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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA RELACION CARBONO/ NITROGENO EN LA DEPOSICION DE
LIPIDOS, CARBOHIDRATOS Y PROTEi[\IAS EN UN CULTIVO INMOVILIZADO DE Chilorella
vulgaris UTEX 1803 Y Nannochloropsis sp.

AUTORES: LAURA ANGELICA URIZA JOYA, MARTHA PATRICIA TRIANA TOLOZA™

PALABRAS CLAVES: Microalgas, biomasa, inmovilizacién, polimero, productividad vy
concentracion.

DESCRIPCION

Las microalgas son parte fundamental en el desarrollo de investigaciones de biocombustibles, pues
se estima que el 40% de la fotosintesis global es realizada por ellas. Como consecuencia de su
pequefio tamafio celular, surgen una serie de técnicas una de ellas es la inmovilizacién de
microalgas, donde su objetivo es la productividad y crecimiento de la biomasa. Para este trabajo
de investigacion se evaluo el efecto de la relacion Carbono/nitrégeno en la produccion de biomasa. Se
realizaron tres tratamientos (A, B y C), cada uno con su respectiva réplica, utilizando como medio
inmovilizante de las microalgas Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp el poliuretano de baja
densidad. Se puede concluir que para los tratamientos realizados con Chlorella vulgaris, el mejor
fue el C, ya que se observa que aunque su crecimiento surge de manera mas lenta, su produccién
de biomasa final es mas alta que las de cultivo libre, debido a ello nos permite evidenciar una
mejora en la produccion final de biomasa sin necesidad de aumentar el volumen de cultivo. Para
los tratamientos realizados con Nannochloropsis sp se reportan bajos valores de produccion de
biomasa, donde en el tratamiento A seria el mejor relativamente pues al octavo dia se obtienen la
mayor producciéon de biomasa (4 g/L) pero después surge una disminucion en la concentracién;
estos resultados pueden deberse a la baja fijaciébn de Nannochloropsis sp en las paredes del
polimero, lo que permite la liberacion de concentraciones considerables de biomasa al medio de
cultivo.

" Proyecto de grado
Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas, Escuela de
Ingenieria Quimica, Director VIATCHESLAV KAFAROV”.
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SUMMARY

TITLE: THE EFFECT OF CARBON/NITTROGEN RATIO IN LIPIDS, CARBOHYDRATES, AND
PROTEIN DEPOSITION IN AN IMMOBILIZED CROP OF Chlorella vulgaris UTEX 1803 Y
Nannochloropsis sp.

AUTHORS: LAURA ANGELICA URIZA JOYA, MARTHA PATRICIA TRIANA TOLOZA™

KEY WORDS: Microalgae, biomass, immobilization, polymer, concentration, productivity.

DESCRIPTION

Microalgae are a crucial part in the development of research related to biofuel as 40% of the global
photosynthesis is done by them. Because of their tiny cellular size, there are several methods and
one of them is the microalgae immobilization which has as objective the biomass development and
productivity. In the present research it was evaluated the effect of carbon/nitrogen ratio in the
biomass production. Three methods or treatments were applied (A, B, C) each one with its
corresponding copy and as immobilizer for the Chlorella vulgaris y Nannochloropsis sp microalgae it
was used polyurethane of low density.

From the above, it could be concluded that the best method or treatment was method C. It was
observed that despite the fact microalgae grew slower with this treatment, the biomass production
was higher. An improvement in the final biomass production was evident without the need of
increasing the crop volume. In the treatments with Nannochloropsis sp low rates of biomass
production were reported, so the best method would be A as in the eighth day, the highest
production occurs (4 g/L); there is then a concentration decrease, though. These results can be the
cause of the little Nannochloropsis sp attachment to the polymer walls allowing the release of high
biomass concentrations to the crop environment.

" Proyecto de grado
Universidad Industrial de Santander, Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas, Escuela de
Ingenieria Quimica, Director VIATCHESLAV KAFAROV”.
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INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que pueden crecer en
diferentes tipos de agua, desde salada hasta residual, requieren luz solar,
nutrientes y una fuente de carbono (Aslan et al., 2006), ademas forman parte
de la alimentacién humana, ofrecen la posibilidad de integrar procesos, recircular
corrientes de agua, capturar dioxido de carbono (producto de la combustion) y
hacer uso integral de la biomasa mediante el aprovechamiento de los
metabolitos y los subproductos resultantes (Van Vooren et al., 2012) que poseen
un alto valor agregado; sin embargo una de las principales barreras para la
masificacion de productos derivados a partir de microalgas es su tamafio celular
(Saeed et al., 2006), por lo cual dificultan su separacion del medio de cultivo;
aunque se han desarrollado diferentes tecnologias para cumplir con este
propdsito tales como: centrifugacion y microfiltracion, solo en algunos casos este
tipo de procesos son rentables, debido al costo final de la biomasa (Lam & Lee
2012). Otro método es la floculacion quimica el cual es mucho mas barato, sin
embargo la adicion de grandes cantidades de floculante quimico tienen un efecto

ambiental negativo a largo plazo (Chen et al 2011).

Una de las posibles alternativas es la inmovilizacion celular en matrices (biolégicas
0 inertes), esta técnica restringe la movilidad de las células, permitiendo un rapido
crecimiento celular en un espacio restringido (Bashan & Bashan 2010), ademas
permite la remocion de cantidades sustanciales de nutrientes (Moreno-Garrido,
2008; Bashan & Bashan 2010).

Inmovilizar microalgas tiene varios beneficios: 1) evita que las células se diluyan

en el medio, 2) permite obtener altas concentraciones de biomasa y 3) permite el

uso de microalgas como bio-filtros para el tratamiento de aguas residuales con
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altas concentraciones de metales pesados (El-Sayed et al., 2010). La matriz
utilizada para la inmovilizacion puede ser de un polimero sintético (acrilamida o
poliuretano) o de un polimero natural (agar, coldgeno, loofa), sin embargo
cualquiera que sea el material este debe cumplir con ciertas caracteristicas como:
1) permita una incidencia solar alta, 2) no sea toxica, 3) que no se degrade por el

medio de cultivo y 4) permita una retencién celular alta (Mallick, 2002).

Generalmente se considera que la relacion C/N influye en la concentracion de los
diferentes metabolitos celulares (Lin et al., 2004). Se ha reportado que las fuentes
de nitr6geno son un factor de estrés para el crecimiento de algas donde el
suministro limitado podria cambiar significativamente la composicion del
organismo (Solovchenko et al., Takagi et al., 2000). Ademas se ha indicado que
las especies Chlorella cuando se cultivan en un medio pobre en nitrégeno, pero
con suficiente luz y / o de fuentes organicas de carbono acumulan lipidos o

almidon dentro de sus células (Heredia-Arroyo et al., 2010).

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, (Flynn, 1991). Esto se
relaciona con la historia previa de nutricion de la célula, se ha reportado en estudios
anteriores, que algunas células que sufrieron estrés por una ligera disminucion en la
disponibilidad de nitrégeno (afecta el transporte y las funciones de asimilacién de
nitrato, aunque no necesariamente la limita la tasa de crecimiento), no pueden
utilizar el nitrato en la noche; en contraste, las células que tuvieron altas limitaciones
de nitrato pueden hacerlo (Caperon, 1968), esto probablemente refleja cambios en

el metabolismo y el almacenamiento de C/N a mayor estrés.
Aun conociendo su existencia, no es posible generalizar la relacion C/N para las

microalgas, dado que existe un potencial para perturbar los organismos

simplemente alterando el nivel de iluminacion durante el muestreo, la
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manipulacion de la muestra e incubaciones experimentales (Hitchcock et al.,1986).
También hay, sin duda, diferencias entre las especies y grupos de microalgas,
tanto en la rapidez y magnitud de las respuestas como en el umbral que hace

significativas estas respuestas (Flynn, 1991).

Por todo lo anterior el objetivo de este trabajo de investigacion es evaluar el efecto de
la relacién Carbono/nitrégeno en la produccion de biomasa, con especial interés en la
obtencién de carbohidratos, proteinas y lipidos en cultivos inmovilizados de Chlorella

vulgaris UTEX 1803 y Nannochloropsis sp.
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1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue obtenida de la coleccion de algas de la
Universidad de Texas (UTEX) y Nannochloropsis sp, fue proporcionada por la
Corporacion Instituto de Morrosquillo (Colombia). Las microalgas se mantuvieron
en crecimiento en medio Bold Basal (MBB) cuya composicién en mg/L es: NaNOs3
(2,94), MgS04.7H,0 (3,04 X 10™") NaCl (4,28 X 10™), KoHPO, (4,31 X 10,
KH2PO4 (1,29), CaCl,.2H,0 (1,70 X 10 y micronutrientes (mg/l) ZnS0,4.7H,0
(3,07 X 10%), MnCl.4H,0 (7,28 X 107°), MoO3 4,93 X 10®), CuS0,4.5H,0 (6,29 X
10%), Co(NO3),.6H,0 (1,68 X 107°), H3BO;3 (1,85 X 10™), EDTA (1,71 X 10Y), KOH
(5,53 X 10", FeS0,4.7H,0 (1,79 X 1079).

Se utilizaron reactores cilindricos tipo air-lift con un diametro interno de 14cm vy
35cm altura con un volumen del cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron a un
sistema de aireacion por burbujeo para la inyeccion de aire con un flujo de 0.5

L/min.
1.1 RELACION CARBONO/NITROGENO

Con el fin de mejorar la productividad de biomasa, carbohidratos, proteinas y
lipidos en cultivos inmovilizados tanto de C. vulgaris como Nannochloropsis sp y
teniendo en cuenta resultados previos obtenidos por el Centro de Investigacion
CIDES se probaron 2 relaciones carbono/nitrégeno variando la fuente de carbono
(Tabla 1).
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Tabla 1. Concentracion Carbono/Nitrdgeno

Experimento NaNOs; (mM) C,H3NaO; (g/L) (NH4)2CO3(g/L)
A 1,96 - 0,42
B 0,98 0,82 -
C 2,94 (Control) - -

Cada uno de los experimentos (incluyendo el control) se realizaron por triplicado
en fotobiorreactores tipo flat panel con volumen de trabajo de 2 litros durante
veinte dias, en ciclos de luz: oscuridad de 12:12 y un flujo de aire de 0,5 L/min
filtrado utilizando filtro de membrana de 0.2 pm; el pH inicial, temperatura e
intensidad luminica fueron 6,5 + 1, 23 + 1°C y 480 + 1 umol fotones/m%s. Se
agrego un volumen de indculo suficiente para lograr una concentracion celular
inicial de aproximadamente 0,4 g/L (peso seco), esto se logré controlando la
densidad optica inicial (aproximadamente 0,8 de absorbancia a 500 nm) utilizando

un espectrofotometro (Spectroquant 300 Merck).
1.2 MATRIZ POLIMERICA
Como material inmovilizante se empled el poliuretano de baja densidad de 1

centimetro de grosor. En promedio el area del polimero cultivable en cada
experimento fue de 0.0561m? + 0.0003.
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Figura 1. Poliuretano matriz elegida.

Figura 2. Dimensiones de la matriz, poliuretano de baja densidad
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2. CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION DE BIOMASA

2.1 CUANTIFICACION DE PESO SECO

La recoleccibn de biomasa se hizo cada 4 dias. El procedimiento para la
recoleccion de biomasa consistio en raspar el biofilm (biopelicula de biomasa
formada sobre el polimero), se tomarén varias muestras de 1 mL y se filtrd
utilizando papel filtro de 0.45 um, al papel filtro para proceder a su secado en un
horno de conveccién forzada a una temperatura de 105° C durante 24 horas.
Posteriormente las muestras se llevaron al desecador durante 12 horas y
finalmente se pesaron en una balanza digital obteniéndose los datos de

produccion de biomasa en peso seco.

2.2 CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS TOTALES

Una vez al dia se tomaron 15 mL de medio de cultivo, se centrifugo la muestra a
3400 RPM durante 20 minutos, se retirdé el sobrenadante y se re-suspendi6 en 5
mL de H,S0,4.1M; a la mezcla se agrego 5 mg de perlas de vidrio de 0.5 mmy se
homogenizo durante 5 minutos a velocidad media. Una vez la mezcla se
homogenizo, se incuba a 100°C durante 60 minutos; transcurrido el tiempo se
enfrio la muestra y se llevé a centrifugar a 3400 rpm durante 10 minutos. Del
sobrenadante se tom6 2 mL y se agregd 1 mL de fenol al 5% (p/v) y se agito
usando un vortex durante 3 minutos y se afiadio 5 mL de H,SO4 concentrado. La

muestra fue leida siguiendo la metodologia de Dubois et al (1956).
2.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES
Una vez al dia se tom6 15 mL de medio de cultivo, se centrifugd la muestra a 3400

rpm durante 20 minutos, se retiré el sobrenadante y se re-suspendio el pellet en 5

mL de reactivo de biuret; a la mezcla se agregé 5 mg de perlas de vidrio de 0.5
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mm y se homogenizé con el vortex a velocidad méxima durante 10 minutos, una
vez terminado el tiempo se agrego otros 5 mL del reactivo de biuret y se incub6 a
100°C durante 60 minutos.

Transcurrido el tiempo se adicioné 0.5 mL de reactivo de Folin-fenol y se agit6 en

un vortex a velocidad media durante 5 minutos.

La muestra se llevo a bafio frio (10-15°C) durante 20 minutos; transcurrido el
tiempo se centrifugd a 3400 rpm durante 10 minutos; el sobrenadante se ley6 en

un spectrofotometro a 660 nm.

2.4 CUANTIFICACION DE LIPIDOS

La cuantificacion de lipidos se encontr6 siguiendo las indicaciones de
Chen (2012). Para este procedimiento, se tomé 1mL de biomasa de cada
tratamiento. Se prepardé una disolucion de 0,1214g de tris (Hydroxymetyl
(HOCH;)3sCNH;) en 1ml de agua. Seguidamente se adicioné 0,250 gramos de
perlas de vidrio a cada una de las muestras y se agitd con un vortex
durante 3 min para la realizacion de la ruptura celular. Luego se preparo tres
mezclas por separado: Mezcla 1= 2 g de NaOH; 12,5ml de CH,O y 37,5 mL de
H,O, Mezcla 2= 10,3ml de CH4,O y 20,66 ml CHCI; (cloroformo), Mezcla 3 = 3,14
gramos de Copper (ll) (Nitrate sz-hydrate PRS 13 ml de H,O.Despues 1,55 ml
de TEA (threthanoline). 10,147ml de H,O y por ultimo se afadié 0,074mL de
C2H402 (acido acético) con 1,2256mL de H,O. Se utilizaron tubos falcon de
15mL donde se agreg6 1ml de biomasa (C. vulgaris) para cada uno de los tubos,
en el caso de Nannochloropsis sp se procede como se planteé anteriormente, con
una concentracion: 0,05g de biomasa diluida en 1 ml de agua destilada, a
cada muestra les agregdé 0,1 ml de tris, 2,4 ml de la mezcla 1, esta solucién se
debid agitar por 3 minutos en el agitador vortex, después adicion6 nuevamente

2,5 ml de la mezcla 1, se agité por 3 minutos, y luego se calenté a 90°C durante
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30 min agitando cada 5 min. Posteriormente se dej0 enfriar los tubos con la
solucion, en la camara de extraccion hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Logrando esta temperatura, se tom6 3ml de esta solucion y se llevd a otros
tubos falcdn, para adicionar 4,5 ml de la mezcla 2, se agité por 2 minutos,
después se llevé a centrifugar a 5000rpm (centrifuga Universal 320 R) por un

tiempo de 2 minutos.

Se observo dos fases, por consiguiente se retird6 2,5 ml de la fase orgénica y se
trasladé a un tubo nuevo, afadiendo 2,5 ml de la mezcla 3, se agitd6 por 2
minutos, luego se llevd a la centrifugadora como se indicdé anteriormente, esta
mezcla se dividio en dos fases, donde la fase de interés para este caso fue el
espesante o fase organica. Finalmente se midi6 en un espectrofotometro

(Spectroquant 300) a 260 nm.
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3. RESULTADOS

En todos los tratamientos se observa un aumento marcado en la concentracion de
biomasa de C. vulgaris, lo cual se debe en principal medida a la cantidad de
acetato de sodio y carbonato de amonio utilizado en los diferentes tratamientos (A
y B) respectivamente permitiendo obtener hasta 30 g/L de biomasa (ver Figura 4),
mientras que en cultivos libres, las mayores concentraciones oscilan entre 5y 7
g/L. Comparando los tratamientos con modificacion de C/N con el control
(tratamiento C) nos permite evidenciar que el crecimiento es mas lento debido a la
ausencia de una fuente de carbono extra la produccion de biomasa final es mucho
mas alta que las de un cultivo libre, lo cual permite evidenciar una mejora
sustancial en la produccion final de biomasa sin tener que aumentar el volumen

del cultivo.

Figura 4. Produccion de C. vulgaris inmovilizada en medios de cultivo modificados
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Uno de los principales problemas en el ajuste de las concentraciones entre los
nutrientes, es el efecto a largo plazo en la calidad de la biomasa, uno de los
ejemplos se encuentra en la sintesis y acumulacion de triglicéridos, acompafada
de alteraciones en la composicion de lipidos y acidos grasos. La carencia de
nitrégeno, es respecto a los nutrientes el factor que mas a afecta la produccion de
lipidos (Hu et al., 2008; Li et al., 2008; Mendoza et al., 2008; Rodolfi et al., 2009).

En las Figura 5 se muestra la productividad de los diferentes metabolitos
(carbohidratos, proteinas y lipidos) bajo medios modificados en la relacion
carbono/nitrégeno que se obtiene después de veinte dias de cultivo en una matriz
inmovilizante, se obtienen un 54% de proteinas, mientras que los carbohidratos

presentan un 30%, los lipidos representan un 4% de la biomasa.

Estudios sobre el cultivo microalgal variando la fuente de carbono se han enfocado
en algas verdes como C. vulgaris (Liu et al.,, 2009), debido a que éstas han
demostrado la capacidad de oxidar y utilizar el acetato como fuente de carbono
para su crecimiento en la oscuridad (Merrett & Syrett, 1960). Adicionalmente, se
ha determinado que su metabolismo incrementa, debido a una alta incorporacion
de carbono orgéanico a partir del acetato dentro de las células, llevando asi a la
formacion de lipidos, polisacaridos y proteinas (Syrett et al., 1964). Segun Huppe
& Turpin (1994), la variacion en la concentracién de carbono y nitrdgeno puede

incrementar la productividad de ciertos componentes generados por el alga.
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Figura 5. Porcentaje de carbohidratos, proteinas y lipidos de C vulgaris en los

experimentos
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A diferencia de los resultados obtenidos para C. vulgaris, en Nannochloropsis sp

se reportan bajos valores de produccion de biomasa, donde en el tratamiento A al

octavo dia se obtienen la mayor produccion de biomasa (4 g/L) seguido por una

marcada disminucién en la concentracién; estos resultados pueden deberse a la

baja fijacion de Nannochloropsis sp en las paredes del polimero, lo que permite la

liberacién de concentraciones considerables de biomasa al medio de cultivo.
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Figura 6. Produccion de Nannochloropsis sp inmovilizada en medios de cultivo
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En la Figura 7, se presentan rendimientos considerables de los metabolitos de
estudio, obteniendo 51% de carbohidratos en los primeros 8 dias de cultivo ,
mientras que la mejor produccion de proteinas se obtiene para el dia 20 con un

47%, finalmente se obtienen 4% de lipidos.
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Figura 7. Porcentaje de carbohidratos, proteinas y lipidos de Nannochloropsis sp

en los experimentos
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La concentracion de acetato esta relacionada con la produccion de carbohidratos,

permitiendo afirmar que trabajar con este nutriente incrementan la productividad

de éste metabolito en el tiempo, lo que concuerda con estudios realizados por

Chinnasamy et al. (2009), Quien plantea que las elevadas concentraciones de

acetato, promueven la sintesis de clorofila y la produccion de lipidos, sin embargo

en el siguiente proyecto el porcentaje de lipidos fue bajo en comparacion a otros

estudios en los cuales se alcanzan presencias del metabolito del 21% con un

medio de cultivo Bold Basal modificado con nitrato de sodio y acetato de sodio.

Para la produccién de proteina estudios realizados por el joven investigador lvan

Quintero (2014) del grupo CIDES, demostrd que la concentracion de nitrdgeno en
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forma de nitrato afecta de manera directa en la produccion de proteinas, en el
presente estudio la concentracion de proteinas es alta pero no presenta un
cambio significativo cuando se realiza la variacion de los nutrientes esto es debido
a que en el proceso de inmovilizacién no es influyente en la formacion de

metabolitos.

El consumo de nitrogeno juega un papel fundamental en el incremento o
disminucion de la productividad de proteinas; a nivel bioquimico el deficit de éste
nutriente, influye directamente en la formacion de aminoécidos y a su vez limita la
traslacion del mRNA, reduciendo la sintesis de proteinas (Barsanti & Gualtieri,
2006).

Una de las principales ventajas de realizar modificaciones del medio de cultivo
como es la concentracion de nitrogeno, acetato de sodio y carbonato de amonio;
conlleva a modificar drasticamente la proporcion de los diferentes metabolitos
celulares, es por esto que es posible separar los tratamientos propuestos y
plantear escenarios de produccion de biomasa de microalgas con miras a la
obtencion de metabolitos de valor agregado. La diferencia significativa entre los

tratamientos nos permite escoger como mejor escenario de produccion al control.
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4. CONCLUSIONES

El uso de una fuente de carbono ayuda acelerar el crecimiento microalgal.

Por medio de los resultados obtenidos en los tratamientos realizados con C.
vulgaris se puede concluir: que al inmovilizar la microalga se obtiene un aumento
significativo en la concentracion de dicha biomasa a diferencia de cultivos que se
encuentran libres; sin embargo con relacién al tratamiento de control se hacen

menos favorables a largo plazo.

Adicionar acetato de sodio y carbonato de amonio en los tratamientos A y B
inmovilizados con la microalga C. vulgaris favorece el aumento en la concentracion

de metabolitos presentes en la biomasa.

Se evidencio que en el tratamiento C con Chlorella vulgaris realizado en
ausencia de una fuente de carbono, se obtuvo una produccion de biomasa mucho

mas alta que la de un cultivo libre a pesar de que su crecimiento fue mas lento.

Se observé que el comportamiento de la microalga Nannochloropsis sp en
comparacion con Chlorella vulgaris, tuvo una produccidén de biomasa mas baja,
esto se debe a la baja fijacion de Nannochloropsis sp a las paredes del polimero,

lo cual hace que se liberen concentraciones de biomasa al medio del cultivo.
La produccion de carbohidratos se encuentra relacionada con la concentracion de

acetato, comprobandose que al trabajar con este nutriente se aumenta se la

productividad de este metabolito.
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9. RECOMENDACIONES

Se sugiere plantear nuevos escenarios de produccion de biomasa, variando las

cantidades de carbono y nitrégeno hasta encontrar un rendimiento éptimo.

Se propone cambiar las fuentes de carbono y nitrégeno en los cultivos, con el fin
de observar como se comporta la produccion de biomasa microalgal.

Se propone emplear una matriz diferente en la inmovilizacion de la microalga

Nannochloropsis sp, para lograr una mayor fijacion y crecimiento de la misma en el

polimero.
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Anexo A. Medio bold basal

Diferentes composiciones de las Stock Solutions, necesarias para preparar
el medio de cultivo Bold Basal para un volumen de trabajo de un litro

Soluciones Stock Para 400 mL
1. NaNO3 10,0 g
2. NaCl 10g¢g
3. MgS0O,.7H,0O 3,09
4. KH,PO, 7049
5. K>HPO, 3009
6. CacCl,.2H,0 10g
Soluciones Stock Para 1L
7.ZnS04.7H20 8,82 ¢
MnCl2.4H20 1,44 ¢g
MoO; 0,719
CuS04.5H20 15749
Solucién de
Co(NO3)2.6H20 0,49¢
elementos de traza
8. H3BO; 11,42 g
(autoclave para
. 9. EDTA 50,0 ¢
disolverse)
KOH 31049
10.FeS04.7H20 4,989
H2S504
1,0 Ml
(concentrado)
ParallL

Soluciones Stock 1-6 (Macronutrientes) | 10 mL cada una

Soluciones Stock 7-10 (Micronutrientes) |1 mL cada una

Fuente: Culture Collection of Algae and Protozoa, Oban, UK
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