carbohidratos y los lípidos suelen ser las 

principales reservas de energía, los cambios en éstos pueden ser un indicativo de 

la forma en que el organismo percibe su entorno y la forma en que se adapta a él 

[30]. El porcentaje de lípidos obtenido es bajo comparado con estudios realizados 

por Porras & Prada [36], en los cuales se alcanzan presencias de éste metabolito 

del 21% con un medio de cultivo Bol Basal modificado con nitrato de sodio y 

acetato de sodio [36].  

 

Tabla 5. Mayores porcentajes de producción de lípidos 

Trata-

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

lípidos 

% 0,19 0,22 0,25 0,21 0,26 0,26 0,28 0,24 0,25 0,22 0,28 0,33 0,34 0,33 0,32 

g/L 0,0019 0,0024 0,0026 0,0043 0,0049 0,0030 0,0028 0,0065 0,0058 0,0051 0,0049 0,0092 0,0081 0,0122 0,0118 

día 5 5 5 12 12 5 5 12 12 12 10 10 10 10 10 

 

La determinación del contenido oleaginoso de las microalgas resulta complicada a 

causa de las diversas condiciones de cultivo; generalmente constituyen del 20 al 

50% del peso seco en las microalgas. Estos porcentajes pueden variar si se 

presentan condiciones como: el crecimiento en ambientes adversos o bajo 

situaciones de estrés, éstos provocan el incremento de la fracción lipídica, aunque 

en detrimento de la productividad lipídica del cultivo [40].  

 

Las respectivas modificaciones de nitrato, fosfato y acetato en el medio de cultivo 

permite variar considerablemente la proporción en los metabolitos celulares de 

interés (carbohidratos, proteínas, clorofilas y lípidos), esto nos permite separar y 

seleccionar los tratamientos que cumplan con mejorar la producción de los 
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metabolitos deseados (Tabla 6) y de esta manera cumplir el objetivo establecido 

para este proyecto.  

 

Tabla 6. Resumen de las características de los mejores tratamientos para 

cada metabolito de interés (proteínas, clorofilas, carbohidratos y lípidos). 

TRATAMIENTO DÍA METABOLITO 
CONCENTRACIÓN 

[g/L] 

PORCENTAJE 

[g/g] 

NUTRIENTES DEL MEDIO 

Acetato 

[mM] 

Nitrato 

[mM] 

 

Fosfato 

[mM] 

3 5 PROTEÍNAS 0,63 60% 30 2,94 1,72 

14 15 CLOROFÍLAS 0,11 10% 20 1,96 0,19 

5 15 CARBOHIDRATOS 1,02 73% 20 1,96 1,15 

13 10 LÍPIDOS 0,01 0,34% 20 0,32 1,15 
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3. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 

Para determinar la influencia de las variables acetato de sodio, nitrato de sodio 

(Nitrógeno) y fosfato de potasio (fósforo),  sobre los datos obtenidos en el diseño 

de experimentos, se realizaron los diagramas de pareto determinando la influencia 

significativa positiva o negativamente  de éstas variables en  la producción de 

metabolitos (Figuras 4, 6, 8 y 10), es decir, algunas de las variables mencionadas 

anteriormente tienen mayor incidencia sobre las otras de acuerdo al metabolito 

que se esté analizando; esta significancia se aprecia cuando las variables cruzan 

el umbral (línea punteada de color rojo) con un valor p<0,05.  

 

Los diagramas de superficie de respuesta (figuras 5, 7, 9 y 11)  se realizaron de 

acuerdo a los datos arrojados por los diagramas de pareto manteniendo constante 

en cada uno, las mejores condiciones acetato de sodio, nitrato de sodio y fosfato 

de potasio, para observar el efecto que tienen las interacciones entre las variables 

significativas con respecto a cada uno de los metabolitos evaluados. En el 

diagrama se diferencian dos zonas que representan la mayor (Gama de rojos) o 

menor (Gama de verdes) producciones cuantificadas. 

 

 

3.1 PRODUCCIÓN DE CARBOHIDRATOS 

 

En la figura 4, se observa que la variable acetato de sodio,  es significativa para la 

producción de carbohidratos, mientras que las demás variables no representan 

variaciones importantes para este metabolito. De manera que, a menor 

concentración de acetato de sodio,  la producción de carbohidratos se hace mayor 

(figura 5); obteniendo concentraciones de hasta 1 g/L. 
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Figura 4. Diagrama de Pareto para la producción de carbohidratos 

 

 

La figura 5, muestra que el modelo propuesto es selectivo para la producción de 

carbohidratos. Sin embargo, es necesario suministrar concentraciones promedio 

de acetato (20 mM), nitrato (1,96 mM) y fosfato (1,08 mM) para obtener altas 

concentraciones de este metabolito. Según Barajas-Solano et al. [10] el uso de 

acetato de sodio es problemático debido a que su efecto es dependiente de la 

concentración. Algunos autores como Quiao y Wang, [19]; Jeon et al, [21] y 

Degrenne et al [22] encontraron que las concentraciones por encima de 1g/L 

pueden causar la inhibición del crecimiento debido a intoxicación [10]. 

 

También, vale la pena resaltar que cuando el nitrógeno se agota del medio de 

cultivo, la célula utiliza el nitrógeno restante en enzimas y estructuras celulares 

esenciales y una parte del contenido de dióxido de carbono se convierte en lípidos 

y carbohidratos [43]. 
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Figura 5. Superficie de respuesta para la producción de carbohidratos. 

 

 

 

3.2 PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS 

 

En el diagrama de Pareto para la producción de proteínas (Figura 6), se observa 

que en los experimentos cultivados no hay variables significativas para la 

producción de este metabolito. Esto se debe a que el modelo propuesto no es 

selectivo para la producción de proteínas ya que, las concentraciones de 

nutrientes proporcionadas al cultivo no son apropiadas.  
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Figura 6. Diagrama de Pareto para la producción de proteínas 

 

 

La superficie de respuesta para la producción de proteínas (Figura 7) muestra, que 

la mayor producción (1g/L), se obtiene con 36,73 mM de acetato; 3,6 mM de 

nitrato y 2,11 mM de fosfato. Sin embargo, pueden obtenerse concentraciones 

superiores de proteínas usando concentraciones más altas de acetato, nitrato y 

fosfato. Fábregas et al [44] realizó estudios en los que se evidenció una variación 

en la concentración de nitrato de sodio influye en la producción de proteínas, de 

manera que la producción de este metabolito siempre es alta usando nitrato como 

fuente de nitrógeno pero es proporcional a la concentración que se utilice de este 

nutriente [44].  
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Figura 7.  Superficie de respuesta para la producción de proteínas.  

 

 

 

3.3 PRODUCCIÓN DE CLOROFILAS 

 

En el diagrama de Pareto para la producción de clorofilas (Figura 8), se observa 

que en los experimentos realizados no hay variables influyentes para la 

producción de clorofilas ya que, no se usaron las proporciones adecuadas de 

nutrientes. No obstante, la producción de clorofilas puede mejorarse empleando 

concentraciones de acetato superiores a 36,73mM y concentraciones tanto de 

fosfato como de nitrato inferiores a 0,19mM y 0,32mM respectivamente (figura 9). 
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Figura 8. Diagrama de Pareto para la producción de clorofilas 

 

 

La superficie de respuesta para la producción de clorofilas de los cultivos (Figura 

9) muestra, que la mayor producción (0,25g/L), se obtiene a altas concentraciones 

de acetato y bajas concentraciones de fosfato y nitrato. Bajo ciertas condiciones, 

las microalgas pueden acumular elevadas concentraciones de pigmentos, sin 

embargo, la producción de clorofilas se ve afectada con cualquier variación en los 

nutrientes [44]. 

 

Figura 9. Superficie de respuesta para la producción de clorofilas.  

 



39 

3.4 PRODUCCIÓN DE LÍPIDOS 

 

En la figura 10, se observa que no hay variable significativa para la producción de 

lípidos; los nutrientes no representan variaciones importantes para este 

metabolito. Además, La superficie de respuesta (figura 11), demuestra que la 

mayor  producción de lípidos posible (0,014g/L), se obtiene a con altas 

concentraciones tanto de acetato (36,73mM) como de nitrato (3,6mM) y bajas 

concentraciones de Fosfato (0,19mM). 

 

En estudios realizados por Barajas-Solano et al., [10], se demostró que la 

regulación apropiada de la cantidad de carbono (en este caso acetato de sodio) y 

nitrógeno no sólo puede aumentar la producción de biomasa, sino también 

promover la deposición de ciertos metabolitos tales como lípidos [10]. Los 

resultados obtenidos en esta investigación respaldan esta afirmación de manera 

que, para este estudio altas concentraciones tanto de acetato como de nitrato 

favorecen la formación de lípidos; sin embargo, la variación simultanea de acetato, 

nitrato y fósfato provocaron una disminución general de este metabolito 

comparada con otros estudios realizados por Porras & Prada [36].  

 

Figura 10. Diagrama de Pareto para la producción de lípidos 
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La limitación de fosfato provoca acumulación de altas cantidades de lípidos; sin 

embargo, el crecimiento celular deficiente conduce a una baja producción de este 

metabolito. Por lo tanto, es importante establecer medio y condiciones de cultivo 

apropiadas de cultivo para obtener una producción óptima de lípidos [45]. 

 

Figura 11. Superficie de respuesta para la producción de lípidos.  
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4. CONCLUSIONES 

 

 

 Es necesario suministrar concentraciones promedio de acetato, nitrato y fosfato 

para obtener altas concentraciones de carbohidratos; el mayor porcentaje de 

producción de este metabolito se encuentra en el día 15 de cultivo con un 73% 

de la biomasa total, este porcentaje corresponde a 1,02g/L para el tratamiento 

5 (20 mM Acetato, 1,96 mM Nitrato y 1,15 mM Fosfato). 

 Agregando 36,73 mM de acetato; 3,6 mM de nitrato y 2,11 mM de fosfato se 

logra obtener hasta 1 g/L de proteínas. Sin embargo, el mejor porcentaje de 

proteínas obtenido en esta investigación fue del 60% y corresponde a 0,63g/L 

para el tratamiento 3 (30 mM Acetato, 2,94 mM Nitrato y 1,72 mM Fosfato). 

 Con altas concentraciones de acetato y bajas concentraciones de fosfato y 

nitrato se consigue una producción de clorofilas de 0,25 g/L. Se logró un 10% 

de este metabolito correspondiente a una concentración de 0,105 g/L para el 

tratamiento 15 (20 mM acetato,  1,96 mM de Nitrato y 0,18 mM de Fosfato) 

 La mayor producción de lípidos posible (0,014g/L), se obtiene a con altas 

concentraciones tanto de acetato (36,73mM) como de nitrato (3,6mM) y bajas 

concentraciones de Fosfato (0,19mM). Se alcanzó una concentración de 

lípidos del 0,34% correspondiente a 0,0081g/L para el tratamiento 13 (20 mM 

Acetato, 0,32 mM Nitrato y 1,15 mM Fosfato). 

 A pesar que el diseño no es selectivo para proteínas, lípidos y clorofilas, se 

pueden realizar modificaciones en la concentración de nutrientes en el medio 

de cultivo, con fin de obtener mayor producción de alguno de estos 

metabolitos.  

  



42 

 

5. RECOMENDACIONES 

 

 

 Se recomienda usar otras concentraciones de acetato de sodio, nitrato de 

sodio y fosfato de potasio para la producción de clorofilas y lípidos ya que, las 

empleadas en este estudio no son apropiadas para la producción de estos 

metabolitos.  
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