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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA RELACION CARBONO/ NITROGENO EN LA PRODUCTIVIDAD DE
BIOMASA Y LIPIDOS EN CULTIVOS DE Chlorella vulgarisUTEX 1803 EN
FOTOBIORREACTORES A ESCALA DE LABORATORIO.*

AUTORES:Andrea Milena Rodriguez Gonzalez, Firson Andres Serrano Luna.**

PALABRAS CLAVES: Microalgas, Cultivo Mixotréfico, Chlorella  vulgaris, relacion
carbono/nitrégeno, Lipidos.

El crecimiento de microalgas, la velocidad de consumo de nutrientes y la acumulacién de lipidos
dependen de: concentracién de nutrientes, la fuente de carbono y las condiciones de luz. Una
adecuada relacién de la concentracion entre nitrégeno y fosforo permite que la acumulacién de
lipidos y el crecimiento celular sean continuos.

En el presente trabajo se estudié el efecto de la relacion carbono/nitrégeno en la productividad de
biomasa y lipidos de C. vulgaris a escala de laboratorio, mediante la variacion programada de las
concentraciones de acetato y nitrato en cultivos mixotroéficos utilizando como cultivo de crecimiento
el medio Bold Basal.

En la primera etapa se realizaron cultivos autotroficos, los cuales fueron tomados como referencia
o control. En la segunda etapa se efectuaron cultivos mixotréficos con acetato de sodio (7, 10, y
20mM), posteriormente, con el fin de encontrar la relaciéon carbono/nitrégeno adecuada para
mejorar la productividad, se modificé la cantidad de solucién de nitrato de sodio estipulada en el
medio ya mencionado, (0; 1,029; 1,47 y 2,98mM de solucién de NaNOs) manteniendo las
concentraciones de acetato utilizadas en la etapa anterior.

El consumo de nitrégeno tuvo un efecto positivo en el crecimiento, se encontraron resultados
sobresalientes para la concentracion de acetato 1,47mM para todos los niveles de nitrégeno
excepto en OmM.

Entre los resultados se destaca la productividad obtenida en el tratamiento 10mM acetato: 1,47mM
nitrato, el cual fue superior en productividad de Lipidos(aproximadamente 0,02gr) también se
destaca la productividad de biomasa(3,4 gr/L) del cultivo 20mM acetato:2,94 mM Nitrato.

Este trabajo hace parte del proyecto “Bioprospeccién de Microalgas Colombianas para la
produccion de biodiesel” codigo 2008D32006-6710 financiado por el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural, con la participacion de la Universidad Industrial de Santander, el Instituto
Colombiano del Petréleo ICP-ECOPETROL vy la Corporacion Instituto de Morrosquillo.

i*Proyecto de grado
Facultad de Ingenierias FisicoQuimicas. 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 ON BIOMASS AND LIPIDS PRODUCTION OF
Chlorella vulgaris UTEX 1803 ON LABSCALE PHOTOBIOREACTORS

AUTHORS: Andrea Milena Rodriguez Gonzalez, Firson Andres Serrano Luna.**

KEYS WORDS:Microalgae, mixotrophic culture, Chlorella vulgaris, carbén/nitrogen ratio, lipids.

Productive and commercial applications of microalgae are as diverse as many uses ranging from
food production for human consumption to the production of biofuels such as biodiesel, bioethanol
and others. Growth rate, nutrient uptake and lipids accumulation depend mainly on factors such as
nutrient concentrations, addition of carbon sources (both organic and inorganic) and light
conditions. Adequate concentration ratio between nitrogen and phosphorus allows the accumulation
of lipids and cell growth are continuos.

This work focuses on the effect of carbon/nitrogen ratio in biomass and lipid productivity of C.
vulgaris UTEX 1803 at labscale by the variation of acetate and nitrogen concentrations.

In the first stage, autotrophic cultures were performed, which were taken as control. In second
stage, mixotrophic cultures were carried out with different concentrations of sodium acetate (as
carbon source) and sodium nitrate (7; 10 and 20mM for acetate and 0; 1,029; 1,47 and 2,98mM of
nitrate). Reduction of the avaiable nitrogen at the medium had a positive effect on biomass
production, with highbiomass values for the cultures with 1,47mM of acetate with everylevels of
nitrogen, except with OmM of nitrate ; howeverhigh lipids values (almost 0,02 gr) were obtain in the
culture with 10mM acetate : 1,47 Mm nitrate which was higher productivity of lipids (aproximately
0,02 gr) also highlights the biomass productivity (3,4 gr/L) 20 mM acetate culture 2,94 mM nitrate.
This work it's part of the "Bioprospecting Colombian Microalgae for biodiesel production" code
2008D32006-6710 funded by the Ministry of Agriculture and Rural Development, with the
participation of the Universidad Industrial de Santander, the Colombian Petroleum Institute ICP-
ECOPETROL and Morrosquillo Institute Corporation.

"Research project

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

El desarrollo de las actividades humanas a través de las practicas agricolas, la
urbanizacién, la industrializacion y otras alteraciones, ha aumentado la entrada de
nutrientes en los ciclos bioquimicos, especialmente nitrégeno y fésforo; por lo
tanto, la eliminacibn de estos nutrientes es fundamental para prevenir la

eutrofizacion [1, 2].

El género Chlorella ha sido reconocido en varios estudios por su diversidad en
algunos procesos tales como la generacién de una nueva alternativa de energia
renovable, secuestro de gases de efecto invernadero, tratamiento de aguas
residuales para la remocion de nitrogeno y fésforo, produccion de alimentos de
origen animal y produccién de fertilizantes [1, 3]. Las especies pertenecientes a
este género acumulan gran cantidad de lipidos, los cuales se producen
internamente y varian con las condiciones de crecimiento. Existen diferentes
nutrientes que rigen el crecimiento celular y la deposicion de los lipidos, tales
como la concentraciéon de nitrégeno, fésforo y la fuente de carbono [1,4,5], cuando
esta microalga crece en medios pobres en nitrégeno, pero con suficiente luz y/o
fuentes organicas de carbono, es posible que acumule gran cantidad de lipidos en

las células [4].

En el presente estudio se presenta la influencia de la relacion Nitrégeno/Carbono
en la productividad de biomasa y lipidos en cultivos de Chlorella vulgaris UTEX

1803 a escala laboratorio usando como fuente de carbono acetato [4].
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la Influencia de la relacion Nitrogeno/Carbono en la productividad de

biomasa y lipidos en cultivos de Chlorella vulgaris UTEX 1803.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar el consumo de nitrégeno y fésforo en cultivos de C. vulgaris a
diferentes concentraciones de carbono/nitrégeno para  determinar la

influencia en la produccién de biomasa.

Comparar el consumo de nitrégeno y fosforo en cultivos de C. vulgaris a
diferentes concentraciones de carbono/nitrdgeno para determinar la

influencia en la produccién de lipidos.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 Chlorellavulgaris

Este microorganismo pertenece al reino eucariota en la division Chlorophytao
algas verdes [6], contiene clorofilastipo a y b en los cloroplastos [7]. Se reproduce
de forma asexual, cuando la célula alcanza su tamafio maximo, el nucleo se divide
formando en el interior de la célula madre 4 u 8 células méas pequefias, liberadas
por la ruptura de la pared celular de la madre [8,9]. Sus ciclos de vida y
necesidades nutricionales son simples [10]; al ser unicelulares, la energia se dirige
a través de la fotosintesis al crecimiento y la reproduccién, ya que no es necesario

formar y mantener tejidos y érganos muy complejos [11].

1.2 CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento microbiano depende del tiempo y la adaptacion del microorganismo
al sustrato [12]. La fase de adaptacion ocurre luego de inocular el microorganismo,
se caracteriza porque en este tiempo los microorganismos se adaptan al nuevo
entorno, tomando los nutrientes necesarios para iniciar el proceso de division. Los
microorganismos se encuentran metabdlicamente muy activos pero la poblacion
se mantiene temporalmente sin aumentar [13]. La mayor parte de las bacterias
crecen en forma exponencial, con una velocidad maxima de crecimiento y un
tiempo minimo de generacion. En esta etapa los microorganismos consumen a
velocidad maxima los nutrientes del medio [12]. La fase estacionaria se produce
como consecuencia del agotamiento de algun nutriente esencial del medio, o
porque los productos de desecho que han liberado durante la fase exponencial
hacen que el medio sea inh@spito para el crecimiento microbiano [13]. Por ultimo
en la fase de muerte se produce una reduccién del nUmero de microorganismos

viables del cultivo [14].
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1.3 INFLUENCIA DE DIFERENTES NUTRIENTES EN LA PRODUCCION DE
LIPIDOS.

Las microalgas incorporan macronutrientes y micronutrientes los cuales usan para
Su estructura y crecimiento, los macronutrientes son los elementos limitantes del
crecimiento por que forman parte de la estructura de la célula y que se necesitan
en mayor porcentaje, estos son: N, P, C, H, Ca, Mg, S, K. Los micronutrientes son
los elementos que la célula necesita para un buen crecimiento, usualmente forman
parte de las enzimas, tales como: Fe, Mn, Cu, Mo, Co. Los requerimientos
nutricionales minimos pueden ser estimados con formulas empiricas de la

biomasa [15].

Aproximadamente el 90% del peso seco de la célula se conforma de proteinas,
carbohidratos, y lipidos, los porcentajes dentro de la célula pueden variar
dependiendo de la cepa y las condiciones de cultivo [16]. Se ha reportado
composiciones de cepas de Chlorella como C.protothecoides, Chlorellaspcs-272, y
Chorellasp c¢s-195, las cuales contienen proteinas entre 15,2%-25,6%,
carbohidratos 11%-16,1%, y lipidos 11,4%-18,4% en peso seco [16].La biomasa
obtenida de algas contiene hidrocarburos en forma de lipidos, tales como los
acidos grasos libres, triacilgliceridos (TAG), fosfolipidos y glucolipidos que son

materia prima para la produccion de biodiesel [17].

El almacenamiento de lipidos no solo depende de la especie de microalga (Tabla

1), sino también de las condiciones del medio de cultivo [18, 15].
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Tabla 1. Contenido de lipidos de algunas microalgas.

Microalga contenido de lipidos (%
peso seco)

Botryococcus brawnii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20

Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23

Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20

Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

Fuente: Chisti. 2007

El nitrégeno es asimilado de fuentes como amoniaco, nitratos, nitritos y urea para
sintetizar aminoacidos por medio de la transaminacion, la diferencia entre una
fuente y otra es la influencia en la tasa de crecimiento y acumulacion de lipidos
[18, 19, 20]. El porcentaje en peso de lipidos varia por intervencion de la
concentracion de algunos nutrientes en el medio de cultivo, entre ellos el nitrégeno
y foésforo. Se ha confirmado que varias condiciones de estrés como la baja
concentracion de nitrogeno puede modificar significativamente la composicion del
organismo, provocando mayor contenido de lipidos, en el caso de C.vulgaris, se
han reportado valores de contenido de lipidos de hasta 0,629 g/g en peso seco [1,
4, 5,20].
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El crecimiento celular, la velocidad de consumo de nutrientes y la acumulacién de
lipidos dependen principalmente de factores como: concentracion de nutrientes
(siendo el nitrogeno y fésforo los mas importantes), adicion de fuentes de carbono
organico (peptona, acido acético, glucosa, glicerina, acetato) e inorganicos
(di6éxido de carbono) y las condiciones de luz [1,4,21]. Una adecuada relacién de
la concentracion entre nitrogeno y fésforo permite que la acumulacién de lipidos y
el crecimiento celular sean continuos [1,22]; la relacidbn adecuada para consumo
de nutrientes es de 8:1 [23].

18



2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Figura 1. Esquema de la metodologia experimental.

REVISION BIBLIOGRAFICA

A4

CULTIVO DE MICROALGAS

I N 1,029 mM-> 1,47 mM-> 2,94 mM~>
35% 50% 100% El blanco C/N
7mM >35% O0mM: 2,94 mM
10 mM - 50%
20 mM->100%
SEPARACION DE BIOMASA DEL SOBRENADANTE
BIOMASA SOBRENADANTE
Secado de materia prima en un horno Muestreo mafiana y tarde
2000 ml 100 ml cada cultivo
200°C
Centrifuga 3400 rpm
'\/‘ Durante 20 minutos

METODOS DE ANALISIS '\/‘

METODOS DE ANALISIS
Método Soxhlet aplicado a la extracciéon

de lipidos. Método para cuantificaciébn de nitrato

(NOg) via espectrofotémetro

Método para cuantificacion de fosforo
(fosfato) via espectrofotémetro

V

CALCULOS

Determinacién de coeficientes cinéticos.

A4

ANALISIS DE DATOS

Tasas de consumo de nitrdgeno y
Fuente: Los autores fésforo
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2.1 Cultivo

2.1.1Microorganismo
La cepa silvestre Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue adquirida de la Coleccion de

Cultivo de Algas de la Universidad de Texas (Austin, Texas, USA). Esta
permanecio en crecimiento en medio Bold Basal (MBB), a 23 °C, pH neutro y

aireacion permanente, sin suministro complementario de CO,.

2.1.2 Medio de cultivo
El microorganismo se mantuvo en crecimiento en MBB (Bold 1949, Bishoff and

Bold 1963), cada litto de medio estd compuesto por: NaNOs;, 2,94x10° M;
MgS04.7H,0, 3,04x10* M; NaCl, 4,28x10* M; KoHPO,, 4,31x10* M; KH,POy,
1,29x10° M:; CaCl,.2H,0, 1,70x10™* M; H3BOs, 1,85x10* M; KOH, 5,53x10™* M;
EDTA, 1,71x10™* M ; FeS0,4.7H,0 1,79x10°My 1 ml de solucién de metales.

Por ultimo, se modifico la concentracion de la fuente de nitrégeno (nitrato de sodio)
y carbono (acetato de sodio) como se muestra en la Figura 3, mientras que la
concentracion de las fuentes de fosforo (Fosfato monoacido de potasio, Fosfato

diacido de potasio) se mantuvieron segun las especificaciones del MBB.

2.1.3 Fotobiorreactor
Se usaron botellas de plastico transparentes de 14 cm de didmetro, 35 cm de

alturay 2,5 L de capacidad, con un volumen de trabajo de 2 L, 14 cm de diametro
y 35 cm de altura. Se utilizaron un total de 30 reactores (original y 2 replicas). En
el extremo superior de cada uno de los reactores habia un sistema de continuo
suministro de aireacién por burbujeo (tubo-difusor) con el fin de proveer de aire los
cultivos y garantizar que todas las células estén expuestas a la luz y los nutrientes

del medio.

Las células, se cultivaron en ciclos de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. La
iluminacién fue proporcionada de ambos lados de los reactores con lamparas
fluorescentes. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (23°C)

durante 5 dias.
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2.2 Métodos de andlisis

2.2.1 Separacion de biomasa y sobrenadante
Se retiraron dos muestras diarias de 100 ml por cada cultivo (mafiana y tarde), las

cuales fueron centrifugadas a 3400 rpm durante 20 minutos, para asegurar que el
medio estuviese libre de células, la muestra fue filtrada usando papel filtro (2 p).

2.2.2 Extraccién de lipidos
La extraccion se realizé siguiendo el protocolo Soxhlet con hexano, modificado por

el centro de investigacion CIDES, el cual consiste en secar 2000 ml de cultivo a
200°C durante 12 h, después de secada, se homogeniza usando un mortero y se
somete nuevamente a secado a 125°C durante 3 h. Finalmente, en un papel filtro
(tamafio de poro) se pesan 5 gr de biomasa homogenizada y se ingresa al soxhlet.
El proceso duré 16 h.

2.2.3 Cuantificacién de nitrégeno y fésforo en el medio
Para la cuantificacion de Nitrégeno (NOs-N) y Foésforo (PO4-P) se recurrio a

Standart Methods for Examination of Water and Wastewater, 20th edition.

2.2.3.1 Nitrogeno (NOs-N)
Se tomaron 50 ml de medio de cultivo libre de células y se agregé 1 ml de solucion

de HCL 1 N y se agita vigorosamente, después de 10 minutos, la muestra se lee a

220y 275 nm. Los valores fueron reemplazados en la siguiente ecuacion.

valor corregido = (2xA375) — 320

2.2.3.2 Fésforo (PO4-P)
Se tomaron 30 ml de medio libre de células, luego se agrego 10 ml de solucién de

Metavalanato-Molibdato y se aforé con agua destilada hasta un volumen de 50 ml.
Después de 10 minutos la muestra se leyo en el espectrofotbmetro a una longitud
de onda de 470 nm.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

Los siguientes resultados de productividad de biomasa y consumo de nitrégeno,
corresponden al muestreo realizado en la tarde debido a que presentan mayores
concentraciones, ademas los resultados recogidos en la mafiana conservan la
tendencia de proporcionalidad entre la concentracion de nitrégeno y la
productividad de biomasa, por lo tanto se les aplica el siguiente analisis y no se

muestran en el presente estudio.

En la Figura 2 se muestra la acumulacion de biomasa y el porcentaje de nitrogeno
consumido en todos los experimentos después de 5 dias, ordenados por sus
concentraciones iniciales de acetato/nitrégeno. Segun los resultados, altas
concentraciones de nitrdgeno llevaron a los valores mas altos en produccion de
biomasa en cada nivel de acetato, estos resultados estan de acuerdo a trabajos

previos como el de Xiong et al [24].

El cultivo que produjo mas biomasa (3,4 gr/L) fue aquel con una relacién de 20
mM A: 294 mM N, y un consumo de nitrégeno del 90%, también podemos
observar que para los cultivos con una concentracion inicial de 2,94 mM de
nitrégeno, los resultados fueron superiores para los tres niveles de acetato;
aguellos cultivos con una concentracion inicial de 1,47 mM de nitrgeno mostraron
resultados lineales similares,(ver Figura 2); por ultimo, los cultivos con una
concentracion inicial de 1,02 mM de nitrgeno mostraron un comportamiento en
forma de campana con un maximo de produccion de biomasa de 1,97 gr/L y un

consumo de nitrégeno de 53%.

Las mayores productividades de biomasa en los cultivos con una concentracion

inicial superior de nitrogeno se pueden explicar observando la relacion entre el

22



porcentaje de nitrdgeno consumido y la biomasa producida, en ella se observa que
un mayor consumo de nitrégeno conlleva a una mayor cantidad de biomasa.

El cultivo que obtuvo las menores cantidades de biomasa fue el blanco (0 mM A:
2,94 mM N) con una produccién de biomasa de 1,28 gr/L y un consumo de
nitrégeno del 49%. En el trabajo de Hernandez& Rosas [28], se encontré que las
productividades méas bajas de biomasa pertenecen al blanco (0 mM A: 2,94 mM
N).

Figura 2.Consumo de nitrdgeno en relacion con la produccion de biomasa.

4 100
= ©.82 o
&D 3 <.80 - 80 .-g
(T
7] - 70 g
g )5 <66 g
.9 ! g 60 - 60 8

54
g 5 53 50 o
2 | -
[ " (-T+]
§ s S
o - 30 5
'g ! 20 <
o i X
& 05 - 10
3,40|3,02 2,66|2,4 1,96|1,69 1,28
0 0
20 mM 10 mM 7 mM 0mM

Concentracion inicial de acetato

12,94 mM 31,47 MM E=21,02 mM [Blanco B Biomasa
©-2,94mMM ~$-1,47 mM ~<$-1,02 MM esssNitrogeno

Fuente: Los Autores.

Es importante resaltar que el consumo de nitrégeno se da entre los primeros dos
dias, y que al cuarto dia el consumo de nitrégeno es despreciable, lo cual indicaria

la importancia de ingresar al sistema nitrdgeno para alcanzar la concentracion
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inicial y poder suplir las necesidades nutricionales del alga para poder alcanzar

mayores valores de biomasa (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Razdn de cambio en el consumo de nitrégeno al cuarto dia.

RAZON DE CAMBIO EN EL CONSUMO DE NITROGENO(%mmol)

Ci | 100%A, | 50% A, 35% A, 100% A, 50% A, 35% A, 100% A, | 50%A, 35% A, A 0%,
Diax| 100% N | 100% N | 100% N 50% N 50% N 50% N 35% N 35% N 35% N 100% N

4 0 0 0,24 0,48 0 0 0 0,68 0,68 2,52

Fuente: Los Autores.

El consumo de fésforo y la acumulacion de biomasa se puede observar en la
Figura 3, en ella se aprecia que el maximo consumo de fésforo fue de 35% para
el cultivo con una relacion de 10 mM A: 1,47 mM N y una productividad de
biomasa de 2,44qr/L, sin embargo, para los demas cultivos con concentracion
inicial 1,47 mM N no muestra una tendencia en los demas niveles de acetato,
podemos resaltar que el consumo de fésforo fue mucho menor al del nitrégeno,
esto significaria que el fésforo influye en menor medida en la produccién de
biomasa, ademas de las figuras 2 y 3 se puede concluir que, aqguellos cultivos con
una mayor produccion de biomasa, tuvieron un mayor consumo tanto de nitrégeno
como fésforo, sin embargo, el cultivo con una relacién 10 mM A: 1,47 mM N fue el
que consumid la mayor cantidad de fésforo en todos los experimentos, aun
cuando la productividad de biomasa (2,44 gr/L) no se encuentra entre las mas

grandes.
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Figura 3. Consumo de fdsforo en relacion con la produccion de biomasa.
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Tabla 3. Razén de cambio del consumo de fosforo al quinto dia.
RAZON DE CAMBIO DEL CONSUMO DE FOSFORO (%mmol)
c 100%A, 50%A, 35%A, | 100%A, | 50%A, | 35%, | 100%A, | 50%A, | 35%A, A 0%,

pi\| 100%N | 100%N | 100%N | 50%N 50%N | 50%N | 35%N 35% N | 35%N | 100% N
5 0,06 0,06 0,00 0,00 0,87 0,29 0,17 0,12 0,35 0,06

Fuente: Los Autores.

También es importante observar la Tabla 3 donde se encuentran los porcentajes

de cambio del consumo de fésforo porque nos podemos dar cuenta que el fosforo

tiene un bajo consumo y se estabiliza al quinto dia; ademéas como se observa en la

Figura 3 no supera para ningun cultivo méas del 35% del fésforo total, es
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importante conocer estos resultados para futuros proyectos donde se quiera pasar
de la escala laboratorio a batch.

La Figura 4 muestra la relacion entre la biomasa total y la productividad de lipidos,
podemos observar que, para cada relacion de acetato/nitrégeno las microalgas
tienden a consumir los nutrientes presentes en el medio tanto para la produccion
de biomasa total, o para la deposicion de metabolitos especificos, en este caso,
lipidos. El experimento con una mayor producciéon de lipidos fue 10 mM A: 1,47
mM N, sin embargo no fue el que produjo la mayor cantidad de biomasa, por el
contrario el cultivo que produjo méas biomasa fue 20 mM A: 2,94 mM N pero como
observamos la deposicion de lipidos de este cultivo fue baja.

Figura 4. Porcentaje de contenido de lipidos después de 5 dias en relacion con la biomasa total.
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Fuente: Los Autores.

La produccion de lipidos totales en relacion con el % de fosforo y nitrogeno se
muestra en la Figura 5 y 6 respectivamente. De estas graficas podemos resaltar
qgue las mejores productividades de lipidos corresponden a los cultivos donde se

dio mas consumo de fésforo, ya que el experimento con una relacion de 10 mM A:
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1,47 mM N produjo 0,02 gr de lipidos, ademas podemos observar que el consumo
de fésforo no se relaciona con la productividad de biomasa, sino con la

productividad de lipidos.

Figura 5. Produccién de lipidos en relacion con el % de fésforo consumido.
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Fuente: Los Autores.

Sin embargo, a diferencia del fésforo, el porcentaje de nitrégeno consumido en
relacion con la productividad de lipidos fue menor. Muchos trabajos reportados en
la literatura [28,29,30,31] se enfocan en la relacion carbono/nitrgeno como una
forma para la produccion de lipidos sin tener que modificar geneticamente el
organismo y aprovechando las caracteristicas de los ciclos metabolicos inherentes
de estos microorganismos; sin embargo, no existen estudios sobre el efecto de la
relacion nitrogeno/fésforo en la deposicion de estos metabolitos, solo los trabajos
de Xin et al & Kang et al [25,26] que se enfocan en que tan rapido es posible
captar estos nutrientes de aguas residuales; de los resultados obtendios de los

diferentes experimentos, se puede concluir que el fésforo aparentemente, es un
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factor clave para la deposicion temprana de lipidos en las células; como ejemplo
podemos tomar el experimento con una concetracion inicial de 2,94 mM N, los
cuales obtuvieron los resultados mas bajos de lipidos producidos para cada nivel
de acetato, debemos resaltar que estos experimentos fueron los que mas biomasa

producieron, al igual que consumieron la mayor cantidad de nitrégeno presente.

Figura 6. Produccion de lipidos en relacion con el % de nitrégeno consumido.
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Fuente: Los Autores.

En cuanto a la cantidad de nitrégeno y fésforo que se consume esposible obtener
condiciones para un cultivo continuo o semicontinuo, sabiendo que el nitrégeno se
consume a una mayor tasa; pero hasta ahora no sabemos si se requiere de un
exceso de nitrégeno, por lo cual es posible disefiar un sistema de cultivo en el cual

se realicen cosechas parciales cada cinco dias con un contenido lipidico.

28



4. CONCLUSIONES

La productividad de biomasa es directamente proporcional a la cantidad de
nutrientes presentes en el medio; en este caso nitrato como fuente de

nitrégeno y acetato como fuente de carbono.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, para obtener una
mayor produccién de biomasa (3,4 g/L) en un sistema de cultivo semi-
continuo, se requiere agregar cada 5 dias 2,64 mM de nitrato (90%), 0,4
mM de fosfato (25%) y 20 mM de acetato.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, para obtener una
mayor produccion de lipidos (0,23 g/L) en un sistema de cultivo semi-
continuo, se requiere agregar cada 5 dias 0,97 mM de nitrato (66%), 0,57
mM de fosfato (35%) y 10 mM de acetato.

Las mejores productividades de lipidos corresponden a los cultivos donde

se di6 mas consumo de fésforo, sin embargo se encontré6 que el consumo

de este nutriente favorece la productividad de biomasa.
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RECOMENDACIONES

La productividad de biomasa aumentd significativamente con los tratamientos
aplicados en este trabajo, se recomienda hacer una exploracion en el intervalo de
relaciones cercanas a las que se encontré6 como superior en este estudio, ademas
de aumentar el tiempo en el cual se toma el muestreo de 5 a 10 dias para

observar como cambia su productividad.

Para confirmar el consumo total del acetato suministrado a los cultivos de C.
vulgaris se sugiere realizar un seguimiento a la variacion de la concentracién de

este sustrato en el medio de cultivo.
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ANEXOS

ANEXO A.CALCULO DEL COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION

Tabla Al. Variacidn de la absorbancia con la concentracion de la muestra.

Coeficiente de extincidn
masico

peso (g/L) abs (500 nm)
0,680 0,79
0,88 0,838
0,780 0,840
1,08 0,946
1,18 1,231
0,92 1,262
1,42 1,283
1,76 1,584
2,34 1,777
3,14 2,884

Figura Al. Grafica de los datos de absorbancia en funcién de la concentracién, para el

calculo del coeficiente masico de extincion.
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