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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO Y EL TIEMPO DE CULTIVO EN
LA DEPOSICION FINAL DE METABOLITOS EN Chlorella Vulgaris UTEX 1803*

AUTORES:

TAMARA Guevara Angie Tatiana**

PALABRAS CLAVE:Chlorella vulgaris, Biomasa, cultivo mixotrofico.

En este trabajo se estudio el efecto de la relacion carbono/nitrégeno y el tiempo del cultivo en la
concentracién de proteinas, carbohidratos, clorofilas y lipidos en Chlorella vulgaris UTEX 1803;
para lograr esto, se realizaron cultivos mixotréficos utilizando modificaciones en la concentracion
inicial de CH;COONa (5, 10 y 20mM), y NaNO; (0.97, 1.94 y 2.94mM). Los tratamientos fueron
realizados a 23+1°C, con ciclos luz-oscuridad 12h: 12h durante 5 dias. Se encontré que ademas de
la relacién carbono/nitrégeno, el tiempo influye en la concentracion de metabolitos; la mayor
concentracion de biomasa se encontrd en el tratamiento T9 con una produccion de 3.89 g/L a los
10 dias del cultivo; en cuanto a la obtencion de carbohidratos y proteinas el mejor escenario fue el
cultivo control con una produccion de 0.092 g/L y 0.56g/L respectivamente al quinto dia de cultivo.
El decimo dia fue el mas productivo para lipidos y pigmentos, durante este dia del tratamiento T7
se recuperaron 0.5g/L de lipidos; mientras que del tratamiento autotrofico control se obtuvo una
produccion de 0.734 g/L de clorofilas. Se encontrd que a incrementar la relacién carbono/nitrégeno,
es posible mejorar las productividades de biomasa, carbohidratos y proteinas en los cultivos, sin
embargo esto se ve afectado por los dias de cultivo. El déficit de nitrégeno aumento la produccion
de lipidos en el tratamiento T7.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Ph.D. KAFARQV Viatcheslav

11



ABSTRACT

TITLE: EFFECT OF CARBON / NITROGEN RATIO AND CULTURE TIME IN Chlorella vulgaris
UTEX 1803'S METABOLITES DEPOSITION *

AUTHORS:

TAMARA Guevara Angie Tatiana **

KEY WORDS:Chlorella vulgaris, biomass, mixotrophic culture.

In this research, was study the effect of carbon/nitrogen ratio and cultivation time in proteins,
carbohydrate, chlorophyll and lipids concentration in Chlorella vulgaris UTEX 1803; for do that, we
realized mixotrophic cultures using modifications in the initial concentrations of CH3COONa (5, 10 y
20mM), and NaNO3 (0.97, 1.94 y 2.94mM).. The treatments’ was realized at 23+1°C, with light-dark
cycles 12h: 12h during 5 days. Was found that not only the carbon/nitrogen ratio have influence in
the metabolites concentration, the time also is a important factor; the highest biomass
concentration was found in the treatment 9 with value of production of 3.89 g/L at 10 days of
cultivation. In relation with the obtaining of carbohydrate and proteins, the best scenery was the
control culture with a production of 0.092 g/L and 0.56 g/L respectively at day number 5 of
cultivation. The tenth day was the most productive day for lipids and pigments, during this day of
treatment T7 was recovered 0.5 g/L of lipids; while in the control treatment autotrophic was
obtained a production of 0.734 g/L of chlorophylls. Was found at increase the carbon/nitrogen
relation, is possible improve the biomass production (carbohydrates, and proteins) in the cultures;
however that is affected for the number of days of cultivation. Nitrogen deficiency increase lipid
production in the treatment T7.

*Thesis
**Faculty of Sciencies. Biolgy Department. Director: Ph.D. KAFAROV Viatcheslav
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INTRODUCCION

En los dltimos afios, los combustibles alternativos han adquirido gran importancia
debido al rapido agotamiento de las reservas de petréleo y al deterioro de los
ecosistemas (Chisti, 2007; Song et al, 2008; Meng et al., 2008). La tendencia
mundial es reducir al maximo el uso de combustibles fosiles y reemplazarlos con
biocombustibles que sean renovables, amigables con el ambiente y que ademas
posibiliten la captura de CO,; una alternativa energética que ha resultado muy

atractiva en afnos recientes es el biodiesel (Donohue & Cogdell, 2006).

Dentro de los organismos propuestos para la produccion de biodiesel, las
microalgas se perfilan como una alternativa viable, ya que algunas especies
poseen altos contenidos de lipidos transesterificables, no compiten con la
produccion de alimentos ya que no requiere de grandes extensiones de tierra y
puede utilizar tierras no cultivables (Chisti, 2007; Williams, 2007; Song et al.,
2008). El biodiesel obtenido a partir de estos microorganismos es biodegradable,
renovable, no contribuye a la liberacion de sulfuro a la atmésfera y genera menos
contaminantes gaseosos que los combustibles fésiles convencionales (Vicente et
al, 2004; Pinto et al., 2005); ademas, la quema de éstos Uultimos estd asociada al

calentamiento global (Gavrilescu & Chisti, 2005).

Las microalgas constituyen un amplio y diverso grupo de microrganismos
fotosintéticos capaces de crecer en diversos hdbitats, bajo un amplio rango de
temperaturas, pH vy disponibilidad de nutrientes (Chisti, 2007); las microalgas
oleaginosas contribuyen de manera importante a la fijacion de CO, y pueden ser
utilizadas para producir una amplia gama de biocombustibles como el biodiesel,
bioetanol y biometanol (Schenk et al., 2008), ademas de que producen
metabolitos secundarios con aplicacion en la industria farmaceéutica, para

complementos nutricionales, acuicultura y cosmetologia (Spolaore et al., 2006).
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Actualmente, el método de cultivo mas comun es el autotréfico (Fig. 1); En este,
las células emplean la energia luminica y usan el CO, como fuente de carbono
(Pérez-Garcia et al., 2011).

6!0{0&51 COx /Calvin \

Starch e=Glucose s 3-PGA/, cycle

M#ochondrion

Galactolipids Pyrir;/ater-- - ' « Oxaloacetate
| pom-Col A TeA eyl
Phospholi § ; ’ ycle
! P . 16.C18-CoA CoA -

Pﬁosphoh s == Phosphatidic acid

Diacyiglycerol

Protein

Triacylglycerol

©

Figura 1 Metabolismo cultivo autotrofico Chlorella vulgaris Fuente: Deng et al,
2011.

Aunque las microalgas pueden usar la luz eficientemente, el crecimiento en
cultivos a gran escala es lento debido a la limitada penetracion de la luz causada
por el grosor de la columna de agua y las altas densidades celulares (Suh & Lee,
2003; Wen et al., 2003); sin embargo algunas especies tienen la capacidad de
aprovechar sustratos organicos para la biosintesis y mantenimiento celular, y no
estan restringidas por procesos fotosintéticos; por tanto, la adicion de ciertos
compuestos de este tipo, puede suministrar la energia adicional necesaria en
situaciones de limitacion de luz (Martinez et al., 1997) (Fig. 2). Estos tipos de
cultivos son denominados mixotroficos y pueden asimilar simultineamente CO, y
la fuente de carbono organico, permitiendo que tanto el metabolismo fotosintético

y respiratorio operen al mismo tiempo (Kaplan et al., 1986; Lee, 2004).
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Figura 2. Metabolismo Chlorella vulgaris en presencia de fuente de Nitrégeno y
fuente de carbono organico. Fuente: Deng et al, 2011.

Los cultivos deben ser econémicamente viables, para esto se requiere de una
fuente de carbono de bajo costo y el conocimiento de cuales concentraciones son
las mas favorables (Jeon et al.,, 2006), ya que ciertas concentraciones pueden
incrementar las tasas de crecimiento y obtencion de biocompuestos (Martinez &
Orus, 1991; Chisti, 2007; Chisti, 2008; Liang et al., 2009) mientras que otras
resultan inhibitorias y toxicas para las microalgas (Orosa et al., 2001; Jeon et al.,
2006).

Entre los principales géneros de interés comercial se encuentra Chlorella, la cual
posee una de las tasas de crecimiento mas rapida (Converti et al, 2009) vy
constituye una fuente importante de biomasa para la produccién de biodiesel de
tercera generacion y productos derivados de la extraccion de carbohidratos y
pigmentos (Becker, 2004); sin embargo, el proceso de obtencion del mismo es

poco rentable (Jeon et al., 2006).

Mediante el cultivo mixotréfico de C. vulgaris se integran algunas ventajas de las
configuraciones autotroficas y heterotroficas al tiempo que se superan las
dificultades asociadas a estas dos formas de cultivo (Yuan-Kun et al., 1996); las
ventajas estan relacionadas con un incremento significativo en la tasa crecimiento
y productividad debido a una alta incorporacién de carbono organico dentro de la

célula, en particular en la formacién de metabolitos como: lipidos, polisacéaridos y
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proteinas (Harris & James, 1969; Martinez et al.,1997); esto es especialmente
importante, pues se han reportado aumentos de hasta cinco veces en
comparacién con microalgas cultivadas autotréficamente (Syrett et al., 1963).

Sumado a esto, cuando las microalgas son sometidas a condiciones de estrés
impuestas por estimulos ambientales, fisicos (temperatura e intensidad luminosa)
y quimicos (deficiencia de nitrogeno, fésforo, azufre y silicio, salinidad y pH del
medio de cultivo), solos 0 en combinacion, puede ocurrir sintesis y acumulacion de
triglicéridos (Rodolfi et al., 2009), acompafiada de alteraciones en la compaosicion
de lipidos y acidos grasos. La carencia de nitrdgeno, es respecto a los nutrientes
el factor que mas afecta la produccién de lipidos (Fig. 3) (Li et al., 2008; Mendoza
et al., 2008; Gouveia & Oliveira, 2009).

e )

Chioroplast COxy /Caivin

Starch seGlucose a2 3-PGA! cycle Metochondrion ( Starch ==Glucose sz i3 cycle Mitochondrion
d ¥ Oxaloacetate
Galactohpds Pyruvate s () wofes OralodCetale Galactolipids ryvate === @ - (=
1 b ] e | "o . . A .
Acely-CoA ~mmmmit-ACetNT TCAcycle Acety-CoA < _J ACetINGY TCAcycle
Phospholipids CoA Phospholipids CoA

C16-C18-CoA L 2 C16-C18-CoA

Phospholipids = Phosphatidic acid

Proteins et al

Phospholipids = Phosphatidic acid

Protein

n Glyoxysome
Diacyiglycerol Glyoxytate Diacylglycerol Glyoxylate
Triacylglycerol cycle o

Triacylglycerol

- L L °)
Acetate Acetate

Figura 3. Metabolismo Chlorella vulgaris. A. En presencia de fuente de Nitrégeno y
fuente de carbono orgénico. B. En presencia de fuente de carbono organico y
ausencia de fuente de nitrégeno. Fuente: Deng et al, 2011.

Con respecto a la produccion de carbohidratos, son pocos los estudios con
respecto al entendimiento de sus propiedades y los procesos asociados a la
utilizacién de estos en productos consumibles; algunos de estos estudios evalGan
el efecto de diferentes niveles de CO, en las concentraciones de carbohidratos y
la composicion de la pared celular, lo cual puede variar con respecto a la cepa
utilizada (Izumo, et al., 2007). En otros estudios Chlorella ha sido investigada
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como un nuevo recurso alimenticio (ya que una célula de Chlorella contiene cerca
de 50% de proteinas, 5% de clorofila y un gran nimero de vitaminas y carotenos)
para utilizarse en las poblaciones humanas pobres de todo el mundo y para
proveer comida y oxigeno en viajes al espacio y en submarinos (Lee, 1995).
Segun se ha documentado, posee beneficios terapéuticos, como la capacidad de
desintoxicar al organismo de metales pesados como el Hg, el Cd y el Pb entre
otros quimicos, que son contaminantes agregados a insecticidas o plasticos.
Ademas se piensa que posee la capacidad de prevenir el cancer (Konishi et al.,
1996). En cuanto a la produccién de pigmentos, comparada con otras microalgas,
Chlorella tiene una alta concentracion de clorofila, asi que su capacidad de
fotosintesis es muchas veces mayor, estas caracteristicas la convierten en una
fuente de ideal de este metabolito, el cual puede ser aprovechado con fines

cosmeéticos y farmacéuticos (Kanno & Kazie, 2005).

En estudios anteriores se ha evaluado el efecto del estrés generado a partir del
hambreamiento del carbono y nitrdgeno en las microalgas (Deng et al., 2011), sin
embargo el comportamiento de estas ante la restriccibn de nutrientes es
considerablemente variante y por tanto, no ha sido posible establecer una
tendencia generalizada entre las especies estudiadas (Gouveia & Oliveira, 2009);
Aunque los cambios fisico-quimicos inciden considerablemente en la produccion
de metabolitos, no se ha determinado el grado de la influencia de parametros
como el tiempo sobre la misma. Por esto, este trabajo se enfoca en evaluar las
condiciones Optimas para el cultivo y la incidencia del tiempo en la productividad
de proteinas, lipidos, pigmentos y carbohidratos en la microalga C. vulgaris UTEX
1803.
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1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

1.1 Descripcion del proceso metodologico

seguimiento durante los
dias 5, 10y 15de los
cultivos

Preparacion de los Inoculacion de Chlorella
medios de cultivo vulgaris UTEX 1803

cuantificacion de la
biomasa, carbohidratos, evaluacion de la
proteinas, clorofilas y productividad de cada
lipidos presentes en los uno de los tratamientos
cultivos

Figura 4. Descripcion del proceso metodologico.

1.2 Microalga y Condiciones de Crecimiento

La microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la coleccion de cepas
proveniente de la Universidad de Texas (Austin, Texas, USA); se cultivd en medio
Bold Basal, cuya composicion en g/l es: NaNOs (2,94 X 107%), MgS0,.7H,0 (3,04
X10%) NaCl (4,28 X 10™), K.HPO, (4,31 X 10™), KH,PO4 (1,29 X 107%), CaCl,.2H,0
(1,70 X 10 y micronutrientes (g/l) ZnS0..7H,0 (3,07 X 10°), MnCl,.4H,0 (7,28
X 10°°), MoO3 (4,93 X 10°), CuS04.5H,0 (6,29 X 10°), Co(NO3),.6H,0 (1,68 X 10°
%), H3BO3 (1,85 X 10™), EDTA (1,71 X 10™), KOH (5,53 X 10™), FeS0,4.7H,0 (1,79
X 107).

Se utilizaron reactores cilindricos tipo airlift con un diametro interno de 14cm y
35cm altura con un volumen del cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron a un

sistema de aireacion por burbujeo para la inyeccion de aire con un flujo de 2 L/min.

18



Con el fin de maximizar la productividad de los diferentes metabolitos en Chlorella
vulgaris UTEX 1803, se probaron diferentes relaciones carbono/nitrégeno en
condiciones mixotréficas. Se utilizdé acetato de sodio grado industrial obtenido en
laboratorios Leon (Bucaramanga); Se realizo un disefio de experimentos en el cual
se variaron las concentraciones tanto de nitrato de sodio como de la fuente de
carbono (Tabla 1). Cada uno de los experimentos (incluyendo el control) se
realizaron por triplicado durante quince dias, en ciclos de luz: oscuridad de 12:12 y
un flujo de aire de 2 L/min filtrado utilizando filtro de membrana de 0,2 um; el pH
inicial, temperatura e intensidad luminica fueron 6,5 +1, 23 +1°Cy 480 = 1 ymol
fotones/m?s. Se agregdé un volumen de in6culo suficiente para lograr una
concentracion celular inicial de aproximadamente 0,4 g/l (peso seco), esto se logro
controlando la densidad 6ptica inicial (aproximadamente 0,8 de absorbancia a 500

nm) utilizando un espectrofotometro (Spectroquant Pharo 300 Merck).

Tabla 1. Tratamientos y sus restricciones nutricionales.

Acetato de Sodio

5mM 10 mM 20 mM
Nitrato 1,03 mM T1 T2 T3
de Sodio 1,47 mM T4 T5 T6
2,94mM T7 T8 T9

1.3 Cuantificacion de la Biomasa algal

Se tomo una muestra de 5 mL de cada uno de los tratamientos durante los dias O,
5, 10 y 15 del cultivo, posteriormente se midié la densidad Optica de cada muestra
a una longitud de onda de 500nm en un espectrofotometro Spectroquant Pharo
300 (Merck). La densidad optica fue correlacionada con la cantidad de biomasa

(g/L™) utilizando la ecuacion 1:

Cy(g/l) = 1,316+ (D0)g5, + 0,173 (1)
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1.4 Cuantificacion de Carbohidratos

La cuantificacion de carbohidratos se realizo utilizando el método colorimétrico
fenol-acido sulfurico (Dubois et al, 1956). Para esto se tomo una muestra de 1 mL
de cada cultivo y se centrifugo (Centrifuga DYNAC) por 20 min a 3400 rpm,
separandose la biomasa de la fase liquida. Se extrajo la clorofila presente en la
muestra mediante la adicion de 10 mL de Etanol, se calento durante 10 minutos a
bafio maria (80°C) y se centrifugo nuevamente por 20 min a 3400 rpm. Luego se
obtienen dos fases, la fase liquida corresponde al extracto con pigmentos y el
precipitado a la biomasa libre de pigmentos. Con el fin de evitar que el color de los
pigmentos altere la medicion, se le adiciono 0,3 gr de Carbdn activado a la fase
liquida, se agito por unos segundos Yy luego se filtro. A cada fase se le adiciono 1
mL de fenol al 5% y 5 mL de Acido sulfurico al 95.5%. Finalmente cada una de las
muestras fue transferida a celdas colorimétricas y se midi6é la absorbancia a 480
nm para la identificacion de pentosas y 490 nm para hexosas, en un

espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck).

1.5 Cuantificacion de Proteinas

La extraccion de las proteinas en los cultivos se realizo siguiendo el procedimiento
de lllman, et al (2000) y el contenido de proteinas totales fue determinado
espectrofotométricamente utilizando el método de Biuret, para esto se tomo una
muestra de 10 mL de cultivo la cual se centrifugo (Centrifuga DYNAC) durante 15
minutos a 3400 rpm. Posteriormente se descarto el sobrenadante y el precipitado
se re suspendié en 1ml de NaOH 1M, esta mezcla fue centrifugada a 3400 rpm
durante 15 minutos, este procedimiento fue realizado dos veces. Finalmente, para
determinar el contenido de proteinas totales (Dorey y Draves, 1998) se tomo el
sobrenadante y se le agregd 5 mL de Biuret, dejando reaccionar la mezcla durante
20 minutos, seguidamente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 540
nm en un espectrofotbmetro Spectroquant Pharo 300 (Merk). La curva de
calibracion fue preparada usando ovoalbumina con una concentracion maxima de
2 g/L.
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1.6 Cuantificacién de Clorofilaay b

Para determinar la cantidad de clorofila total se tomaron 10 mL de la muestra, se
centrifugo a 3400 rpm durante 15 min (Centrifuga DYNAC) para posterior
extraccion del sobrenadante. La biomasa resultante fue suspendida en 3 mL de
etanol al 95%, esta mezcla se llevo a calentamiento en bafio de maria durante 10
min a 100°C. Al enfriarse se le agregaron 2mL adicionales de etanol y se
centrifugo bajo las condiciones anteriormente mencionadas con el fin de eliminar
la biomasa libre de pigmentos. Finalmente, se cuantifico clorofila a (C,) y clorofila
b (Cp,) midiendo la absorbancia a longitudes de onda de 664 y 649 nm en un
espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 (Merck) y se aplicaron las ecuaciones

2y 3, propuestas por Wrolstad et al, (2005):

¢, (pg/ml) = 13,36A,55 4 — 219404 ¢ (2)

1.7 Cuantificacién de Lipidos

La cuantificacion de los lipidos en los cultivos fue realizada siguiendo el protocolo
Soxhlet con hexano, modificado por el centro de investigacién CIDES, Para llevar
a cabo este procedimiento, se secaron 10g de biomasa, durante un periodo de
12h a 200°C, después se homogenizé la biomasa usando un mortero y se llevo al
horno durante 3h a una temperatura de 125°C. Finalmente, se pesaron 5g de
dicha biomasa y se envolvieron en papel de filtro (tamafio de poro de 90mm), este

montaje ingreso al soxhlet y permanecio alli durante 16h.

1.8 Cuantificacion del consumo de Nitrogeno

Para la cuantificacion de Nitrdgeno (NO3-N) se utiliz6 el método de muestreo por
espectrofotometro ultravioleta el cual se encuentra consignado en el Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater, 20th edition (Clesceri et al,
1999). Para esto se tomaron 50 ml de medio de cultivo libre de células y se agrego

1 ml de solucion de HCI 1 N y se agita vigorosamente, después de 10 minutos, la
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muestra se leyo a 220 y 275 nm. Los valores fueron reemplazados en la ecuacion
4.

valor corregido = (2x A,5) — Ay (4)

1.9 Analisis estadistico

La toma de datos se realizo por triplicado durante la mafiana y la tarde de los dias
0, 5, 10 y 15 del cultivo; Los resultados se analizaron estadisticamente utilizando
el software R version 2.14.1, evaluandose la normalidad de los datos usando el
Test Shapiro Wilks. Posteriormente se evalué la relaciébn entre las variables
usando ANOVAS de dos vias con un limite de confianza del 95% (Parker, 1980).

2. RESULTADOS

2.1 Efecto de la relacion Carbono/Nitrogeno y el tiempo de cultivo en la
productividad de la biomasa

En la tabla 2 se observan las concentraciones de biomasa encontradas en cada
uno de los tratamientos en los dias 0, 5, 10 y 15 de cultivo. La concentracion de
biomasa en los tratamientos T3 (3.57 g/L), T6 (3.55 g/L) y T9 (3.24 g/L) durante el
quinto dia de cultivo fue mayor con respecto a los otros tratamientos durante ese
mismo dia. La concentracion mas alta de biomasa se encontrd el decimo dia del
tratamiento T9 (3.83 g/L).

Tabla 2. Concentracion de biomasa (g/L) en funcion de la relacién

Carbono/Nitrégeno y el tiempo de cultivo en Chlorella vulgaris UTEX 1803.

Tiempo de cultivo (Dias)

Tratamiento 0 5 10 15
T1 1.35 1.62 1,94 2.49
T2 1.35 2.29 2.65 2.61
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T3 135 357 315 256

T4 135 093 185 2.69
T5 1.35 128 203 290
T6 1.35 355 269 287
T7 135 189 236 254
T8 135 216 3.01 219
T9 135 324 383 277
Control 135 112 184 243
Valor estadistico (p) - 0.043 0.928 0.0798

Con base en el analisis estadistico se infiere que la concentracion de biomasa

mostro mayores diferencias entre tratamientos el quinto dia de cultivo (p= 0.043).

2.2 Efecto de la relacion Carbono/Nitrogeno y el tiempo de cultivo en la
productividad de Carbohidratos

La mayor concentracién de carbohidratos se encontr6 en el cultivo control (0.217

g/L). Con respecto a los tratamientos, el T3 (0.0939 ¢g/L) y T5 (0.0928 g/L)

permitieron recuperar la mayor cantidad de este metabolito (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracion de Carbohidratos (g/L) en funciébn de la relacién
Carbono/Nitrogeno y el tiempo de cultivo en Chlorella vulgaris UTEX 1803.

Tiempo de cultivo (Dias)

Tratamientos 0 5 10 15

T1 0.0303 0.0249 0.0679 0.0276
T2 0.0303 0.0113 0.0208 0.045

T3 0.0303 0.0313 0.0544 0.0939
T4 0.0303 0.0617 0.0359 0.0426
T5 0.0303 0.0928 0.0359 0.0426
T6 0.0303 0.0585 0.0716 0.0412
T7 0.0303 0.0319 0.073 0.0305
T8 0.0303 0.0479 0.0515 0.0471
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T9 0.0303 0.0571 0.0553 0.0449
Control 0.0303 0.1607 0.0452 0.0536
Valor Estadistico (p) - 0.0014 0.217 0.0067

En los dias 5 (p=0,0014) y 15 (p=0,0067) del cultivo se encontraron diferencias en
cuanto a la deposicion de carbohidratos.

Al evaluar la composicion de la biomasa se encontré6 que el tratamiento control
estaba compuesto en un 14% por carbohidratos. La biomasa proveniente de los
tratamientos mixotroficos tuvo una reduccion de minimo el 50 % con respecto al
control (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de carbohidratos presentes en la biomasa.

. BIOMASA CARBOHIDRATOS CARBOHIDRATOS
TRATAMIENTO DIA

g/l g/l %
T3 15 2.5600 0.0939 4
T5 5 1.2813 0.0928
T2 15 2.6059 0.0450
T8 10 3.0115 0.0515
CONTROL 5 1.1173 0.1607 14

2.3 Efecto de la relacion Carbono/Nitrégeno y el tiempo de cultivo en la
productividad de Proteinas

La mayor concentracion de proteinas se recupero en el cultivo control (0.5886

g/L). Entre los tratamientos se destacaron T8 (0.5644 g/L), T1 (0.4646 g/L)y T2

(0.5153 g/L) por sus altas concentraciones de proteinas (Tabla 5).
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Tabla 5 Concentracidbn proteinica (g/L) en funcion de la relacién
Carbono/Nitrogeno y el tiempo de cultivo en Chlorella vulgaris UTEX 1803.

TIEMPO (dias)

TRATAMIENTO 0 5 10 15
Tl 0.1356 0.4646 0.1115 0.2712
T2 0.1356 0.5153 0.1957 0.3567
T3 0.1356 0.3337 0.1484 0.1308
T4 0.1356 0.1650 0.2791 0.2831
T5 0.1356 0.1115 0.2975 0.1504
T6 0.1356 0.3970 0.3143 0.1863
T7 0.1356 0.1926 0.0604 0.3197
T8 0.1356 0.1877 0.1145 0.5644
T9 0.1356 0.4142 0.0131 0.0793
CONTROL 0.1356 0.5886 0.2375 0.3353
VALOR

) - 0.0001  0.7402  0.0689
ESTADISTICO (p)

Solo el dia 5 muestra diferencias en cuanto a la deposicion de proteinas en los
tratamientos (p= 0.0001).

Con respecto a la productividad de la biomasa se encontré que el cultivo control
estaba compuesto en un 53% por proteinas, mientras que la biomasa recuperada
de los tratamientos solo estaba constituida entre un 23 -26 % por este metabolito,

encontrandose una reduccién de mas del 50% (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de proteinas presentes en la biomasa.

i BIOMASA . .
TRATAMIENTO DIA " PROTEINAS g/l % PROTEINAS
g
T1 5 1.62 0.4646 28
T2 5 2.2900 0.5153 23
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T8 15
CONTROL 5

2.1899
1.1173

0.5644
0.5886

26
53

2.4 Efecto de la relacion Carbono/Nitrogeno y el tiempo de cultivo en la

productividad de Clorofilas

Se obtuvo la concentracién mas alta de clorofilas en el tratamiento control (0.1215

g/L), con respecto a los tratamientos se encontré que T1 (0.0762 g/L) y T5 (0.0907

g/L) permitian recuperar la mayor concentracién de este metabolito (Tabla7).

Tabla 7. Concentracion de Clorofilas (g/L) en funcion a la

Carbono/Nitrégeno y el tiempo de cultivo en Chlorella vulgaris UTEX 1803.

relacion

TIEMPO (dias)

TRATAMIENTO
T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
CONTROL
VALOR ESTADISTICO

(p)

0
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016
0.0016

5
0.0290
0.0277
0.0236
0.0413
0.0392
0.0268
0.0411
0.0328
0.0232
0.0328

0.4489

10
0.0500
0.0398
0.0416
0.0497
0.0462
0.0400
0.0407
0.0464
0.0353
0.0598

0.7348

15
0.0762
0.0473
0.0454
0.0725
0.0907
0.0364
0.0639
0.0463
0.0691
0.1215

0.0308

Se encontré que la relacion Carbono/Nitrégeno afecta la concentracion de

clorofilas solo durante el dia 15 de los cultivos (p=0.0308).
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Al evaluar la cantidad porcentual de los pigmentos en la biomasa se encontré que
el cultivo control se componia en un 5% por clorofilas, mientras que la biomasa
recuperada de los tratamientos solo estaba compuesta entre el 1 y 3% por este
metabolito (Tabla 8).

Tabla 8 Porcentaje de pigmentos presentes en la biomasa.

TRATAMIENTO DIA BIOZI/?SA PIGMENTOS g/l % PIGMENTOS
T1 15 2.4860 0.0762 3
T5 15 2.8952 0.0907 3
T6 15 2.8700 0.0364 1
T8 15 2.1899 0.0463 2
CONTROL 15 2.4310 0.1215 5

2.5 Efecto de la relacion Carbono/Nitrogeno y el tiempo de cultivo en la
productividad de Lipidos

La mayor concentracion de lipidos se encontrd en los tratamientos T7 (0.5003 g/L)

y T8 (0.3018 g/L). Con base en el analisis estadistico se estableci6é que la relacion

carbono/nitrégeno afecta significativamente la concentracion de lipidos durante

todos los dias del cultivo (Tabla 9).

Tabla 9 Concentracion lipidica (g/L) en funcién a la relacion Carbono/Nitrégeno y
el tiempo de cultivo en Chlorella vulgaris UTEX 1803.

TIEMPO (dias)

TRATAMIENTO 0 5 10 15
T1 0.0140 0.0599 0.0049 0.0225
T2 0.0140 0.0035 0.0085 0.2034
T3 0.0140 0.0318 0.2403 0.0143
T4 0.0140 0.0018 0.0169 0.0183
T5 0.0140 0.1685 0.0016 0.0041
T6 0.0140 0.0332 0.0113 0.0088
T7 0.0140 0.0059 0.5003 0.0010
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T8 0.0140 0.3018 0.0148 0.0053

T9 0.0140 0.0204 0.0237 0.0169

CONTROL 0.0140 0.0270 0.0111 0.0497
VALOR ESTADISTICO

(p)

- 0.0000 0.0001 0.0014

En este caso se encontré que la proporcién de lipidos con respecto a la biomasa
fue mayor para el tratamiento T7 (21%), los otros cultivos solo se veian

representados entre 1 - 14% por lipidos (Tabla 10).

Tabla 10. Porcentaje de lipidos presentes en la biomasa.

BIOMASA

TRATAMIENTO DIA ol LIPIDOS g/l % LIPIDOS
T7 10 2.3634 0.5003 21
T8 5 2.1613 0.3018 14
T5 5 1.2813 0.1685 13
T6 5 3.5460 0.0332 1
CONTROL 15 2.4310 0.0497 2

2.6 Porcentaje de Nitrégeno consumido en los cultivos

La disponibilidad de nitrdgeno en los cultivos es un factor decisivo en la deposicion
de metabolitos por Chlorella vulgaris, la tabla 11 expone el porcentaje de consumo
de nitrdgeno y la concentracion de lipidos para los tratamientos T7, T8 y el cultivo

control.

Tabla 11. Porcentaje de Nitrogeno consumido por Chlorella vulgaris UTEX 1803

los dias 5, 10 y 15 de cultivo.

PRODUCTIVIDAD LIiPIDOS g/l

TRATAMIENTO DIA5 [NOs-N] DIA10 [NOs;-N] DIA15 [NOzN]
T7 0.0059  93%  0.5003 94%  0.0010  99%
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T8 0.3018 83% 0.0148 90% 0.0053 91%
CONTROL 0.0270 79% 0.0111 79% 0.0497 79%

Se encontré que después de quinto dia de cultivo el alga ha consumido la mayor
parte del nitrdgeno presente en el medio, este déficit nutricional aumenta la

productividad de lipidos al llegar el dia 10.

2.7 Composicion porcentual de la biomasa en funcion del tiempo.

Se estimo la composicion de la biomasa en los diferentes tratamientos para los
dias 5, 10 y 15 de los cultivos. Las mayores concentraciones de carbohidratos y
proteinas fueron encontradas durante el dia 5 de los tratamientos, siendo este dia
el mas productivo con respecto a estos metabolitos. El cultivo control se vio
representado en un 53% por proteinas y en un 14% por carbohidratos (Fig. 5), lo

gue lo convirtié en el mejor escenario para la extraccion de estos metabolitos.

COMPOSICION DE LA BIOMASA EN EL DIA 5

100%  — — —
°0% F — — — — — — — — — -
80% F — — — — — — - -
70%
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m PROTEINAS

Figura 5. Composicion porcentual de la biomasa en funcion del tiempo (Dia 5).

El porcentaje lipidico alcanzo su mayor valor durante el decimo dia (Fig. 6) del
tratamiento T7 (21%). El dia 15 hubo una dréastica disminucién en la concentracion

de lipidos, encontrandose porcentajes de composicion menores al 5% (Fig. 7).
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COMPOSICION DE LA BIOMASA EN EL DIA 10
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Figura 6. Composicion porcentual de la biomasa en funcion del tiempo (Dia 10).

El dia 15 de los cultivos fue el menos productivo en cuanto a concentracion de
proteinas, carbohidratos y lipidos, sin embargo la concentracion de clorofilas fue
mayor en estos dias (5%), con respecto a los dias 5y 10 (Figura 7).

COMPOSICION DE LA BIOMASA EN EL DIA 15
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Figura 7. Composicion porcentual de la biomasa en funcion del tiempo (Dia 15).
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3. DISCUSION

3.1 Efecto de la relacion carbono/nitrégeno en la deposicion de metabolitos
en C. vulgaris
Segun Huang et al, (2010) las condiciones de cultivo en las microalgas influyen en
la composicion quimica final y la tendencia a acumular diversos metabolitos; C.
vulgaris es un organismo mixotrofico el cual tiene la capacidad de oxidar y utilizar
el acetato como fuente de carbono para su crecimiento en la oscuridad (Chojnacka
& Rocha, 2004); en estudios anteriores se ha demostrado que su metabolismo
incrementa debido a la incorporacion de carbono organico a partir del acetato,
aumentando también la sintesis de carbohidratos y proteinas (Deng et al, 2011); Al
evaluar el efecto de la relacion carbono/nitrégeno en C. vulgaris UTEX 1803 se
encontr6 que los tratamientos con las mayores concentraciones iniciales de
Acetato de sodio (T3, T6 y T9) tuvieron un mayor crecimiento celular, asi como
una mayor concentracion final de biomasa. Durante el quinto dia se observaron
las mayores diferencias entre las concentraciones de biomasa en los tratamientos,
los cultivos con menores concentraciones de acetato tuvieron un crecimiento lento,
debido a las limitaciones en la fuente de carbono, ya que al utilizar sustratos
organicos adicionales en el medio se puede aumentar la produccién de la biomasa
y de metabolitos especificos (Hupe & Turpin, 1994). Al incrementar la relacion
Carbono/Nitrégeno se observa en el alga un aumento de la biomasa producida,
por medio del cultivo control se logra obtener en 10 dias 1,84 g/L de biomasa,
mientras que en los tratamientos mixotroficos es posible duplicar la cantidad de

biomasa, alcanzando valores de 3,89 g/L.

El cultivo utilizado como control no tuvo una fuente adicional de carbono, por lo
cual constituia un cultivo autétrofo, en este caso las microalgas utilizan la luz como
anico recurso energeético, el cual es convertido en energia quimica a través de la
fotosintesis (Beale & Appleman, 1971). La concentracion de carbohidratos,
proteinas y clorofilas fue mayor en este tipo de cultivo; con esto se observa el

efecto de la relaciéon Carbono/Nitrégeno sobre C. vulgaris, debido a que las altas
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concentraciones de acetato de sodio en el medio disminuyen la tasa fotosintética
en las células, lo que trae consigo la disminucion en la sintesis de carbohidratos y
pigmentos (Deng et al, 2011). Por otro lado, el cultivo control tenia la mayor
disponibilidad de Nitrato de sodio (2,94mM), esto permitia que las células
sintetizaran grandes cantidades de proteinas ya que el Nitrdgeno no era un factor
limitante y podia ser usado tanto para los procesos fisioldgicos, como para el

crecimiento y mantenimiento de las estructuras celulares (lllman et al, 2000).

Por ultimo se obtuvo que la deposicion de lipidos se vio fuertemente influenciada
por las concentraciones de acetato y nitrato inicial, en el tratamiento T7 se
recupero la mayor concentracion de lipidos, esto esta asociado a que después del
5 dia de cultivo las células han consumido el 93% del nitrato presente en el medio
(Tabla 10), la baja disponibilidad de Nitrégeno los dias restantes aumenta la
produccién de lipidos en cultivos con altas concentraciones de carbono orgénico
inicial (Deng et al 2011), concluyéndose que la limitacién de nitrégeno es una
presién ambiental eficiente para incrementar la acumulacion de lipidos (Goldberg
& Cohen, 2006; Rodolfi et al., 2009).

3.2 Efecto del tiempo de cultivo en la deposicion final de metabolitos en C.
vulgaris
Las condiciones de estrés en cuanto a la concentracién de nutrientes (en este
caso el nitrégeno) y el tiempo de cultivo en C. vulgaris generaron ciertas
diferencias en cuanto a la deposicion final de metabolitos. Durante el quinto dia de
cultivo se alcanzaron las mayores productividades de carbohidratos y proteinas,
esto debido a que estos metabolitos estan directamente relacionados con la
concentracion de nitrato en el medio, el cual durante los primeros dias es
consumido en mas de un 90%, por esto la sintesis de proteinas posterior a este
pico de consumo disminuye debido a las limitaciones que implica para el
metabolismo del alga no tener una fuente de nitrdgeno constante; asi mismo, el
déficit de nitrégeno en C. vulgaris implica la disminucidn en la tasa fotosintética, lo

gue impide la sintesis de carbohidratos en el alga. En consecuencia, al llegar el
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decimo dia del cultivo el déficit de nitrdogeno aumenta la sintesis de lipidos en los

tratamientos con mayores concentraciones de acetato (Deng et al, 2011).

Las fuentes de carbono diferente a CO, puede causar una disminucion en la tasa
fotosintética de la célula afectando asi la productividad de pigmentos (Yang et al.,
2000; Jeon et al, 2006); sin embargo, el ultimo dia del cultivo (dia 15) la
concentracion de acetato en el medio disminuye considerablemente, por esto los
cultivos aumentan la sintesis de clorofilas con el fin de convertir la energia
luminica en energia quimica, sin embargo la deficiencia de nitrdgeno en el medio
no permite que la concentracion de clorofilas aumente hasta el punto de igualar al
cultivo control. Esta deficiencia en la productividad de clorofilas disminuye el valor
de los cultivos debido al gran interés comercial que generan estos pigmentos no
solo por su capacidad como agentes colorantes para alimentos, sino por sus

propiedades antioxidantes y antimutagenicas (Yang et al., 2000).

3.3 Efecto del déficit de nitrégeno en la produccién de metabolitos en C.
vulgaris.
Los tratamientos con las mayores productividades fueron evaluados con respecto
al porcentaje de nitrégeno consumido; el cultivo autotréfico utilizado como control
tuvo el consumo mas bajo de nitrato, esto debido a que la presencia de acetato
aumenta el consumo de nitrégeno en los tratamientos; Los cultivos sin fuentes de
carbono orgéanico (Fig 1), utilizan la energia luminica para convertir las moléculas
inorganicas del CO, en moléculas organicas sencillas a partir de las cuales se
formaran los compuestos bioquimicos constituyentes de las microalgas (Deng et
al, 2011); este proceso supone el uso del nitrogeno en la sintesis de enzimas,
proteinas y clorofila con el fin de mantener la continuidad de los procesos, lo que
genera una gran productividad de estos metabolitos en los cultivos autétrofos.
Cuando se agotan las fuentes externas de nitrégeno, las células utilizan la clorofila
como una fuente de nitrogeno intracelular (Bidigare, 1993), lo que disminuye a su

vez la sintesis de proteinas en las algas.
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El metabolismo de las algas en el tratamiento T8 se vio influenciada por la fuente
de carbono suministrada inicialmente, de esta manera C. vulgaris podia asimilar
CO, y acetato de sodio simultaneamente (Fig. 2). La concentracion de
carbohidratos y proteinas entre los dias 5 y 10 del cultivo se mantuvo constante,
con este resultado inferimos que a pesar de que en los primeros 5 dias se
consumio el 83% del nitrégeno, la cantidad presente en el medio no constituyo una
limitante para el proceso fotosintético. En consecuencia, el tratamiento no estuvo
bajo condiciones de déficit de nitrdgeno, lo que resulta en la baja productividad de

lipidos en el cultivo.

Microalgas con elevadas productividades lipidicas son deseables para la
elaboracion de biodiesel, razén por la cual la cantidad de lipidos contenidos en la
biomasa y la velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabdlica y la
robustez del microorganismo, son relevantes para su seleccion (Chisti, 2007;
Rosenberg et al., 2008); La mayor productividad de lipidos se observo en el
tratamiento T7, este cultivo presentaba la mayor concentracion inicial de nitrégeno,
durante los primeros cinco dias de cultivo el alga hace uso del nitrégeno presente
en el medio para sintetizar enzimas y proteinas necesarias para el funcionamiento
de la fotosintesis (Fig. 3 A); sin embargo al analizar el porcentaje de consumo de
nitrégeno se obtuvo que al quinto dia de cultivo C. vulgaris habia consumido el
93% del nitrato presente en el medio (Tabla 10), esto produjo un déficit nutricional
durante los dias siguientes, lo que influyo en la disminucién de la concentracion
de proteinas en el alga (Fig. 3 B ), ya que se reduce la tasa fotosintética debido a

la poca asimilacion del nitrégeno.

Se observo que la concentracion de lipidos aumento un 90% entre los dias cinco y
diez del tratamiento T7, lo cual evidencia el efecto positivo del déficit de nitrégeno
en la productividad de lipidos. Los resultados son concordantes con experimentos
anteriormente realizados en mixotrofia en C. vulgaris, en los cuales se obtuvieron
concentraciones de lipidos mas altas en condiciones mixotroficas que en

condiciones autotroficas (Liang et al., 2009; Heredia-Arroyo et al, 2011).
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4. CONCLUSIONES

Las condiciones de estrés nutricional afectan en diferentes formas la deposicion
de metabolitos en C. vulgaris; La relacion carbono/nitrdgeno causo efectos tanto

en la productividad de biomasa como la productividad de metabolitos.

Las modificaciones en el medio ademas del tiempo de cultivo, permiten
incrementar la productividad de biomasa; para el caso de estudio, el tratamiento
T9 produjo la mayor cantidad de biomasa reportada (3,8300g/ en 10 dias),

duplicando la produccién de biomasa respecto al control (1,8400g/l).

Con respecto a la productividad de proteinas, carbohidratos y pigmentos el cultivo
control fue el mas productivo debido a su caracter autotréfico, sin embargo la
produccién de lipidos fue menor lo cual disminuye el valor de la biomasa

encontrada en este.

En los cultivos mixotroficos, la adicion de una fuente de carbono disminuye la
asimilacion de carbono via fotosintesis y el ciclo del acido citrico; la mayor parte
del carbono intercelular es proveniente de la asimilacion de acetato via ciclo
glioxilato, el cual es utilizado posteriormente para la sintesis de lipidos. El
tratamiento T7 presento la mayor productividad de lipidos (0.5003 g/L)
(correspondiente al 21% de la biomasa total, el cual representa un aumento de
hasta 10 veces respecto al tratamiento control) al decimo dia de cultivo, lo cual
aumenta el valor comercial de la biomasa proveniente del tratamiento, sin
embargo es necesario realizar ensayos con el objetivo de aumentar la produccién

de carbohidratos, proteinas y pigmentos por este.

Con respecto a los dias de cultivo, en tratamientos autotréficos son necesarios 5
dias de cultivos para obtener una buena cantidad de proteinas carbohidratos y
pigmentos, sin embargo la produccion de lipidos bajo este tipo de cultivo es muy

pequefia lo que lo convierte en una solucibn poco rentable ante los
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biocombustibles de primera generacion, sin embargo estos metabolitos de valor
agregado pueden ser utilizados para diferentes destinos como la cosmética o los

suplementos alimenticios.

Son necesarios 10 dias de cultivo para obtener la mayor produccion de lipidos
bajo los tratamientos testeados; el contenido de lipidos en los cultivos aumenta el
valor comercial de lo mismos, ya que a pesar del valor agregado que representan
los pigmentos, y las proteinas la transeterificacion del aceite de microalgas a

biodiesel capta la mayor atencion.

El quinceavo dia de cultivo muestra las menores concentraciones de metabolitos,
lo que indica que la cosecha de la biomasa debe realizarse antes de este dia con

el fin de tener una mayor productividad.

A pesar de las ventajas que representan los cultivos autotroficos estos no son
viables debido a que la produccién de biomasa es menor en comparacién con
cultivos mixotroficos, o que nos lleva a concluir que el mejor escenario de cultivo

debe integrar los bajos costos y la maximizacion de la biomasa producida.

Se observo que parte de la biomasa no fue caracterizada, por esta razén se hacen
necesario realizar otras pruebas que disminuyan el sesgo en la cuantificacion de
los metabolitos; ademas de xilosa y glucosa, es recomendable cuantificar otros
carbohidratos como manosa, también es posible determinar el porcentaje de
ceniza y carotenoides, entre otros compuestos, que pueden estar presentes en la
biomasa sin caracterizar, con el fin de disefiar sistemas integrales para el

aprovechamiento y valorizacién de biomasa a partir de microalgas.
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ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo Bold basal.

Macronutrientes
Soluciones Stock Para 400 mL
(1) NaNO; 10,09
(2) MgS0..TH20 30ag
(3) NaCl 10g
(4) KzHPOq 309
(5) KHPOs 7049
(6) CaCl2.2H20 109
Micronutrientes
Soluciones Stock Para1lL
(7) ZnS0: TH20O 882¢g
MnCl,.4H,0 144¢
MoO; 071g
Soluciones de CuS0..5H0 1,57 ¢
elementos de Co(NO3)..6H,0 049 g
traza (autoclave |(8) H3BO3 11424
para disolverse] |(g) EDTA 500g
KOH 31049
(10) FeS04.TH20 498¢
H,SO. (concentrado) 1.0mL
Medio Bold Basal
Soluciones Stock Para1lL
Macronutrientes 10,0 mL de cada uno
Micronutrientes 1,0 mL de cada uno

Se realizaron variaciones en la concentracion de Nitrato de sodio con el fin de
evaluar el efecto de este en la deposicidn final de metabolitos en Chlorella vulgaris
UTEX 1803.
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Anexo 2. Montaje de los tratamientos.

Cantidades de acetato de sodio para dos litros de cultivo.

Concentracion Cantidad en milimolar Cantidad en gramos
100% 20 mM 5,4432 gr

50% 10 mM 2,7216 gr

25% 5mM 1,036 gr

Cantidades de nitrato de sodio para dos litros de cultivo.

Concentracion Cantidad en milimolar Cantidad en gramos
100% 2,94 mM 20 mL

50% 1,47 mM 10 mL

35% 1,029 mM 7 mL

Anexo 3. Variacion de la absorbancia con la concentracién de la muestra de
Xilosa.

Coeficiente de extincion masico (Xilosa)

Concentracion (ug/mL) Absorbancia (480nm)
100 2,589
80 2,385
60 1,625
40 1,212
20 0,641
0 0

Anexo 4. Variaciéon de la absorbancia con la concentraciéon de la muestra de
glucosa.

Coeficiente de extincion masico (Glucosa)

Concentracion (ug/ml) Absorbancia (490nm)
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100 2,569

60 1,469

20 0,346

Anexo 5. Curva de calibracion de proteinas.

Curva Estandar (Albumina)

y =379,07x%- 127,95x2 + 17,663x - 0,2964
R*=0,9925
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2 0,249 1,99593610
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0,125 0,040 0,22566048
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