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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DEL USO DE Scenedemus sp, Synechocystis sp y
Chlorella wvulgaris EN EL TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES
MUNICIPALES Y EN LA PRODUCCION DE PROTEINAS Y CAROTENOS
AUTOR: MARIA FERNANDA ACEVEDO PEDRAZA**

PALABRAS CLAVES: microalgas, agua residual, productividad, caracterizacion,

carotenos, protein as.

DESCRIPCION:

En este estudio se evalué el rendimiento de las microalgas Scenedesmus sp (Islas Canarias,
Espafia), Synechocystis sp 6803 (Coleccion francesa) y Chlorella vulgaris (Almeria, Espafia) en la
disminucién de Demanda Quimica de Oxigeno —DQO y remocién de amonio NH4* en el agua residual
proveniente de la depuradora del municipio de Montblanc (Espafa). Adicionalmente, se evalud el
uso potencial de aguas residuales estilizadas y sin esterilizar, para la produccién de proteinas y
carotenos. Como resultados se estableci6 que, de las especies de microalgas evaluadas,
Scenedemus sp podria ser la mas adecuada para el tratamiento de aguas residuales municipales,
puesto que presentd valores de remocién de amonio NH4* cercanos al 100% y la mayor eficiencia
de remocion de la DQO, tanto en agua residual esterilizada (64.85%) y no esterilizada (69.89 %). La
produccién de carotenos se vio favorecida usando aguas residuales para las especies Chlorella
vulgaris (618.69 ug/mg); y Synechocystis sp (239.24 ug/mg), sin embargo, Chlorella vulgaris podria
ser la mas adecuada en vista de que no necesita un proceso previo de esterilizacion del agua
residual. La produccidon de proteinas se vio favorecida en las especies Scenedesmus sp Yy
Synechocystis sp las cuales presentaron los mejores resultados, Scenedesmus sp con 128.06 pg/mL
y Synechocystis sp con 63.44 pg/mL donde es conveniente destacar que el proceso puede verse

limitado Unicamente al uso de aguas residuales esterilizadas.

* Proyecto de grado
** Facultad de Ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Director.
Dr. Crisdstomo Barajas Ferreira. Codirectora, M. Sc Diana Ibarra Mojica
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE USE OF Scenedemus sp, Synechocystis sp and
Chlorella vulgaris IN THE TREATMENT OF MUNICIPAL WASTEWATER AND THE
PRODUCTION OF PROTEINS AND CAROTENEES

AUTHOR: MARIA FERNANDA ACEVEDO PEDRAZA**

KEYWORDS: microalgae, productivity, extraction, characterization, carotenes,

proteins, precipitation, waste water treatment

In this study the efficiency of the microalgae Scenedemus sp (Canary Islands, Spain), Synechocystis
sp (French Collection) and Chlorella vulgaris (Almeria, Spain) in the decrease of Chemical Oxygen
Demand -COD and ammonium NH4* removal in the wastewater from the wastewater treatment plant
in the municipality of Montblanc (Spain). Additionally, the potential use of sterilized and non-sterilized
wastewater to produce proteins and carotenes was evaluated. As results, it was established that of
the microalgae species evaluated, Scenedemus sp could be the most suitable for the treatment of
municipal wastewater, since it showed values of ammonium NH4" removal close to 100% and the
highest efficiency of COD removal, both in sterilized waste water (64.85%) and non-sterilized
(69.89%). The production of carotenes was favored using wastewater for the species Chlorella
vulgaris (618.69 pg/mg); and Synechocystis sp (239.24 ug/mg), however, Chlorella vulgaris could be
the most appropriate since it does not need a previous process of sterilization of waste water. The
production of proteins was favored in the species Scenedemus sp and Synechocystis sp which

showed the best results, Scenedemus sp with 128.06 (g / mL and Synechocystis sp with 63.44 (g /
mL where it is convenient to emphasize that the process can be limited only to the use of

sterilized wastewater.

* Degree project
** Physical-Chemical Engineering Faculty. Chemical Engineering Department.
Director: Dr. Crisostomo Barajas Ferreira. Co-directora: M. Sc Diana Ibarra Mojica
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INTRODUCCION

Una de las principales preocupaciones de la sociedad actual es el reconocimiento
de los problemas asociados a la contaminacion de los recursos hidricos de agua
dulce. EI aumento de la contaminacion, la industrializacion y el rpido desarrollo
econoémico, imponen graves riesgos de disponibilidad y calidad del agua disponible,

en muchas areas en todo el mundo. [1]

En este panorama, la comunidad cientifica hace mas de 75 afios encontré a las
microalgas como una alternativa de tratamiento biolégico de agua residual de bajo
costo en donde agua residual es un medio ideal - debido a su alto contenido en
nutrientes como carbono, nitrégeno, azufre, entre otros - para el crecimiento una
amplia gama de especies, la mayoria inofensivas, entre las que se destacan se

destacan Chlorella, Dunaliella, Scenedemus, entre otras. [1]

Actualmente, hay un interés significativo de Centros de investigacion en el estudio
de nuevas especies que puedan ser utilizadas el uso de tratamiento de aguas
residuales; teniendo en cuenta la eficiencia de nuevas especies en la depuracién
del aguay a su rendimiento de generacién de subproductos. Entre los tipos de agua
residuales utilizadas actualmente en investigaciones se encuentran el uso de
vinazas [2], agua residual urbanas [3], agua residual del medio de cultivo [4], entre

otras.

Adicional a la capacidad de las microalgas de depurar el agua, investigadores han
incursionado en el estudio de la biomasa microalgal resultante una vez finaliza el
proceso de depuracion. Lo anterior debido a que las microalgas contienen en su
biomasa componentes intracelulares que pueden ser aplicados a una alta gama de
procesos comerciales tales como la produccion de biodiesel y bioetanol en donde
comparados con otro vegetal utilizado, presentan el mejor rendimiento, estudios
realizados han conseguido rendimientos de produccion de aceite de microalga con

valores en el rango de 380 a 5,080 m3/km?/afio superando asi el rendimiento de
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otros aceites tales como el aceite de palma con un rendimiento de 594 m3/km?/afio

[5].

Adicionalmente al ser microorganismos fotosintéticos, contienen clorofila que
puede ser usada en la industria cosmética. También pueden ser usadas en la
industria farmacéutica puesto que varias especies contienen compuestos bioactivos
como antioxidantes, antibioticos y toxinas. Ademas de esto, han sido usadas como
suplementos nutricionales debido a su alto contenido en proteinas, vitaminas y

polisacéridos [6].

Mediante el presente trabajo, se evalu6 el rendimiento de las microalgas
Scenedesmus sp, Synechocystis sp y Chlorella vulgaris en la disminucion de
Demanda Quimica de Oxigeno —DQO y remocion de amonio NHs4* en el agua
residual proveniente de la depuradora del municipio de Montblanc (Espafa).
Adicionalmente, se evalu6 el uso potencial de aguas residuales esterilizadas y sin
esterilizar, para la produccion de proteinas y carotenos a partir de las microalgas.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Las microalgas son microorganismos unicelulares presentes en agua dulce y
salada, en donde constituyen la base para la mayoria de las cadenas alimenticias
acuaticas. Existen aproximadamente 104,000 especies de microalgas conocidas,

las cuales se clasifican en tres tipos distintivos: verdes, rojas y diatomeas [7].

La mayoria de las especies de microalgas contienen clorofila y usan la luz solar
como recurso energético para convertir el diéxido de carbono en biomasa mediante
fotosintesis, llegando a producir hasta el 75% del oxigeno requerido por animales y
humanos [5]. En general, las microalgas son mas eficientes al convertir la energia
solar en energia quimica que otras plantas debido a su estructura simple y a su
mayor eficiencia en el acceso al agua, CO2y otros nutrientes dado que crecen en

una suspension acuosa [8].

2.1. FACTORES QUE INFLUENCIAN EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

En estado natural, las microalgas crecen a temperatura ambiente, 19°C - 24°C y pH
neutro. La exposicion a la luz es muy importante, puesto que de esta dependera en
gran medida el proceso fotosintético [9]. Nutrientes tales como nitratos, carbono,
vitaminas, fésforos, nitrdgeno, entre otros son necesarios para su produccion, por
lo que la cantidad requerida de estos nutrientes dependera del tipo de microalgas y

de la disposicion final que se les dara a las moléculas que las componen [8].

En general, la produccion de microalgas puede ser desarrollada en tres tipos de
mecanismo: foto autétrofo (energia obtenida del sol y el carbono de compuestos
organicos), heterétrofo (los compuestos organicos proporcionan la energia y la
fuente de carbono) y Mixotrofico (la fuente de energia es tanto la luz como la materia

organica. El carbono lo obtiene de compuestos organicos y del CO2) [10]
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Bajo ciertas condiciones, muchas especies de microalgas pueden acumular en
mayor concentracion compuestos de interés, tales como proteinas, lipidos, almidoén,
glicerol, pigmentos naturales, biopolimeros, entre otros, por lo que muchos autores

han explorado su posible uso en diferentes aplicaciones comerciales [9]

2.2. USOS DE LAS MICROALGAS EN EL TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES

Tradicionalmente, las microalgas se han usado para el desarrollo de numerosas
aplicaciones en diversos campos tecnolégicos, en cultivo masivo o continuo, libres
o inmovilizadas, vivas o procesadas. Entre los principales sectores industriales en
los que se aprovecha su biomasa se encuentra la industria de la energia, con la
produccion de biodiesel, bioetanol, biobutanol y acetona [11] ; la industria quimica y
alimenticia con la produccién de suplementos alimenticios, vitaminas, pigmentos,
aminoécidos, polisacaridos, glicerol, enzimas, entre otros y la industria bio-médica
y farmacéutica en la que se aprovechan sus propiedades hipocolesterolemias,

antibacterianas, anti fangicas, inmunoreguladoras y antitumorales [9]

Adicionalmente, otros sectores han aprovechado su capacidad de acumulacién en
grandes cantidades de ciertos toxicos; asi como su ingesta de carbono, nitrégeno,
azufre y fosforo usandolas en el proceso de fitorremediacion de aguas residuales a
un costo minimo comparado con otras técnicas de purificacion tales como la

precipitacion quimica, oxidacidén/reduccion, intercambio de iones, entre otras. [12]
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de las microalgas Scenedemus sp, Synechocystis sp y Chlorella
vulgaris en el tratamiento de aguas municipales y en la produccién de proteinas y

carotenos.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Evaluar la eficiencia del uso de microalgas Scenedemus sp, Synechocystis
sp y Chlorella vulgaris para la remocion de amonio NHs* y Demanda Quimica
de Oxigeno presente en aguas residuales municipales.
» Determinar la influencia del uso de agua residual municipal como medio de

cultivo en la produccién de carotenos y proteinas a partir de las microalgas

Scenedemus sp, Synechocystis sp y Chlorella vulgaris.

18



4. METODOLOGIA

En la realizacion de estudio se seleccionaron las microalgas Scenedesmus sp (Islas
Canarias, Espafa) y Chlorella vulgaris (Almeria, Espafia) de las cuales su uso en la
reduccion de contaminantes en agua residuales ha sido ampliamente evaluado por
la comunidad cientifica. Adicionalmente, con el fin de incrementar la informacion
sobre nuevas especies cultivadas en agua residuales se seleccioné la microalga
Synechocystis sp 6803 (Coleccion francesa). El proyecto se llevé a cabo en 2 fases
principales, las cuales se resumen en la Figura 1.

Figura 1. Metodologia

Medio de cultive
-Medio convencional
-Agua residual sin esterilizar
-Agua residual esterilizada
Sequimiento del crecimiento
-Absorbancia (680 nm)
-Conteo en microscopio

FASE | : EVALUACION DE LA EFICIENCIA
DE REMOCION DE AMONIO Y DEMANDA
QUIMICA DE OXIGENO (DQO)

Tipo de Agua
= Agua residual municipal sin esterilizar

* Agua residual municipal estenlizada (autoclave)
' Caracterizacid ua residual

» Demanda Quimica de Oxigeno DQO

7 Concentracién de Amonio

*

h
FASE . DETERMINACION DE
INFLUENCIA DE USO DE AGUA Extraccion y
RESIDUAL MUNICIPAL COMO MEDIO DE » caracterizacion de:
CULTIVO EN LA PRODUCCION DE - Carotenos
PROTEINAS ¥ CAROTENOS A PARTIR - Proteinas
DE MICROALGAS.
+ Velocidad de crecimiento
~ Produdividaddela biomasa
¥ ~ Agua residual
- Eficiencia de Disminucion de
ANALISIS ¥ RESULTADOS » Demanda quimica de oxigeno
- Eficiencia de Remocion de Amonio
» Componentes intracelulares
- Produccion de carotenos
- Produccion de proteinas
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4.1. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DEL USO DE MICROALGAS PARA
REMOCION DE AMONIO NH4* Y DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO DQO EN
AGUAS RESIDUALES (FASE I)

4.1.1. Recoleccion de muestras de agua residual y caracterizacion de su
composicion quimica. La muestra de agua residual fue tomada de la planta
depuradora del municipio de Montblanc (Espafia), en el punto después de la
filtracion de sdlidos grandes. La caracterizacion en laboratorio se llevé a cabo
realizando mediciones de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y concentracion de
Amonio total NH4* por medio del sistema de fotébmetro PC-Lovibond Multidirect
Photometric (Lovibond, UK).

4.1.2. Cultivo de microalgas en medios de cultivo convencionales y en agua
residual

Medios convencionales: Los medios convencionales seleccionados como punto de

referencia fueron agua des-ionizada suplementada a una concentracion del 2 %
(v/v) de medio de cultivo BG-11 para Scenedesmus sp y Synechocystis sp; y medio
de cultivo ASPi12 en el caso de Chlorella vulgaris. Estos medios contienen los
nutrientes necesarios para lograr un crecimiento celular 6ptimo y evitar variaciones
significativas durante el estudio. En el anexo A se encuentran consignadas las

especificaciones de la composicion de los medios de cultivo.

Agua residual: Las microalgas se cultivaron en agua residual esterilizada (por medio

de autoclave) y agua residual sin esterilizar con el fin de determinar si la presencia
de otros microorganismos influye en su capacidad de fitorremediacion y en su

desarrollo metabdlico.

4.1.3. Disefio experimental Se realizd un disefio experimental aleatorizado

utilizando los tres tipos de medio de cultivo (medio convencional, agua residual
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esterilizada y agua residual sin esterilizar) en cada tipo de microalgas, para un total

de 9 experimentos.

En esta fase (FASE 1), solo se utilizaron los experimentos en lo que las microalgas
fueron cultivadas en agua residual (6 experimentos) puesto que se tomd como
referencia la composicion inicial del agua residual antes del tratamiento con
microalgas. Para la FASE Il se tomaron muestras de la biomasa fresca de los nueve
experimentos realizados para su posterior caracterizacion y analisis de carotenos y

proteinas.

4.1.4. Condiciones del tratamiento del agua residual con microalgas Las
microalgas se inocularon con una concentracion inicial del 5% (v/v) en el medio
convencional, en el agua residual esterilizada y en el agua residual sin esterilizar.
En el laboratorio se utilizaron Erlenmeyer de 500 ml con un volumen de cultivo de
100 ml. Las muestras se incubaron en un agitador orbital de mesa (MaxQ™ 4000)
a 150 rpm, temperatura de 19 + 2° C, agitacion constante y aireacion atmosférica
(392 ppm de COy2) y fuente de iluminacion artificial con fotoperiodo de 16 horas de

luz y 8 de oscuridad (16:8 LO) simulando las horas de luz y oscuridad naturales.

4.1.5. Seguimiento del crecimiento de las microalgas Se siguio el crecimiento
de todas las especies en los tres tipos de tratamiento, midiendo su absorbancia
(DOesso) utilizando el equipo SpectraMax 340PC, EE. UU. Cuando las muestras
alcanzaron valores de ODeso entre 0.4 y 0.5 (15 a 20 dias de crecimiento) se analizé
el contenido de DQO y amonio NH4* en el agua residual y el en contenido de
carotenos y proteinas presente en la biomasa microalgal. Este rango fue
seleccionado debido a que en ese punto las microalgas son mas activas
metabdlicamente ya que se encuentran en la mitad de su crecimiento exponencial
[19].
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Adicionalmente, se analiz6 el crecimiento celular diariamente mediante conteo
celular al microscopio usando un hemocitometro. (Neubauer Improved Chamber,

Brand, Germany).

4.1.6. Caracterizacion de agua residual tratada con microalgas
(Concentracion de amonio (NH4*) y demanda quimica de Oxigeno (DQO).
Después de 15 a 20 dias de tratamiento del agua residual con microalgas se
procedié a medir la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) y concentracién de
Amonio total NH4*, para ello se tomaron muestras de 10 ml de cultivo en tubos
Eppendorf y se centrifugaron a 500 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante
resultante se depositdé en un nuevo tubo Eppendorf y se congelé a -4°C para su
posterior analisis. Las muestras fueron analizadas usando el sistema de fotdmetro
PC-Lovibond Multidirect Photometric (Lovibond, UK) considerando el siguiente

protocolo:

Para el célculo de DQO se agreg6 1 ml de muestra de agua residual tratada, 2 ml
de agua des-ionizada en la muestra en la cubeta de blanco. Se agitd
cuidadosamente y se mantuvo 2 horas a 148°C. Una vez transcurrieron las 2 horas
se realiz6 la lectura en el fotbmetro comparando las mezclas preparadas con el

blanco.

Para el andlisis del contenido de amonio NH4*, se agregaron: 1 ml de muestra de
agua tratada, 2 ml de agua des-ionizada y los sobres de Vario Ammonio Salicylate
F5 y Ammonio Cyaurate F5 que contiene el KIT del equipo y se agito
cuidadosamente. Seguido se dejo reposar la mezcla durante 20 minutos y
finalmente se realiz6 la lectura en el fotbmetro comparando las mezclas preparadas

con el blanco.
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4.2. DETERMINACION DE INFLUENCIA DE USO DE AGUA RESIDUAL
MUNICIPAL COMO MEDIO DE CULTIVO EN LA PRODUCCION EN LA
PRODUCCION DE PROTEINAS Y CAROTENOS (FASE II).

4.2.1. Determinacion de produccion de proteinas y carotenos al final del
cultivo en aguas residuales y medios de cultivo convencionales. Para las
caracterizaciones de los componentes intracelulares se tomaron dos muestras de
45 ml por cada especie en tubos falcon de 50ml y se almacenaron a -20 °C hasta
su posterior analisis.

Caracterizacion de carotenos: La extraccion de carotenos requirié del siguiente

pretratamiento: 10 ml, de muestra (por duplicado) fue centrifugada (15 min, 5000
rom) (MPW, Biogen Cientifica, Espafia). Los sobrenadantes en ambas muestras
fueron descartados y de los dos precipitados resultantes: una de las muestras se
mantuvo a -20° C para su posterior analisis y la otra fue usada para calcular el peso

seco de la muestra manteniéndose a 80 °C durante 24 horas.

Los carotenos fueron extraidos por adicion de 0,5 ml de metanol al 99% (v/v)
(Scharlau, Espafia), la muestra fue depositada en un tubo Eppendorf de 1,5 ml (por
triplicado) y se homogeneizé en el Mini Beadbeater (BioSpec Products, EE. UU) con
perlas de zirconio/silicio de 0,5 mm (BioSpec Products, USA) por un minuto a
velocidad media. La mezcla se centrifugé (10 min, 15000 rpm, 4 °C) (Eppendorf
5417R, Germany). Finalmente, el sobrenadante fue recolectado en un nuevo tubo y
su absorbancia fue medida a ODa7o, ODes3 y ODsss con el fin de determinar la
cantidad de clorofila a, clorofila b y contenido total de carotenos, usando las
ecuaciones de Deer, 1998 (Ecuacion 1, Ecuacion 2 y Ecuacion 3) en donde Ases,

Aes3y Asa70 SON los valores de absorbencia obtenidos.

Clorofila a (Chla)  (15,66*Asss)-(7,34*Ass3) Ecuacion 1
Clorofila b (Chlb)  (27,05*Aes3)-(11,21*Ases) Ecuacion 2
Carotenos totales  (1000*A470)-(2,86*Chla)-((129,2*Chlb)/245) Ecuacién 3
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Caracterizacion de proteinas: Para la extraccion de proteinas se tomo una

muestra de 10 ml de muestra y se centrifugd (15 min, 5000 rpm). El sobrenadante
fue descartado y a la muestra fueron afiadidos 4 ml de agua des ionizada (Mili Q

water system, Millipore, USA) para ser almacenada a -20 °C durante la noche.

La muestra fue descongelada y con el fin de romper las células microalgales, 1 mli
de muestra fue depositada en un tubo Eppendorf de 1,5 ml (por triplicado) que se
introdujo en el Mini Beadbeater (BioSpec Products, USA) con perlas de
zirconio/silicio de 0,5 mm (BioSpec Products, USA) por tres minutos a velocidad
media. La suspensiéon resultante fue centrifugada (10 min, 15000 rpm, 4 °C)

(Eppendorf 5417R, Germany) y se recolecté un 1 ml en un nuevo tubo Eppendorf.

Para precipitar las proteinas TCA frio al 25%(w/v) (Scharlau, Spain) fue agregado a
la suspension en una relacion 2:1. Luego, se homogeneiz6 la muestra y se congel6
durante 30 min. Transcurridos los 30 minutos la muestra fue centrifugada (15 min,
15000 rpm, 4 °C), el sobrenadante se descart6 y al precipitado se agregé 1 ml de
TCA al 10% y (w/v), una vez mas la muestra fue centrifugada (15 min, 15000 rpm,
4°C), se descartd por segunda vez el sobrenadante y se agregoé al precipitado 1 ml
de TCA al 5% (w/v) para ser centrifugada por ultima vez (15 min, 15000 rpm, 4 °C).
El sobrenadante se descartd6 nuevamente y la muestra se re suspendié en 1mL de

SDS al 1% (w/v) (Scharlau, Spain) para su posterior andlisis.
Para la determinacion del contenido de proteinas se sigui6 el protocolo suministrado

por el Kit Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo scientific, EE. UU.) que se

encuentra en el Anexo B.
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4.3. PRUEBAS ADICIONALES: EFECTO DE LA AUSENCIA DE LUZ Y
EFECTO DE FLOCULANTES EN LA PRECIPITACION DE LA BIOMASA

A pesar de no ser el objetivo del trabajo, se realizaron dos pruebas adicionales. La
primera, para comprobar si la ausencia de luz era un factor de inhibicion en el
crecimiento de biomasa microalgal y la segunda, para determinar si la presencia de
floculantes disminuye el tiempo de precipitacion de la biomasa en el medio de
cultivo. El procedimiento realizado a cada especie de microalgas se muestra en la

Figura 2.

Figura 2.Pruebas Adicionales

Tipo de Agua
# Agua residual municipal sin esterilizar
» Medio convencional
Sequimiento via absorbancia (680 hm)
Calculo de la Tasa de Crecimiento

PRUEBA |: EFECTO DE LA AUSENCIA DE
LUZ EN EL CRECIMIENTO DE LA |
BIOMASA MICROALGAL

Medio de cultivo
-Medio convencional
— b Pruebas
-Sin presencia de Floculante
-Utilizando NaOH con floculante

PRUEBA Il: EFECTO DEL USO DE
FLOCULANTE EN LA PRECIPITACION DE
LA BIOMASA EN SU MEDIO DE CULTIVO

4.3.1. Efecto de laausencia de luz en el crecimiento de la biomasa microalgal.
Se expusieron las tres especies de microalgas en medio convencional y agua
residual esterilizada, a las mismas condiciones de cultivo que en la Fase | (Seccién
4.1.4), a excepcion del fotoperiodo que en este caso es de 24 horas de total
oscuridad. La oscuridad se obtuvo recubriendo los Erlenmeyer menos la tapa con
papel aluminio. Se siguio el crecimiento de todas las especies midiendo su
absorbancia (DOeso) ((SpectraMax 340PC, EE. UU.)
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4.3.2. Efecto del uso de floculante en la precipitacion de la biomasa en su
medio de cultivo. Se realizd una prueba de precipitacion de cada especie cony sin
adicién de NaOH como floculante. Se adicionaron en un Beaker de vidrio 5 ml de
biomasa fresca (ODeso entre 0,4 y 0,5) y se midio la absorbancia de la superficie de
la solucién después de 5, 10, 15, 35, 45 y 60 minutos. En las pruebas con adicion
de floculante se afiadieron 50 uL de NaOH a la solucidén con el fin de aumentar su

pH y acelerar el proceso de precipitacion.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. EVALUACION DE LA EFICIENCIA DEL USO DE MICROALGAS PARA
REMOCION DE AMONIO NHs+* Y DEMANDA QUIMICA DE OXIGENO EN
AGUAS RESIDUALES (FASE 1)

5.1.1. Crecimiento de las microalgas. Las curvas de crecimiento de las
microalgas son mostradas en la Figura 3, donde se observa su fase de crecimiento
exponencial. Se puede observar que Synechocystis sp no se encuentra
representada en la figura (c), esto debido a que presenté un decrecimiento de su
densidad celular, posiblemente por la interaccion con microorganismos presentes
en las aguas residuales lo cual provoco la inhibicion y el rapido decaimiento del
namero de células. Adicionalmente, en el Anexo C se encuentran las graficas de
seguimiento via absorbancia (ODsso) de todos los experimentos en el mismo

intervalo de tiempo.

Figura 3. Curvas de crecimiento. Temperatura 19°C, fotoperiodo 16:8 LO, aire
atmosférico (CO2 ~0,03%)
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b Crecimiento en agua residual esterilizada
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La especie Scenedemus sp obtuvo valores de crecimiento en medio convencional
(5,74 celx108 M1 inferiores a los obtenidos en agua residual esterilizada similares
(7,06 celx108 M-1) y en agua residual sin esterilizar (1,05 celx107- ™-1) lo que indica

el efecto positivo del enriqguecimiento en nutrientes presente en el agua residual.

Synechocystis sp en agua residual esterilizada obtuvo valores de crecimiento casi
5 veces mayores que en el medio convencional (5,66 celx105.mL? y 1,00
celx10”.mL"! respectivamente) y como se menciond anteriormente en agua residual

sin esterilizar se observé un decrecimiento.
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Por su parte, Chlorella vulgaris en el medio convencional, mostr6 una lenta
velocidad de crecimiento (2,98 celx10®> ™) como lo han descrito investigaciones
previas [13] haciendo que durante 20 dias su densidad celular tan sélo se
cuadruplicara mientras que en las muestras de agua residual esterilizada y sin

esterilizar aument6 10 y 20 veces la biomasa inicial.

Velocidad especifica de crecimiento

La velocidad especifica de crecimiento (u) de cada experimento fue calculada. El
modelo de crecimiento logistico o ecuacion Verhulst-Pear fue seleccionado para

ajustar los cultivos y calcular p en la fase de crecimiento exponencial [14].

X = XoXmaxe“t
Xmax+Xo(eMt—1)

(Ecuacion 7)

En la ecuacion 7, X es la densidad celular (cel. mL-1), Xo y Xmax la densidad celular
inicial y méaxima respectivamente (cel. mL-1), u la velocidad especifica de
crecimiento (dia-1) y t el tiempo de cultivo (dia). La ecuacién 7 puede ser
transformada en forma lineal como en la ecuacion 8, donde la pendiente de la recta
corresponde a la velocidad especifica de crecimiento, u. Para el ajuste se utilizo el
Sofware SPSS Statics.

XX —XoX
In ( max_ 40
XoXmax—XoX

) = ut (Ecuacion 8)

La Tabla 1 muestra el parametro p ajustado para las tres microalgas en los
diferentes medios de cultivo y su error correspondiente. Se detalla la similitud en el
valor de velocidad especifica de crecimiento para todas las especies, con un rango
entre 0,19 y 0,35 dias™.
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Tabla 1.Velocidad de crecimiento p ajustada al modelo logistico. Unidades: Xmax y

Xo [célulasemL-1] y p [dia-1].

Microalg Medio de EE.
a cultivo Xmax  EE.Xmax Xo EEXo p M R?
Medio
convencional 574E+06  2,66E+05  2,30E+05 3,38E+04 0,193 0,017 0,93

Scenede aAgua residual

sSMus s ili
P esterilizada 7,06E+06  1,80E+05  512E+05 6,67E+03 0212 0018 0,95
Agua residual

sin esterilizar 1,056407  7,20E+05  3,49E+05 4,10E+04 0232 0,024 0,98
Medio
Synecho convencional  sgees06 3326405 5246405 268E+04 0233 0071 092

cystissp Agua residual

esterilizada 1,00E+07  4,10E+05  1,53E+05 9,34E+04 0,305 0033 0,92
Medio

) 0,94

convencional 1,75E+04  1,24E+04  1,88E+04 1,33E+04 0239 0035 O
Chlorella Agua residual

0,98

vulgaris  esterilizada 293E+06  8,69E+04  2,60E+05 6,06E+04 0,351 0,027 1
Agua residual

_ ) 0,94

sin esterilizar 3,37E+06  2,50E+04  1,65E+05 1,20E+05 0,287 0068 0

Asi mismo, en la Tabla 2 se encuentra la comparacion del valor de u con el reportado
en otras investigaciones. El parametro p no estuvo dentro de los intervalos descritos.
La razén de estos resultados puede ser debida a la aproximacién que se realizé del
valor de Xmaxen la Ec.8 cuando las microalgas se encuentran en la mitad su fase de

crecimiento exponencial.
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Tabla 2. Comparacion de resultados de velocidad de crecimiento con otras

investigaciones

Microalga Tipo de medio Esta investigacion Otras investigaciones
Medio convencional 0,193 0,682 [15]
Scenedem Agua residual
esterilizada 0,212 0,643 [16]
us sp
Agua residual sin
esterilizar 0,232 0,43 [16]
Medio convencional 0,233 0,35 [16]
Synechocy _
stissp Agua residual
esterilizada 0,305 0,47 [16]
Medio convencional 0,239 0,46 [17]
Agua residual
Chlorella i
vulgaris esterilizada 0,351 0,48 [17]

Agua residual sin
esterilizar 0,287 0,17 [17]

Productividad de la Biomasa

La productividad de la biomasa es expresada como relacion entre la biomasa seca
obtenida durante el cultivo y el producto entre el tiempo y el volumen empleado para

dicho cultivo, Ec 9.

.. Peso seco final de la biomasa
Productividad = f

, , — (Ecuacion 9)
tiempo de cultivo - Volumen de cultivo

El peso seco fue calculado pesando 10 ml de biomasa fresca (por duplicado) antes

y después de ser sometida a un proceso de secado en horno a 80 °C durante 24

horas.
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En la Figura 4 se aprecian los valores de productividad de las tres especies que van
desde 5,29 mg-It-diat (Chlorella vulgaris) hasta 84,76 mg-I"*.dia* (Scenedesmus
sp). Scenedesmus sp obtuvo los valores de productividad mas altos, siendo su
productividad 1,6 veces mayor a la obtenidas por otros estudios (Xin et al., 2009).
La microalga Synechocystis sp presenta una productividad 3,5 veces menor en
agua residual esterilizada y Chlorella vulgaris en agua residual no esterilizada

presenta una productividad 6 veces menor que sus respectivos medios de control.

Figura 4. Productividad de la biomasa de microalgas cultivadas al final del periodo
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Adicionalmente, se debe resaltar que a pesar de que las cepas Chlorella vulgaris y
Synechocystis sp. tuvieron velocidades especificas de crecimiento aparentes
mayores, presentaron productividades mas bajas en comparacion a la especie
Scenedesmus sp, lo cual es légico debido a que sus tamarfios celulares son entre

15y 200 veces mas pequeios [15].

5.1.2. Eficiencia de la remocion de amonio NH4" y demanda quimica de
oxigeno DQO en aguas residuales domesticas (fase ). La composicion inicial de
las muestra recolectada en de la Depuradora Montblanc se observa en la Tabla 3y
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la composicion final una vez las muestras fueron tratadas con microalgas se

muestra en la Tabla 4.

Tabla 3. Demanda quimica de oxigeno (DQO) y concentracion de amonio de la

muestra de agua residual recolectada de la depuradora Montblanc.

Fecha de recoleccion Septiembre de 2017
DQO [mg/L] 190
Amonio NHa* [ng/L] 31
pH 7,5-8,0

Tabla 4. Valores finales de DQO y contenido de Amonio en el agua residual tratada

con microalgas

DQO final Amonio final
Microalga Medio de cultivo [mg/L] NHa* [ng/L]

Agua residual esterilizada 66,78 0,115
Scenedemus sp

Agua residual sin esterilizar 57,2 0,02

Agua residual esterilizada 140 1,6
Synechocystis sp

Agua residual sin esterilizar 188 45,7
Chlorella vulgaris Agua residual esterilizada 129 0,01

Agua residual sin esterilizar 139 0,08

En la Tabla 5 se presentan los valores de eficiencia de disminucién de demanda
quimica de oxigeno y de remocién de amonio NH4* obtenidos y su comparacioén con

valores obtenidos en otros estudios.
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Tabla 5. Eficiencia de remocion de Amonio (%)

Remocién de L, .
Remocién de Amonio NH4*

. Tipo de DQO
Microalga di
medio Esta Esta Otras
investigacion investigacion investigaciones
Scenesdr;esmus 64,85% 99,75% 94% 7]
. Agua
Synechocystis  residual 26,32% 9652 825 M)
P esterilizada
Chlore!la 32,11% 99,8 84% [17]
vulgaris
Scene;ipesmus 69,89% 99,96% NR
. Agua
SynecgocyStIS residual sin 0,70% 0,60% NR
P esterilizar
Chlorella 26,84% 99,83%  78% [18]
vulgaris

Tanto en aguas esterilizada y sin esterilizar, el tratamiento con Scenedesmus sp
presenté el mayor porcentaje de remocion de DQO (64.85 y 69.89 %) y Amonio
NH2* (99.75 y 99.96 %).

La eficiencia de remocién de DQO en el tratamiento con Chlorella vulgaris y
Synechocystis sp, con agua esterilizada y sin esterilizar, fue inferior al 33%; sin
embargo, las dos especies presentaron alta eficiencia de remocién de Amonio
(mayor al 96%) en aguas residual esterilizada (superiores a los estudios de
referencia). Segun Liet al., 2011 la baja disminucion de DQO que presentaron las
especies Synechocystis sp y Chlorella vulgaris podria asociarse a que a altas
densidades celulares se introduce la produccion de exoproductos organicos que
impiden la diferenciaciébn entre materia organica residual y materia organica

generada como productos del metabolismo.
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La baja remocion de DQO y Amonio NH4* (menor al 1%) en el agua residual sin
esterilizar de la especie Synechocystis sp se debe, como se mencion6
anteriormente, a que no presento crecimiento de biomasa significativo durante los
dias del tratamiento, posiblemente inhibida por los microorganismos autéctonos

presentes en el agua.

5.2. DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DEL USO DE AGUA RESIDUAL
MUNICIPAL COMO MEDIO DE CULTIVO EN LA PRODUCCION DE
PROTEINAS Y CAROTENOS

A partir de los cultivos utilizados de la fase |, se tomaron muestras de 45 ml de
biomasa fresca para caracterizar la cantidad de proteinas y carotenos presentes
después de aproximadamente 20 dias de crecimiento. No fue posible detectar la
concentracion de proteinas y carotenos al inicio del experimento debido a la baja

concentracion de biomasa (5% (v/v)) presente en el medio.

5.2.1 Contenido de carotenos. La Figura 5 muestra el contenido de carotenos en
ug/mg peso seco presente, luego de un promedio de 20 dias de cultivo. Los valores

varian entre 618,69 [ug/mg]y 42,612 [ug/mg].

Figura 5 . Contenido total de carotenos presente en las microalgas
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Chlorella vulgaris presenta el valor mas alto de contenido de carotenos en agua
residual esterilizada con un valor de 618,69 [ug/mg] lo cual concuerda con estudios
de Chacon et, al, en donde la microalga Chlorella vulgaris reporta 3 veces mayor
contenido de carotenos que en su medio de control. Por su parte, la microalga
Synechocystis sp obtuvo el mayor contenido de carotenos en agua residual

esterilizada con un valor de 239,24 [ug/mg ps].

Scenedemus sp presento un contenido de carotenos menor en aguas residuales en
comparacion al obtenido en su medio de control. En otros estudios, esta microalga
reporta un contenido de carotenos en agua residual 1,3 veces mayor que en su
medio de control [16] en donde emplean un agua residual con un contenido de
amonio NHa4* 2 veces menor que el contenido presente en las muestras usadas en
este trabajo, esto lleva a pensar en el efecto negativo de tal enriquecimiento en la

acumulacion de carotenos en esta especie.

5.2.1. Contenido de proteinas. El contenido total de proteinas en ug/ml de cada
especie luego de aproximadamente 20 dias de crecimiento se puede observar en

la Figura 6.

Figura 6. Contenido total de proteinas presente en las microalgas Scenedesmus

sp, Synechocystis sp y Chlorella vulgaris.

140
120
100
80
60 I

40

I
0
Scenedesmus Synechocystis Chlorella

® Medio de control Agua residual esterilizada Agua residual no esterilizada

Contenido de
proteiinas [ug-mL*]

36



Los valores en este caso varian entre 128,06 [ug/ml] (Scenedemus sp) y 12,39
[ug/mL] (Chlorella vulgaris). Scenedemus sp fue la especie con mayor contenido
total de proteinas presente en agua residual esterilizada y agua residual sin
esterilizar con un valor de 128,06 [ug/ml] y 31,43 [ug/ml] respectivamente. Otros
estudios han reportado un contenido de proteinas totales en la especie Scenedemus
sp de 66,5 [ug/ml] en medio de control, 461,5 [ug/ml] agua residual esterilizada y

337,3 [ug/ml] en agua residual sin esterilizar (Quevedo, Morales, & Acosta, 2007)

Asi mismo, la especie Chlorella vulgaris en el estudio de Quevedo et al., 2008 [13]

reporta valores de contenido de proteinas en medio de control de 461,5 [ug/mL], en
agua esterilizada de 401,9 [ug/mL] y de 346 [ug/mL] en agua residual sin esterilizar,
usando un agua residual con una concentracion de amoniaco de 139 [mg/L] la cual
es cuatro veces mayor que la concentracion de amonio presente en este estudio.
Lo anterior, lleva a pensar en el efecto positivo del enriquecimiento de amonio en la

acumulacion de proteinas en la biomasa de la microalga de Chlorella vulgaris.
5.3. PRUEBAS ADICIONALES

5.3.1. Efecto de ausencia de luz en el crecimiento de las microalgas. La tasa
de crecimiento (GR) se calcul6 ajustando los valores de DOessgo en una funcién

exponencial.

GR = w (Ecuacioén 10)

En la ecuacién 10 (Luo et al.,, 2017) DOi y DOt es la densidad optica inicial y la
densidad éptica en un tiempo de cultivo t (dia) respectivamente. Cada valor de DO

fue corregido sustrayendo el valor de DO sin presencia de microalgas en el medio.
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Las especies se siguieron via absorbancia (ODeso) durante 15 dias,
aproximadamente el mismo tiempo que les tomd a las especies expuestas a
intervalos de luz y oscuridad llegar a un ODsso entre 0,4 y 0,5. En la Figura 7, se
observa el seguimiento al crecimiento de las microalgas a una temperatura de
~19°C, fotoperiodo de 24 horas.

Figura 7. Curvas de crecimiento de las microalgas con fotoperiodo de 24h. (a)

medio de cultivo, (b) agua residual.
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Ninguna de las especies después de transcurrir los 15 dias evidencié un aumento
de su valor de absorbancia superior a 0,037, este valor comparado con los valores
alcanzados por las especies al ser expuestas a intervalos de luz oscuridad en la

fase | es muy bajo (ver Anexo A).

En la

Tabla 6, se encuentran los valores de tasa de crecimiento (GR) tras transcurrir los

15 dias de crecimiento.

Tabla 6.Tasa de crecimiento GR [dia!] segun la Ec 10

Medio de cultivo Scenedesmus sp  Synechocystis sp  Chlorella vulgaris
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Medio de control 0,036487545 -0,009130955 -0,008757309
Agua residual -0,006215098 0 0,020548719

Las especies no presentaron una tasa de crecimiento significativa en comparacion

a las especies que fueron expuestas a intervalos de luz y oscuridad (Tabla 1,
Seccién 5.1), algunos valores de GR son negativos lo que lleva a suponer un
decrecimiento en la biomasa. Lo anterior confirma la afirmacion cientifica que
enuncia que las microalgas necesitan un régimen de luz y oscuridad para su
proceso de fotosintesis, la luz para la fase fotoquimica y la oscuridad para su fase
bioquimica en donde sintetizan moléculas esenciales para su crecimiento (Serrano
Bermudez, 2012).

5.3.2. Pruebade precipitacién. En la Figura 8, se pueden observar las pruebas de
precipitacion realizadas para cada especie con presencia de NaOH como floculante

(pH:9) y sin la presencia de floculante (pH:7)

Figura 8.Pruebas de precipitacion
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Scenedesmus sp ho obtuvo una diferencia significativa en el tiempo de precipitacion
con la adicion de NaOH, en ambos casos el tiempo de precipitacion fue de 1 hora.
En el caso de Synechocystis sp la adicion de NaOH permitié reducir el tiempo de
precipitacion de 22 horas a 1 hora. En el caso de Chlorella vulgaris la diferencia no
es tan drastica como en el caso de Synechocystis sp, sin embargo, la presencia de

NaOH redujo el tiempo de precipitacién de 1,7 horas a 1 hora.
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6. CONCLUSIONES

De las especies de microalgas evaluadas, Scenedemus sp podria ser la mas
adecuada para el tratamiento de aguas residuales municipales, puesto que el
ensayo en el que se uso esta especie se presento la mayor eficiencia de remocién
de la Demanda Quimica de Oxigeno —DQO, tanto en agua residual esterilizada
(64.85%) y no esterilizada (69.89 %). Asi mismo, los valores de remocion de

amoniaco fueron cercanos al 100%.

Aunque Chlorella sp present6 la mejor remocion de Amonio NH4* en agua residual
esterilizada (99.8%), su uso podria ser menos favorable para la remocién de DQO

puesto que solo alcanzo un porcentaje de remocion de 32,11%.

A pesar de que el tratamiento con Synechocystis sp presentd una importante
remocion de amonio NHs* en condiciones de agua esterilizada (96.52%), la
remocion de DQO fue la mas baja de las tres especies evaluadas (26.32%).
Adicionalmente, su aplicacion podria verse limitada solo al uso de aguas residuales
esterilizadas, dado que en agua residual no esterilizada no present6 un crecimiento

de densidad celular significativo (1%), en comparacién con las otras cepas.

La produccion de carotenos en agua residual se vio favorecida para Synechocystis
sp y Chlorella vulgaris comparado con su medio convencional. Pese a que ambas
especies se vieron beneficiadas en su contenido de carotenos al ser cultivadas en
agua residual, el uso de Chlorella vulgaris podria ser mas favorable debido que
presento su mayor contenido de carotenos (618.69 [ug/mg]) en agua residual sin
esterilizar, lo que permitiria omitir el proceso de esterilizaciébn y probablemente

minimizar costos de produccion.
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Si bien Scenedemus sp present6 el mejor contenido de carotenos en medio
convencional (733,15 pg/mg), su uso podria ser menos favorable si se usa como

medio de cultivo agua residual esterilizada (110,13 ug/mg) y sin esterilizar (162,28

ng/mag).

De las especies evaluadas Scenedesmus sp y Synechocystis sp podrian ser las
mas favorables en la produccion de proteinas en agua residual en comparacion con
sus medios convencionales (36,63 ug/ml y 66,05 pg/ml y respectivamente), puesto
que en los ensayos en los que se us6 agua residual esterilizada presentaron los
mejores resultados, Scenedesmus sp con 128.06 pug/ml y Synechocystis sp con
63.44 nug/ml. Es conveniente destacar que el proceso puede verse limitado a el uso
de aguas residuales Unicamente después de realizarles un proceso de esterilizado.
Adicionalmente, cabe destacar que Chlorella vulgaris podria no ser favorable para
la produccién de proteinas puesto que en ninguno de sus medios presenté un

contenido de proteinas significativo respecto a las otras microalgas evaluadas.
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7. RECOMENDACIONES

Al haber sido las cepas inoculadas en agua residuales se deben considerar las

regulaciones existentes en su uso en la industria alimenticia y farmacéutica.

La produccion de proteinas y carotenos en todas las especies fue mayor en las
cepas inoculadas en agua residual esterilizada en comparacién a las inoculadas en
agua residual sin esterilizar (ver Figura 5 y Figura 6), por lo tanto, es posible
considerar en futuros estudios, escalamientos y disefios del proceso siempre el uso

de técnicas de esterilizacion que permitan un mejor rendimiento.

Segun lo experimentos realizados de cultivo de microalgas en ausencia de luz se
pudo corroborar que la exposicion a la luz es fundamental en la produccién de
biomasa microalgal. Lo anterior es de suma importancia, puesto que de la
efectividad de crecimiento de la biomasa se deriva su capacidad de degradacién de
contaminantes en el agua residual y la productividad de extraccion de moléculas de
interés como carotenos y proteinas. Por lo anterior, es necesario disefar
mecanismos y sistemas experimentales que potencialicen la exposicion a la luz con

el fin de mejorar la eficiencia del proceso.

La implementacion de floculantes para la precipitaciéon de la biomasa es una
alternativa viable y de menor costo comparada con procesos tecnoldgicos como la
centrifugacion. Sin embargo, se debe considerar en posteriores estudios si la
composicion quimica del floculante puede afectar de manera negativa la extraccion

de sus componentes intracelulares.
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ANEXOS

ANEXO A. Composicion de los medios de cultivo empleados

Medio BG-11

Tabla A.1. Composicion del medio BG-11 Sigma -Aldrich

Nombre del compuesto

Cantidad [mg/L]

Borid acid

Calcium chloride dihydrate

Citric acid

Cobalt nitrate - 6H20
Cupric sulfate - 5H20
EDTA (free acid)

EDTA disodium magnesium

Ferric ammonium citrate
Magnesium sulfate - 5H20

Manganese chloride: 4H20
Potassium phosphate dibasic

Sodium carbonate

Sodium molybdate - 2 H20

Sodium nitrate
Zinc sulfate - 2 H20

2,86
36,0
6,0
0,0494
0,079
50
1,0
6,0
75,0
1,81
40,0
20,0
0,39
1500
0,222

Medio ASP12

Tabla A.2. Composicion del medio ASP12de acuerdo con J.McLachlan Handbook of

Phycological Methods, Culture Methods and Growth Measurements; ed.: Janet R.

Stein; pp. 25 — 52)

Nombre del compuesto

Cantidad [g/L dH20]

Adicion por 1 litro
de medio

HEPES

NaCl

KCI

MgSO4 - 7H20
MgClz - 6 H20

CaClz - 2 H20
NaNO?3

K3sPOa4- 3 H20
Na?Glycerophsphate

Na2SiOsz - 9H20

238,1

60,0

370,0
100,3
12,5
6,85
28,42

3mL
289
11,6

R RFRPEPADMN
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NTA (Titriplex 1)* 10,00 10
Vitamins 1
Trace Metals 1

Solucién de vitaminas

Nombre del compuesto

Adicion por 1 litro
de medio [mg]

Vitamin B12
Biotin
Thiamine HCI
Niacinamide

0,20
1,00
100,00
0,10

Solucién Traza de Metales

Nombre del compuesto

Adicion por 1 litro
de medio [mg]

K2CrOa

CoClz2- 6 H20
CuS0O4- 5 H20
MnClz - 4 H20
Na2MoOas - 2 H20
NiSO4- 6 H20
H2SeOs3

NazVOas

ZnS04 - 7 H20

0,194
1,00
0,25
18,00
1,89
0,27
0,13
0,184
2,20
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ANEXO B. Protocolo Del KIT Micro BCATM Protein Assay

Preparation of Standards and Working Reagent

A. Preparation of Diluted Albumin (BSA) Standards

Use Tabla 1 como guia para preparar el set de proteinas estandar. Diluya el
contenido de una ampolleta de Albumina Estandar (BSA) dentro de un vial limpio,
preferiblemente usando un diluyente similar al de la muestra. Cada ml de ampolleta
de Albumina Estandar de 2.0 mg/ml es suficiente para preparar un set de proteinas

estandar.

Table 1. Preparation of Diluted Albumin (BSA) Standards

Vial Volume of Diluent Volume and Source of BSA Final BSA Concentration

A 4.5mL 0.5mL of Stock 200pg/mL

B 8.0mL 2.0mL of vial A dilution 40pg/mL

C 4.0mL 4.0mL of vial B dilution 20pg/mL

D 4.0mL 4.0mL of vial C dilution 10pg/mL

E 4.0mL 4.0mL of vial D dilution Sug/mL

F 4.0mL 4.0mL of vial E dilution 2.5ng/mL

G 4.8mL 3.2mL of vial F dilution lpg/mL

H 4.0mL 4.0mL of vial G dilution 0.5png/mL

! 8.0mL 0 Oug/mL = Blank

B. Preparacion del Reactivo de Trabajo Micro BCA (WR- siglas en ingles)

1. Use la siguiente formula para determinar el volumen necesario de WR requerido:
(# estandar + # desconocidas) x (# replicas) x (Volumen de WR por muestra) = Total
de WR requerido

Ejemplo: Para el Test Tubo Procedure con 3 muestras desconocidas y 2 réplicas
por cada muestra:

(9 estandar + 3 desconocidas) x (2 réplicas) x (150uL) = 3600 pL WR requeridos
(redondear a 4 L)

2. Prepara el WR mezclando 25 partes de Reactivo Micro BCA MA, 24 partes de
Reactivo Micro BCA MB y 1 parte de Reactivo MC (25:24:1, Reactivo MA: MB:MC).
Para el ejemplo anterior, combinar 2 ml de MA, 1,92 ml de MB y 0,08 ml de MC.
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Microplate Procedure (rango de 2-40ug/ml)

1. Pipetear 150ul de cada muestra estandar y desconocida sus respectivos nimeros
de réplicas en una micro placa de 96 pozos. (Producto No. 15041).

2. Agregar 150pl de WR en cada pozo y agitar en un agitador de platos durante 30
segundos.

3. Cubrir la micro placa con Cinta de sellado de 96 pozos (Producto No. 15036) e
incubar a 37°C por 2 horas.

Nota: Limite las incubaciones de la micro placa a menos de o igual a 37 ° C, de lo
contrario se puede producir un fondo alto y un desarrollo de color aberrante. La
mayoria de las placas de ensayo de poli estireno se deforman, se filtran y se vuelven
turbias a 60 ° C4. Enfriar el plato a temperatura ambiente.

5. Medir la absorbancia a una longitud de de onda de 562 nm en un lector de platos
6. Reste la lectura de absorbancia promedio de 562nm de las réplicas estandar en
blanco de la lectura de 562nm de todas las otras réplicas de muestra estandar y
desconocidas individuales.

7. Prepare una curva estandar trazando la lectura promedio de 562nm corregida en
blanco para cada estandar BSA y su concentracion en pug / mL. Use la curva
estandar para determinar la concentracion de proteina de cada muestra
desconocida.

Nota: Si usa un software de ajuste de curvas, use una ecuacién polinémica de mejor
ajuste en lugar de una ecuacion lineal la curva estandar. Si se trazan resultados a
mano, es preferible un ajuste de punto a punto a un ajuste lineal a los puntos

estandar.
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ANEXO C Graficas de seguimiento via absorbancia de las especies
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