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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO EN LA
GENERACION DE PROTEINAS TOTALES PRESENTES EN Chlorella vulgaris
UTEX 1803 PARA LA VALORIZACION DE LA BIOMASA."

AUTOR: Cesar Mauricio Pardo Corzo”™

PALABRAS CLAVES: Relacién C/N, Chlorella vulgaris, medio de cultivo,

extraccion proteinas, Proteina microalgal.

DESCRIPCION:

A nivel mundial la produccién de microalgas y la obtencion de sus derivados han sido uno de los
campos mas estudiados en los dltimos tiempos. Sin embargo, la baja productividad de los cultivos
ha impedido implementar una produccién a gran escala. En el caso de Chlorella vulgaris, ha sido
capaz de crecer en condiciones autotréficas y mixotroficas, mostrando mayor crecimiento en
cultivos mixotréficos. Con base en esta teoria, en este trabajo, se optimizara el tiempo de cultivo y
evaluara el efecto de la relacién carbono / nitrdgeno, en la produccién de proteinas totales
presentes en la microalga C. vulgaris UTEX 1803 para la valorizacién de la biomasa.

Para ello, se efectuaron cultivos mixotréficos durante 15 dias a diferentes concentraciones de
acetato (0, 5, 10 y 20 mM), y nitrato de sodio (1,029; 1,47 y 2,94 mM). El valor mas alto en cuanto a
concentracion de proteinas, se obtuvo en el medio de cultivo control al quinto dia, con una
productividad de 0,527 g de proteina / g de biomasa, con un consumo de nitrato (NO3-N) del (79%).
Con base en los datos obtenidos y el andlisis de los mismos, se comprobd experimental y
estadisticamente que el contenido de proteinas dependen de la relaciébn carbono / nitrégeno
presentes en el medio y del tiempo de cultivo, siendo mas productivo llevar el cultivo de C. vulgaris
hasta el dia quinto para poder obtener la mayor cantidad de proteinas.

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 S
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ABSTRACT

TITLE: EFFECT OF CARBON / NITROGEN RATIO IN PROTEIN DEPOSITION
TOTAL PRESENT FOR Chlorella vulgaris BIOMASSVALUING."

AUTHOR: Cesar Mauricio Pardo Corzo”™

KEYWORDS: C / N ratio, Chlorella vulgaris, culture medium, protein extraction,

microalgalprotein.

DESCRIPTION:

Worldwide production of microalgae and obtaining its derivatives have been perhaps one of the
most studied fields in recent times. However, the low productivity of crops has prevented implement
a large-scale production. In the case of Chlorella vulgaris, has been able to grow under autotrophic
and mixotrophic, showing greater growth in mixotrophic. Based on this theory, in this paper, we
optimize the culture time and assess the effect of carbon / nitrogen ratio in the production of total
proteins present in the microalgae C. vulgaris UTEX 1803 for the valorization of biomass.

For this purpose, mixotrophic culture made during 15 days at different concentrations of acetate (O,
5, 10 and 20 mM) and sodium nitrate (1.029, 1.47 and 2.94 mM). The highest value in terms of
protein concentration was obtained in the control culture medium on the fifth day, with a productivity
of 0.527 g of protein / g of biomass, with a consumption of nitrogen (79%). Based on the data
obtained and the analysis thereof, it was found experimentally and statistically dependent protein
content of the carbon / nitrogen present in the medium and culture time, with lead more productive
culture of C. vulgaris until the fifth day to get as much protein.

" Draft grade

Faculty of Engineering Physical-Chemical. School of Engineering Chemistry. Directors: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov and M.Sc. Cris6stomo Barajas. Co-Director: Biologist Andrés Fernando
Barajas S.
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1. INTRODUCCION

Desde la década de 1950 se han hecho intensos esfuerzos para explorar nuevas
fuentes de proteinas alternativas como complementos alimenticios, sobre todo en

prevision de un insuficiente suministro de proteinas a futuro.

El cultivo comercial de microalgas tiene mas de 40 afios de historia, durante las
dos Ultimas décadas soélo tres géneros han tenido un gran interés comercial,
Chlorella, Spirulina y Dunaliella, como resultado de sus cualidades nutricionales:
alto contenido de proteinas (50 - 60 %, en peso seco), acidos grasos esenciales,

vitaminas y pigmentos [2].

Entre algunas de las principales especies cultivadas se encuentran
Spirulinaplatensis (como suplemento alimenticio), Dunaliella salina vy
Haematococcuspluvialis (produccion de carotenoides), [5] y en mayor importancia
se encuentra Chlorellasp. por su valor econémico y nutricional, tanto para el uso
animal como humano. Chlorella vulgaris ha sido utilizada por su calidad proteica
[19] e incluso presenta propiedades antitumorales [21]. Actualmente, representa
un sistema biolégico ideal para diferentes lineas de investigaciébn y ademas

presenta una alta eficiencia por su facil adaptacién en condiciones de laboratorio.

El contenido de proteina es un factor importante para determinar el valor
nutricional de las microalgas, [13, 19 y24], realizaron estudios sobre la
composicién bioquimica y las caracteristicas del perfil aminoacidico de la
microalga C. vulgaris, cultivada en régimen autotréfico y evaluaron la calidad de su
proteina mediante métodos quimicos, encontrando que la composicion
aminoacidica de Chlorella vulgarises comparable con la proteina de referencia de
la FAO, excepto por los bajos contenidos de los aminoacidos sulfurados (Met +
Cys), fenbmeno muy comun en otros microorganismos. Sin embargo, comparados

con el patron de referencia de WHO/FAO/UNU (1985) para adultos no presenta
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ningun limitante, lo que la convierte en una proteina de alta calidad [1]. En cambio,
presentd niveles de lisina superiores al patron FAO y similares al huevo entero;
aminoacido que es el limitante en muchos cereales, por lo que ésta microalga
constituye una fuente apropiada para mejorar la calidad de dichos alimentos, en

funcion de su composicién de aminoécidos [1 y 20].

Esta alga ademéas de crecer fotosintéticamente, pueden aprovechar sustratos
organicos para la biosintesis y mantenimiento celular; por lo tanto, la adicién de
ciertos compuestos organicos puede suministrar la energia adicional necesaria en
situaciones de limitacion de luz [17]. La mixotrofia es el crecimiento en el cual el
CO;, y el carbono organico se asimilan al mismo tiempo y, por ende, los
metabolismos celulares (fotosintético y fosforilacion oxidativa) funcionan
simultdneamente [16 y 22] combinando la habilidad metabdlica heterotrofa y
autotrofa de las microalgas [30]. Muchos estudios sobre crecimiento mixotréfico
han utilizado algas verdes como C. vulgaris [15]. Esta microalga puede usar el
acetato como fuente de carbono para su crecimiento en la oscuridad [18];ademas,
puede hacer su proceso metabdlico a partir de fuentes inorganicas y
fotosintéticamente por medio de la luz, confirmando asi, que tiene la capacidad de
crecer en condiciones autotroficas, heterotréficas y mixotréficas [2], se ha
encontrado que su metabolismo incrementa, debido a una alta incorporacion de
carbono organico a partir del acetato dentro de las células, llevando asi a la

formacion de lipidos, polisacaridos y proteinas [28].

Se ha reportado que las fuentes de nitrdgeno son un factor de estrés para el
crecimiento de algas donde el suministro limitado podria cambiar
significativamente la composicion del organismo [26 y 29]. El estrés generado por
déficit de nitrogeno, en comparacion con el recurso de carbono, puede afectar la
respuesta de las células a la disponibilidad de nutrientes y por tanto afectar las
tasas de crecimiento y la fijacion de CO, [10]. Ademas se ha indicado que las

especies de Chlorellasp., cuando se cultivan en un medio pobre en nitrégeno, pero
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con suficiente luz y / o de fuentes organicas de carbono acumulan lipidos o
almidén dentro de sus células [11]. Esto probablemente refleja cambios en el

metabolismo y el almacenamiento de C/N a mayor estreés.

Normalmente, si se modifica el medio de cultivo, cambia la composicion
bioguimica de la biomasa, fundamentalmente lo que corresponde a proteinas,
lipidos, hidratos de carbono y pigmentos [26]. Si se varia la concentracion de
carbono y nitrdgeno puede hacer mas productiva el alga en algunos componentes
de la biomasa [12].Con base en estas teorias, en este trabajo, se analizara el
tiempo de cultivo y evaluara el efecto de la relacion del acetato de sodio y nitrato
de sodio (NaNO3), como fuente de carbono y nitrégeno respectivamente, en la
produccién de proteinas totales presentes en la microalga C. vulgaris para la

valorizaciéon de la biomasa.
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2. MATERIALES Y METODOS
En la figuralse presenta el disefio experimental desarrollado en este estudio

donde se esquematiza las siguientes etapas: El plan de trabajo, materiales e

insumos, toma de datos y analisis estadistico.
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Figura 2. Disefio experimental para medir la cantidad de biomasa, proteinas y

consumo de nitrato (NO3-N).

ESQUEMA DISENO EXPERIMENTAL

Determinacion del tiempo de Determinacion de la relacion
cultivo éptimo en la produccién de acetato/nitrato 6ptima en la

proteinas totales en C. vulgaris produccién de proteinas totales

Microalga y condiciones de Crecimiento

Cultivo autotréfico control: La microalga Cultivos mixotrdficos: La microalga C.

C. vulgaris se mantuvo en crecimiento en vulgaris se cultivo en diferentes

el medio Bold Basal. concentraciones de acetato — nitrato.

Biorreactores: Se utilizan 30 bioreactores en los cultivos de C.vulgaris.

Determinacion de la Determinacion de P Determinacion
cantidad de biomasa cantidad de proteinas total consumo de nitrato

Método de peso seco: La Para la extraccion de las Método

concentraciéon de biomasa a _— -
e roteinas total li | espectrofotomeétri

se calculé indirectamente, P €s s gl P OmeLiSs

con el coeficiente mésico procedimiento de Illmanet propuesto por

de extincion. al,2000. Clescenet al,1999.

Analisis estadistico
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2.1 MICROALGA Y CULTIVOS

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 el
medio Bold Basal, cuya composicién en g/L es: NaNO; (2,94 X 10%),
MgS0,4.7H20 (3,04 X10™),NaCl (4,28 X 10™), KoHPO, (4,31 X 10™), KH,PO4 (1,29
X 10%), 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°), MoO; (4,93 X 10°), CuSO045H,0 (6,29 X 10°),
Co(NO3),.6H,0(1,68 X 10°), H3BO5 (1,85 X 10, EDTA (1,71 X 10, KOH (5,53
X 10™), FeS0,.7H,0 (1,79 X 10®). El cultivo se mantuvo a condiciones de
temperatura de 23 + 2°C, pH neutro, sin ningan suministro complementario de CO,
y la iluminacién del cultivo fue proporcionada con lamparas fluorescentes a ambos

lados de los reactores.

Se realizaron cultivos mixotréficos con acetato de sodio a tres concentraciones: 5,
10 y 20 mM vy se modificd la cantidad de solucién de nitrato de sodio establecida
para el medio Bold Basal, estas concentraciones fueron: 1,03;1,47 y 2,94 mM

como se muestra en la Tabla 1.

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

Acetato de sodio

OmM  5mM 10mM 20mM
Nitrato 1,03mM R1 R2 R3
de sodio 1,47mM R4 R5 R6
2,94mM Control R7 R8 R9

18



2.2 BIORREACTORES

Se utilizaron fotobiorreactores con las siguientes caracteristicas: botellas de
plastico transparentes con una capacidad de 2,5 Litros, con un volumen de trabajo
de 2 Litros. Se utilizaron un total de 30 reactores (1 original y 2 réplicas). En el
extremo superior de cada uno de los reactores, se inserté un sistema de continuo
suministro de aire por burbujeo (tubo-difusor), con el fin de proveer de aire los
cultivos como se muestra en la figura 2. Las células se cultivaron en ciclos de 12 h

de luz y 12 h de oscuridad durante 15 dias.

Figura 3. Fotografia del fotobiorreactor utilizado en el estudio.

R e LR S L e S

2.3 METODOS ANALITICOS

Todos los montajes se hicieron por triplicado, de igual forma en todas las

mediciones se tomaron muestras de cada una de las copias.

2.3.1 Determinacion de Biomasa.

Para determinar la concentracion de biomasa, se tomé 5mL de cada uno de los
tratamientos durante los dias 5, 10 y 15 del cultivo y posteriormente, se midio la
densidad Optica a una longitud de onda de 500 nm en un espectrofotometro

Spectroquant Pharo 300 (Merck), a las 9 am (fase oscuridad) y 4 pm (fase dia). La
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densidad oOptica (D.O) fue correlacionada con la cantidad de biomasa (g/L) de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Cz(g/L) = 1,316 » (D.0)590 + 0,173 (1)

2.3.2 Determinacién de Proteinas Totales

Para la extraccion de las proteinas totales se aplicé el procedimiento de Ilimanet
al, (2000), el cual consiste en tomar 10mL de muestra algal, centrifugar a 3400
rpm durante 20 min., luego resuspender el pellet en 1mL de NaOH 1M. La mezcla
del NaOH 1M vy el pellet de nuevo son centrifugados a 3400 rpm durante 20 min.
Finalmente, el contenido de proteinas totales es determinado
espectrofotométricamente utilizando el método de Biuret, empleado por
Dorey&Draves1998. La curva de calibracién es preparada usando ovoalbumina

con una concentracion maxima de 2 g/L (Anexo A).

2.3.3 Determinacion del Consumo De Nitrato (No3-N)

El nitrato (NO3-N) consumido fue medido utilizando el método espectrofotométrico
propuesto por Clescenet al, (1999). El cual consiste en tomar 50 mL de muestra
algal, centrifugar por 20 min. a 3400 rpm, para separar el alga del medio y
asegurar que el medio estuviera libre de células, la muestra es filtrada usando
papel filtro (2 um), luego al filtrado se le agrega 1mL de soluciéon de HCIiN,
agitandose vigorosamente durante un minuto, seguido por 10 min. para permitir
una reaccién completa. Finalmente, la muestra se lee a 220 y 275 nmy los valores
son remplazados en la ecuacion 1 (Anexo B). El blanco es preparado con la
misma cantidad de muestra usada para el experimento, utilizando el agua

destilada como agente diluyente.

valor corregido = (2 * Ay75) — a0 Q)
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2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados en el software STATISTIC 8 utilizando el
meétodo de varianza (Anova Factorial), evaluando como variables dependientes las
productividades de biomasa y proteinas. Y como factores los tratamientos,
tiempo y el % de nitrato (NO3-N) consumido. Donde se pudo observar la relacion
gue existe entre los medios de cultivo y la cantidad de proteinas totales producida

por la microalga.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EFECTO DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO.

3.1.1 Efecto de la Relacién Carbono/Nitrégeno en la Produccién de Biomasa

en C. vulgaris.

Como se muestra en la Tabla 2, se observd que los cultivos que proporcionaron
mas altas productividades de biomasa fueron R3 (3,57 g/L), R6 (3,55 g/L) con
concentraciones iniciales de nitrato de 1,029 y 1,47 mM y concentraciones de
acetato de 20 y 20 mM respectivamente a los cinco dias de cultivo, también, R9
(3,83 g/L) con concentracion inicial de nitrato de 2,94 mM y de acetato de 20 mM,

al décimo dia de cultivo.

Tabla 2. Efecto de la relacién carbono/nitrégeno en la productividad de biomasa en

C. vulgaris.
Tiempo de Cultivo
. Biomasa (g/l) Biomasa (g/l) Biomasa (g/l)
Cultivo 5 dia 10 dia 15 dia
R1 1,62 1,94 2,49
R2 2,29 2,65 2,61
R3 3,57 3,15 2,56
R4 0,93 1,85 2,69
R5 1,28 2,03 2,90
R6 3,55 2,69 2,87
R7 1,89 2,36 2,54
R8 2,16 3,01 2,19
R9 3,24 3,83 2,77
CONTROL 1,12 1,84 2,43
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En los resultados de todos los experimentos mixotréficos se observd un
incremento marcado en la concentracion de biomasa en el quinto dia y son
superiores al control durante todo el periodo de experimentacion (15 dias) estos
resultados son congruentes con los presentados en estudios anteriores [3, 15, 14
y 11].

De igual forma, la productividad de biomasa fue mayor en los cultivos mixotréficos
comparado con el cultivo autotrofico, lo que ratifica que las células obtuvieron sus
recursos de energia y carbono no solo por fotosintesis del CO, presente en el aire,
sino también de los aportados por la fosforilacion oxidativa del acetato tal como se
indica en la literatura [7 y 11], demostrando que las dos rutas metabdlicas estan

activas.

Segun la prueba estadistica Anova, se determind que no existen diferencias
significativas con respecto a la productividad de biomasa, puesto que el p-valor fue
mayor a 0,05 (p= 0,05099) (Figura 3), concluyendo que la relacién
carbono/nitrégeno no afecta de manera importante el contenido de biomasa, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos.
Sin embargo, se puede observar que se produce mayor cantidad de biomasa en

cultivos con grandes cantidades de acetato.
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Figura 4. Relacion carbono/nitrégeno en la produccion de biomasa.

Least Squares Means (some means not estimable)
Current effect: F(4, 10)=3,4520, p=,05099
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
1,7
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3.1.2 Efecto de la Relacién Carbono/Nitrégeno en la Produccién de Proteinas

Totales en C. vulgaris.

En la Tabla 3 se observa, que al comienzo del experimento hay un incremento
continuo en el contenido de proteinas del cultivo debido a que el nitrato (NO3-N) es
abundante, sin embargo, en algun punto del tiempo la produccion diverge y los
resultados difieren significativamente en cuanto a la produccién de proteinas
(p=0,00077, Figura 4), que es atribuible a una limitacién de los nutrientes. Durante
el tiempo de cultivo se pudo apreciar que los tratamientos R1, R2 y Control con
concentracion inicial de nitrato de 1,029; 1,029; 2,94mM y acetato 5, 10, 0 mM
respectivamente al quinto dia y R8, con una concentracion de nitrato de 2,94mM y
una concentracion de acetato de 10mM, al decimoquinto dia, son los
tratamientos con la mayores productividades de proteinas (R1=0,287, R2= 0,225,

Control= 0,527 y R8=0,258 g proteina/g biomasa respectivamente).
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Tabla 3. Efecto de la Relacion Carbono/Nitrégeno en la Productividad de Proteinas

Totales en C. vulgaris.

CULTIVO g de g de g de
proteina/g proteinal/g proteina/g
de biomasa debiomasa de biomasa

dia s dia 10 dia 15
R1 0,287 0,057 0,109
R2 0,225 0,074 0,137
R3 0,094 0,047 0,051
R4 0,178 0,151 0,105
R5 0,087 0,146 0,052
R6 0,112 0,117 0,065
R7 0,102 0,026 0,126
R8 0,087 0,038 0,258
R9 0,128 0,003 0,029
CONTROL 0,527 0,129 0,138

Estos resultados muestran que se produce mayor productividad de proteinas en
cultivos con pequefas cantidades de acetato, y altas concentraciones de nitrato,
encontrandose los valores mas altos en relacién a la concentracion de proteinas,
lo cual implicaria que la variacién carbono/nitrégeno en el medio de cultivo afecta
la produccion de proteinas totales. Nuestros resultados coinciden con los
reportados por Fabregas et al, 1989, y Farrillet al,2003 en donde el contenido de
proteinas para C. vulgaris es menor en medios de cultivo con baja fuente de
nitrogeno. Ademas, se ha encontrado que la deficiencia de nitrégeno también
afecta otros aspectos de la fisiologia celular, incluyendo una disminucién en la
cantidad de clorofila, afectando asi la habilidad de las células para realizar
fotosintesis y los resultados se ven reflejados en la disminucion de la tasa de

crecimiento microalgal [23].
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A todos los valores se les aplico el analisis de varianza para determinar la
significancia de la relacion carbono/nitrégeno. Segun la prueba estadistica Anova,
se determind que existen diferencias significativas con respecto a la productividad
de proteinas, puesto que el p-valor fue menor a 0,05 (p=0,00077) (Figura 4),
concluyendo que la relacion carbono/nitrégeno afecta de manera importante el
contenido de proteinas, siendo evidente que el tratamiento control difiere
significativamente de los otros tratamientos. Esta prueba estadistica nos asegura
gue el efecto de la relacion carbono/nitrégeno es relevante en cuanto al contenido
de proteinas se refiere. Siendo mas productivo el cultivo de C. vulgaris en el medio
de cultivo control con una concentracion inicial de nitrato 2,94 mM y concentracion

inicial de acetato de 0 mM para poder obtener la mayor cantidad de proteinas.

Figura 5. Efecto de la relacion carbono/nitrégeno en la produccién de proteinas.
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3.2 EFECTO DEL TIEMPO CON RESPECTO AL PORCERCENTAJE DE
PROTEINAS Y LA PRODUCCION DE BIOMASA EN C. vulgaris.

En la Figura 5,6 y 7 se puede observar, que el porcentaje de proteinas promedio
en la biomasa al quinto dia fue mas alto en comparacion con el décimo dia y
décimo quinto dia de cultivo para todos los tratamientos mixotréficos, siendo
significativamente mayor su porcentaje de proteinas en el tratamiento control con
el 52,7 % del total de biomasa (p=0,002) (Figura 8).

Figura 6. Porcentaje de proteinas totales durante el dia 5 del cultivo.
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Figura 7. Porcentaje de proteinas totales durante el dia 10 del cultivo.
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Figura 8. Porcentaje de proteinas totales durante el dia 15 del cultivo.
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A todos los valores se les aplico el analisis de varianza para determinar la
significancia del tiempo de cultivo. La prueba Anova, determind que existen
diferencias significativas con respecto a la concentracion de proteinas, puesto que
el p-valor fue menor a 0,05 (p=0,002) (Figura 8), concluyendo que el tiempo de
cultivo afecta de manera importante el contenido de proteinas, siendo evidente
que el dia cinco de cultivo difiere significativamente de los otros dias de cultivos.
Esta prueba estadistica nos asegura que el efecto del tiempo es relevante en
cuanto al contenido de proteinas se refiere. Siendo mas productivo llevar el cultivo
de C. vulgaris hasta el dia quinto para poder obtener la mayor cantidad de
proteinas. Esto coincide con los resultados reportados por Farrillet al, 2003; quien

plantea que la concentracion de proteinas depende de la edad del cultivo.

Figura 9. Productividad de proteinas en el tiempo.
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3.3 RELACION ENTRE EL CONTENIDO DE PROTEINAS Y EL CONSUMO DE
NITRATO (NOs-N) EN MEDIOS MIXOTROFICOS DE C. vulgaris.

En las figuras 9, 10 y 11 se muestran las concentraciones de proteinas totales y el
porcentaje de nitrato (NOs-N) consumido en todos los experimentos durante los 15
dias de cultivo. Segun los resultados, los cultivos R1, R2 y control, son los
tratamientos con mayores concentraciones de proteinas en el quinto dia y R8
registrd el mayor valor en cuanto al contenido de proteinas en el décimo quinto
dia, de igual manera estos cultivos corresponden a los que consumieron menores
cantidades de nitrato (NO3-N) con valores de R1= 53%, R2=56%, control = 79% al
quinto dia, a excepcion R8 con el 100% del consumo de nitrato (NOs-N)al
decimoquinto dia (Tabla 4). Sin embargo, el cultivo control fue el mas productivo
en la obtencion de proteinas totales (0,527 g de proteina/g de biomasa) y bajo
consumo de nitrato (NO3-N) (79% del total del nitrato (NO3-N) presente en el
medio), en tan solo cinco dias de cultivo, siendo el mejor cultivo para la obtencién

de proteinas.

Figura 10. Produccién de proteinas totales y consumo de nitrato (NO3-N) del dia 5.
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Figura 11. Produccion de proteinas totales y consumo de nitrato (NO3-N) del dia

10.
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Figura 12. Produccion de proteinas totales y consumo de nitrato (NO3-N) del dia
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Como se muestra en la Tabla 4 se encontr6 que en todos los tratamientos el
consumo de nitrato (NO3-N) aumenta durante los primeros cinco dias de cultivo y
se mantiene aproximadamente constante hasta el dia 15 de cultivo. Ademas, se
observa un consumo significativo de nitrato (NO3-N) para los cultivos con mayor
concentracion de acetato. Esto puede deberse a que por la presencia del acetato
el nitrato (NO3-N) se consume casi en su totalidad debido a que éste es

rapidamente incorporado y utilizado en la produccion de polisacaridos y proteinas.

Tabla 4. Consumo de nitrato (NO3-N) por parte de C. vulgaris en el medio de

cultivo Bold Basal modificado bajo la relacion carbono/nitrégeno.

CULTIVO % NOs-N g de % NOs-N ¢ de % NOs-N g de
consumido proteina/g de consumido proteinalg consumido proteinalg
dias biomasadia5 dia 10 de biomasa dia15 de biomasa

dia 10 dia 15

R1 53 0,287 54 0,057 54 0,109

R2 56 0,225 57 0,074 55 0,137

R3 97 0,094 97 0,047 98 0,051

R4 76 0,178 77 0,151 80 0,105

R5 86 0,087 78 0,146 77 0,052

R6 97 0,112 98 0,117 98 0,065

R7 87 0,102 87 0,026 100 0,126

R8 87 0,087 89 0,038 100 0,258

R9 95 0,128 99 0,003 97 0,029

CONTROL 79 0,527 79 0,129 78 0,138

Con base en estos resultados se puede decir que las células después de cinco
dias de cultivo, dejan de consumir nitrato (NO3-N) como una medida para regular
la concentracion interna y externa. Richardson et al, 1969, encontraron que en
algun punto en el tiempo, después del agotamiento del nitrdgeno en el medio, todo
el nitrégeno es aparentemente utilizado en enzimas y estructuras celulares

esenciales.
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Los datos experimentales demuestran, que la respuesta de la microalga a las
diferentes concentraciones de nitrato (NO3-N) y acetato es variable en términos de
contenido de proteinas. Orddget al, 2011 reporté que el nitrbgeno es requerido
para la biosintesis de proteinas y por ende la limitacion de este nutriente afecta la
concentracion de proteinas, que son requeridas en otros procesos como la division

celular.

Tabla 5. Cultivos mas eficientes en produccién de proteinas totales en C. vulgaris

en el tiempo de cultivo.

CULTIV. 9% NOs-N g de % NO3-N g de % NO3-N ¢ de
0 consumid proteina/ consumid proteina/ consumid proteina/
odiab g de odia10 g de odia1l5 g de
biomasa biomasa biomasa
diab dia 10 dia 15
R1 53 0,287 54 0,057 54 0,109
R2 56 0,225 57 0,074 55 0,137
R8 87 0,087 89 0,038 100 0,258
CON 79 0,527 79 0,129 78 0,138

Finalmente, la interseccion de todos estos resultados hallados es lo que permite
viabilizar la produccion 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 obtencién de una mayor cantidad de metabolitos y empezar por
abarcar un medio de cultivo especifico que tenga en cuenta la minimizacién en
cuanto al tiempo empleado y consumo de nutrientes. Sin embargo, para los
resultados obtenidos en este estudio, la eleccion del método de cultivo que
permita maximizar el aprovechamiento, debe estar ligada fuertemente a la

productividad de los diferentes metabolitos de valor agregado (carbohidratos,
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pigmentos, lipidos, entre otros). En este caso, como se muestra en la Tabla 5, es
importante resaltar que en el cultivo control hay una alta productividad de
proteinas totales (0,527 g de proteina/g de biomasa) en una gran concentracion
(52,7 % p/p)en tan solo cinco dias de cultivo, ademas el consumo de nitrato (NO3s-
N)no fue tan elevado (79% del total del nitrato (NO3s-N)presente en el medio),

siendo el mejor cultivo para la obtencion de la mayor cantidad de proteinas.
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4. CONCLUSIONES

Con base en los datos obtenidos en este estudio y el analisis de los mismos, se
comprobd experimental y estadisticamente que el contenido de proteinas
dependen de la relacién carbono / nitrégeno presentes en el medio (p=0,00077),
destacandose el tratamiento control (0 mM Acetato: 2,94 mM Nitrato), con la
mayor productividad (0,527 g de proteina/g de biomasa), la mayor concentracion
de proteinas (52,7 %) y un consumo de nitrato (NO3-N) del 79% en tan solo cinco

dias de cultivo.

El tiempo afecta de manera importante el contenido de proteinas, siendo evidente
que, es mas Optimo llevar el cultivo de C. vulgaris hasta el dia quinto para poder
obtener la mayor cantidad de proteinas.

La relacion carbono/nitrégeno no tuvo efectos significativos sobre la produccion de

la biomasa (p= 0,05099), sin embargo, se pudo observar que se produce mayor

cantidad de biomasa en cultivos con grandes cantidades de acetato.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un analisis del perfil aminoacidico de la proteina

producida por C. vulgaris en los tratamientos con las mejores productividades.

Se recomienda cuantificar otros metabolitos como por ejemplo clorofila,
carbohidratos, lipidos, en C. vulgaris para dar valor agregado a su biomasa.

Se recomienda en estudios posteriores encontrar el punto 6ptimo de fuente de
nitrato (NO3-N) y tiempo, donde se maximice la produccion de proteinas.

Para llevar los estudios de proteina de la microalga C. vulgaris a la produccion

industrial, se debe encontrar el punto éptimo de nitrato (NO3-N) y tiempo de tal

manera que su produccién sea maximizada con el minimo costo.
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ANEXOS

Anexo A. Curva de calibracion de proteinas.

Curva de Calibracion

Concentracion Proteina 540 | L
(mg/mL) am Linealizacion
2 0,249 1,99593610
1 0,189 1,01170859
0,5 0,067 0,41996368
0,25 0,046 0,27765296
0,125 0,040 0,22566048
0,0625 0,020 0,00671256

Concentracion (g/L)
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Anexo B. Curva de calibracién de nitrato (NO3s-N).

Curva Calibracién nitrato (NO3-N).

Tubo Nitrato (NOs-N) | - Abs (220 Linealizacion
[mMol] nm)
2,9 0,02 0,1 0,022425
2,0 0,05 0,2 0,050850
4,0 0,09 0,3 0,082190
8,0 0,18 0,6 0,188075
16,0 0,37 1,1 0,367938
32,0 0,74 2,0 0,747500
64,0 1,47 2,5 1,477363
128,0 2,94 2,9 2,951339

Concetracion Nitrato (NO;-N) mmol/L

3.0

Curva Estandar nitrato (NO,-N)
y =0.039x° - 0.0963x* - 0.0161x3 + 0.1746x% + 0.2339x - 0.0027
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