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Resumen y Abstract Xl

Resumen

La microalga Parachlorella kessleri fue sometida a regimenes de cultivo autotréficos,
fotoheterotréficos, heterotroficos y mixotroficos, con el fin de evaluar su efecto sobre el
crecimiento y la composicion bioguimica de la microalga. Las fuentes de carbono
organico utilizadas fueron glucosa y glicerol, adicionadas en concentraciones de 1, 3y 5
g-Lt, comparadas siempre con un ensayo control autotréfico sin fuente de carbono
organica unicamente suplementado con CO2 atmosférico. Los resultados indicaron que
P. kessleri tiene mayor afinidad al uso de glucosa, bajo cualquiera de los regimenes de
cultivo, que al glicerol, lo cual se vio traducido en mayor concentracion final de células en

estos tratamientos.

La composicion bioquimica de la microalga fue afectada por el tipo de régimen de cultivo
y por la concentracion de fuente de carbono, indicando en términos generales que a
medida que se incrementa la concentracion de fuente de carbono organica se
incrementa también la produccion de lipidos y carbohidratos. Sin embargo, se observo
también que en los tratamientos suplementados con glicerol, a pesar de presentar
menores concentraciones celulares maximas, fue en ellos donde se observé una mayor
acumulacion de carbohidratos y lipidos, sugiriendo un metabolismo destinado mas a la

acumulacion de energia que a la reproduccion bajo estas condiciones.

Palabras clave: Parachlorella kessleri, cultivo fotoheterotréfico, cultivo heterotréfico,

cultivo mixotréfico, glucosa, glicerol, composicion bioquimica.



Abstract

The microalgae Parachlorella kessleri was subjected to autotrophic, photo-heterotrophic,
heterotrophic and mixotrophic culture regimes in order to evaluate its growth and
biochemical composition. As organic carbon sources, glucose and glycerol were tested in
concentrations ranging from 1, 3 and 5 g-L™, while an autotrophic culture was used as a
control without organic carbon source added but only atmospheric CO,. Results suggest
P. kessleri has a better affinity for glucose than for glycerol under any of the culture

regimes, this affinity resulted in higher cell counts for glucose-supplemented cultures.

Biochemical composition of the microalgae was affected by culture regime and
concentration of organic carbon source; in general, on increase in organic carbon
concentration caused on increase in the concentration of lipids and carbohydrates.
However, in treatments with glycerol, besides exhibiting lower cellular concentrations, it
was observed higher lipid and carbohydrates accumulation, suggesting a metabolism

focused to accumulation of energy rather than reproduction under these conditions.

Keywords: Parachlorella kessleri, photoheterotrophic culture, heterotrophic culture,

mixotrophic culture, glucose, glycerol, biochemical composition.
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Introducciodn

Las microalgas son organismos unicelulares, fotosintéticos, ampliamente estudiados y
cultivados debido a la versatilidad de usos que pueden tener. Actualmente los usos mas
importantes estan enfocados a alimentacién humana y animal, suplementos alimenticios,
fertilizacion, elaboracion de productos cosmeéticos, biocombustibles y bioremediacion de

aguas contaminadas [1]-[4].

En condiciones de cultivo fotoautétrofas o fotosintéticas, las microalgas incorporan el
carbono atmosférico a su metabolismo y utilizan la luz solar como fuente de energia. Esto
les permite romper la molécula de agua y obtener los electrones necesarios para iniciar el
proceso fotosintético. Sin embargo, esta modalidad de cultivo tiene varias desventajas
como la obtencion de bajas densidades celulares y largos periodos de cultivo (menos de
1 g-L! de biomasa en 5 dias). Estas desventajas han sido superadas por algunas
especies de microalgas que han demostrado tener la habilidad para crecer en
condiciones heterotroficas y mixotréficas. Dependiendo de la especie esto se traduce en

altos rendimientos de biomasa y altas velocidades especificas de crecimiento en tiempos
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de cultivo mas cortos (entre 3-4 g-L' de biomasa en 3-4 dias de cultivo en medio

suplementado con glucosa entre 1y 15 g-L %) [5]-[11].

Esas modalidades de cultivo han sido aprovechadas para producir mayores cantidades
de biomasa microalgal y obtener mayor rendimiento en la produccion de moléculas de
alto valor. Entre estas se destacan proteinas, monosacaridos, almidones y otros
polisacéridos, lipidos, vitaminas y pigmentos y acidos grasos poliinsaturados (PUFA, por
sus siglas en inglés) importantes para el desarrollo cerebral y el mantenimiento de una

buena salud cardiovascular en humanos [11]-[13].

Las moléculas de alto valor mencionadas son producidas normalmente por las
microalgas en condiciones de fotoautotrofia. Sin embargo, se ha encontrado que la
variacion en el tipo de la fuente de carbono, en las condiciones de iluminaciéon o en la
concentracion de algun nutriente pueden llevarlas a condiciones de estrés y hacer que la
produccién de una u otra macromolécula se incremente o disminuya [9], [14], [23], [15]-
[22]. Por lo tanto, la composicion bioquimica de las microalgas dependera de las
condiciones de cultivo en las cuales se desarrolle su crecimiento y conocerla o incluso
tratar de predecirla es un aspecto importante para la obtencién de subproductos a partir

de ellas.

Como se comento6 anteriormente, uno de los subproductos que pueden obtenerse de las
microalgas son los biocombustibles o combustibles de tercera generacion, y el potencial
y desafios en este campo han sido descritos ampliamente [24]-[28]. Los biocombustibles
a partir de microalgas se han desarrollado durante los ultimos 40 afos, lo cual se
intensificd especialmente entre el 2003 y 2014 cuando el precio del petréleo se elevé por
encima de los 145 ddlares por barril. Igualmente, la presién internacional para tomar
acciones urgentes que disminuyeran las emisiones de dioxido de carbono (CO3) y frenar

el calentamiento global se hizo més fuerte [27].

Este impulso al desarrollo de biocombustibles a partir de microalgas dio lugar al estudio
de la digestion anaerobia para la produccién de metano [11], la disrupcién de las células

para la extraccion de lipidos y su transesterificacion para producir biodiesel [25], la



23 Evaluacion del efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la

composicion bioquimica de la microalga Parachlorella kessleri

produccién de bioetanol mediante la fermentacion de los carbohidratos, la produccion de

hidrogeno [29], [30] o el desarrollo de biocrudo mediante licuefaccion hidrotermal [31].

La produccion de microalgas enfrenta varios desafios, entre los que se destacan la
reduccion en el costo de produccién, la maximizacion de la productividad (especifica de
la especie), la reduccion del costo de capital, la reduccién en el consumo de energia, y el
aumento en la eficiencia en la utilizacién de nutrientes (N, P, minerales traza y CO;). Con
las tecnologias actuales, la produccion de biocombustibles es probablemente 4 a 5 veces
mas costosa que la de los combustibles fosiles y los costos finales dependen de los
rendimientos esperados, el disefio del sistema de crecimiento y el sistema de cosecha
empleado [27]. Otro desafio particular para el uso de microalgas en la produccion de
biocombustibles es la transicion de estudios piloto a operaciones industriales. Para esto
es necesario integrar los conocimientos de fisiologia de microalgas con los bioprocesos
para garantizar la viabilidad econémica y minimizar el nUmero de ensayos durante el

escalado [24].

Ademas de estos desafios se suma el hecho de que biocombustibles (e.g biodiesel) a
partir de microalgas requieren pasos adicionales como secado, ruptura celular vy
extraccién de lipidos para su posterior transformacion. Estos procesos pueden
incrementar hasta en un 70% los costos de produccién. Por lo tanto aquellos procesos
gue impliquen el uso de toda la biomasa sin procesos de secado o extraccion se han
convertido en los mas factibles para la produccién de biocombustibles, siendo el mas
promisorio, la licuefaccion hidrotermal (LHT). En este proceso, se usa agua en
condiciones supercriticas (374 °C y 22,1 MPa) que permiten que toda la biomasa de las
microalgas sea convertida a biocrudo cuyas propiedades, composicion y rendimiento son
fuertemente dependientes de las condiciones de operacién y de la materia prima [31],
[32].

A pesar del potencial, el principal inconveniente de la LHT ha sido la dificultad para
estandarizar el proceso puesto que las microalgas, presentan una alta variabilidad en su
contenido en proteinas, lipidos y carbohidratos, Esto ocurre aun dentro de la misma
especie, afectando directamente el rendimiento y composicién elemental del biocrudo

obtenido. La variacion en la composicion de la microalga se atribuye tanto a las
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condiciones a las cuales se realizé el cultivo como a la especie misma. A esto se suma a
esto el hecho que el biocrudo producido por LHT presenta elevados contenidos de
Nitrogeno (0,2 — 8,4%) y Oxigeno N (3,8% — 37,4%) [33]-[37]que estan por fuera de los
estandares aceptables para el petrocrudo [38]. Esto da lugar a la implementacion de

procesos adicionales de tratamiento para su reduccion.

Uno de esos procesos es la manipulacion metabdlica de las microalgas utilizadas, que
consiste en estandarizar el proceso de cultivo donde se obtengan biomasas con
menores contenidos de proteinas [32], [39]. Su implementacion es facil, el consumo de
energia es minimo y no requiere de etapas extras comparado con otros métodos de

tratamiento de biocrudo.

En este contexto, el objetivo general del presente proyecto es evaluar el efecto en la
composicion bioguimica de la microalga Parachlorella kessleri cuando se utilizan fuentes
de carbono orgéanicas (glucosa y glicerol) e inorganicas (CO) para su crecimiento. Esto
se basa en la hipétesis que las microalgas pueden cambiar su composicién bioquimica

de acuerdo al tipo de nutricién al que son sometidas.

Para el cumplimiento de dicho objetivos establecieron tres objetivos especificos, cada
uno de ellos consiste en evaluar el comportamiento de P. kessleri y su composicion
bioquimica cuando es alimentada con glucosa y glicerol bajo condiciones
fotoheterotréficas, heterotréficas y mixotréficas respectivamente. Para esto se estudio el
efecto de la fuente de carbono en concentraciones de 1, 3y 5 g-L' y comparando con

condiciones autotréficas de cultivo.

Este trabajo se enlaza en un proyecto que pretende desarrollar un proceso LHT para la
produccion de biocombustibles. Con base en los resultados obtenidos se espera
identificar las condiciones mas adecuadas de obtencion de la biomasa para su posterior
uso en procesos de LHT o en la produccion de otros biocombustibles a partir de

microalgas.
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1. Antecedentes

1.1 Microalgas como materia prima para la

produccion de biocombustibles

Segun el reporte de la Agencia Internacional de Energia de 2019, para el afio 2017
aproximadamente el 81,3% de la demanda de energia fue suplida por la transformacion y
el uso de combustibles fésiles. La combustion de dichos materiales libera a la atmésfera
oxidos de azufre, 6xidos de nitrogeno y principalmente didéxido de carbono (CO2) a una
tasa mayor a la que el planeta es capaz de reciclar en los ciclos biogeoquimicos. Los dos
primeros se acumulan en la baja atmosfera e interactian formando el ozono troposférico
y el smog (se forma a partir del monoéxido de carbono, los 6xidos de nitrdgeno y otros
compuestos organicos volatiles). Por su parte el CO, y otros compuestos también
generados por la actividad humana (e.g metano, halocarbonos) producen el llamado

Efecto Invernadero, estos gases son llamados Gases de Efecto Invernadero (GEI) [40].



26 Evaluacion del efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la

composicion bioquimica de la microalga Parachlorella kessleri

El efecto invernadero hace que las temperaturas promedio del planeta aumenten, porque
la radiacion solar es atrapada por estos gases y en vez de ser liberada fuera de la
atmosfera es devuelta a la superficie terrestre. Para el caso del CO, atmosférico, la
Agencia Internacional de Energia reporta una acumulacion en la atmosfera de 32,8
Gigatoneladas [40]. La acumulacién de GEI en la atmésfera evita el escape de la
radiacion solar, lo cual ha producido un aumento en la temperatura de la superficie
terrestre de alrededor de 1 °C en los ultimos 100 afos [41]. Este tema empez6 a ser una
preocupacion para los cientificos en la década de los setenta, y es asi como desde el afio
1979, con el fin de establecer acciones encaminadas a reducir las emisiones de GEl, la
ONU organiza reuniones llamadas cumbres climéticas. En estas reuniones multilaterales,
los paises participantes han intentado llegar a acuerdos globales para la disminucion de

emisiones [42].

Con la intencién de alinearse con esas politicas ambientales, en el afio 2001 Colombia
publicé su primera comunicacién nacional sobre el cambio climatico ante la Convencion
Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico [43]. Aunque es cierto que
Colombia no es un gran generador de GEI (aporta s6lo el 0,2% del total global de
emisiones), al igual que todos, es un pais vulnerable a los efectos del cambio climatico
en las esferas social, econémica y ambiental. Aproximadamente un 4% de la poblacién
nacional habita las zonas costeras, vulnerables a los efectos del clima, igualmente, el
75% del sector manufacturero, 50% de los recursos hidricos, 95% de los nevados y el
49% de los cultivos se verian afectados por los efectos de un cambio climatico global
[43].

En dicho informe se describieron las acciones que Colombia implementé desde el afio
1994 en los sectores energético, transporte, industrial, agricola, silvicultura y de residuos
con miras a reducir las emisiones de GEI. Entre los sectores que aportan mayores
emisiones de CO; son el energético (33,3%) y el de transporte (31,4%) [44]. Para mitigar
en cierta medida la generacién de emisiones contaminantes por el sector transporte, se
impulsaron diferentes politicas publicas de caracter regional o nacional. Entre estas se
destacan los programas adelantados en Bogot4 como el Pico y Placa (afio 1998),el dia
sin carro (afio 2000) y la implementacion del uso de Gas Natural Vehicular (afio 2000).

Muchas de estas politicas se extendieron posteriormente a otras ciudades de Colombia
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y Latinoamérica [43]. Otra de las politicas implementadas fue la promocion de energias
limpias en el transporte urbano que busca incentivar el uso de combustibles alternativos:
el gas licuado de petréleo, bioetanol, biodiesel, conversion del parque automotor para el
uso de biocombustibles y a largo plazo, la utilizacion de combustibles con cero emisiones
como hidrégeno, electricidad, celdas de combustible y energia solar [43].

En esta direccion, y con la Ley 788 de 2002 [45] se eximi6 el pago de impuestos para las
actividades destinadas a la generacion de energias renovables con base en recursos
eolicos, biomasa o residuos agricolas. Esto dio el impulso necesario a la produccion de
biocombustibles, especificamente biodiesel y bioetanol a partir de cultivos energéticos

como aceite de palmay cafia de azlcar respectivamente.

En concordancia con el programa de biocombustibles que Colombia posee formalmente
desde el 2001, el Grupo de Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos desarrolla
una linea de investigacién en este campo. En particular, uno de los temas de estudio
consiste precisamente en el uso de biomasa de microalgas (organismos microscopicos

fotosintéticos) como materia prima para la produccion de biocombustibles.

Algunos de los logros cientificos en este campo han sido la estandarizacion de métodos
para la extraccion y cuantificacion de lipidos, el estudio de cuatro cepas nativas de
microalgas para evaluar su potencial uso en la produccion de biodiesel, y el estudio del
efecto del contenido de CO., la irradiancia, el fotoperiodo y la aireaciébn sobre la
produccion y acumulacion de biomasa vy lipidos en la microalga Chlorella vulgaris [46].
Igualmente se ha estudiado la evaluacién de los exopolisacaridos producidos por una
cepa nativa de cianobacteria Nostoc sp. como sustrato en la produccion de bioetanol
[47].

El uso de microalgas para esta aplicacion es promisorio por presentar varias ventajas:

i) No requieren grandes cantidades de terreno para su produccion, incluso una
hectarea de terreno ocupada con un cultivo de microalga puede producir 100
veces mas aceite que una hectarea de cultivo de palma aceitera [25]

i) No compite por tierra cultivable,
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iii) En cuanto al uso de agua, el proceso puede ser autosostenible si se utilizan
aguas residuales como sustrato de crecimiento,

iv) Pueden reciclar CO2 de emisiones industriales y

V) Es posible obtener de ellas una amplia variedad de productos y subproductos de
valor agregado, siendo éste el principal objetivo de las biorefinerias.

El término biorefineria hace referencia a instalaciones industriales en las que se realiza
la transformacién de biomasa en materiales, productos quimicos, combustibles, energia y
otros productos como los biocombustibles. Entre estos ultimos se incluyen los de tercera
generacion como bioetanol, biocrudo, y biodiesel que puedan ser obtenidos de
microalgas. La Figura 1-1 esquematiza los procesos en una biorefineria que usa como
materia prima microalgas. Los procesos 0 usos que permiten el aprovechamiento de las

microalgas en las biorefinerias incluyen:

i) Fermentacion alcohdlica o digestion anaerobia para producir bioetanol o metano
respectivamente [48]-[52].

ii) Fuente de proteina para alimentacién humana o animal [53].

iii) Extraccion de productos de alto valor a nivel farmacéutico, nutricional o cosmético
(e.g. clorofila, carotenoides PUFA [54]-[57],

iv) Fuente de acidos grasos que pueden ser extraidos y destinados a la produccion de
biodiesel, y

v) Licuefacciéon hidrotermal (LHT) para producir biocrudo (un liquido con caracteristicas

similares a las del petréleo).
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Figura 1-1:

Biorefineria a partir de microalgas. Adaptado de Naik et al. (2010) [26].

El biocrudo es un biocombustible cuya produccién presenta varias ventajas:

)

ii)

Todos los componentes de la biomasa como carbohidratos, proteinas y lipidos
pueden ser convertidos en biocrudo,

No requiere una etapa de secado de dicha biomasa como si lo requieren otros
procesos de produccion de biocombustibles como la pirélisis, sino que puede
trabajar con una concentracion de sélidos totales iniciales de la materia prima
esta entre un 10 y 30% p/p (90 — 70 % de agua);[58], [59].

No requiere procesos de extraccion y transesterificacion de lipidos como en el
caso del biodiesel que suelen ser complejos y aumentar los costos de
produccion,

La LHT de microalgas logra reducir hasta en un 50% las emisiones de gases
de efecto invernadero comparada con otros combustibles derivados del

petréleo [60].

Respecto a la produccién de biocrudo el grupo de Procesos Quimicos y Bioquimicos de

la Universidad Nacional de Colombia ha realizado investigaciones en la optimizacion del
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proceso de LHT con el propdsito de obtener composiciones quimicas de biocrudo
uniformes. Sin embargo, para lograr esto se requiere que la composicion de las materias
primas utilizadas (microalgas) en los diferentes lotes de produccion tenga también una
composicion quimica uniforme. El desafio del proceso radica en que las microalgas
desarrollan diferentes composiciones bioquimicas (i.e. contenido de proteinas, lipidos,
carbohidratos y pigmentos principalmente) aun si se trata de la misma especie, que se
atribuye tanto a las condiciones a las cuales se realiz6 el cultivo como a la especie

misma.

Para homogeneizar las condiciones del proceso y la composicién del biocrudo es viable
gue la biomasa que se destine al proceso de LHT se produzca siempre en condiciones
de cultivo similares. La composicién de la microalga puede ser modulada controlando las
diferentes variables que afectan las rutas metabdlicas de las células [28], Estas variables
incluyen la irradiacién, tipo y concentracion de fuente de carbono, modalidad de cultivo y

especie de microalga utilizada.

En particular, la modalidad de cultivo es un factor determinante ya que la microalga debe
ser capaz de desarrollar una composicion bioquimica adecuada para el tipo de
biocombustible que se desea obtener. Por ejemplo, para producir biodiesel o biocrudo la
caracteristica mas deseable es que la microalga sea capaz de acumular cantidades
significativas de lipidos. Segun reportes recientes, es necesario llegar a contenidos de
lipidos entre el 45 y 64 % del peso seco celular y las especies capaces de alcanzar
dichos niveles son Botryococcus braunii, Desmodesmus, sp., Nannochloropsis sp.,
Scenedesmus SDEC-8, Chlorella protothecoides, Nannochloropsis sp. y Sorokiniana
FCG IITG [28], [61].

En el caso de la producciéon de biogas mediante digestién anaerobia, se eliminan las
etapas de secado, extraccién y concentracion de lipidos. En este caso se utiliza toda la
biomasa obtenida, lo que representa en si un ahorro energético. Sin embargo, el principal
desafio de este proceso es obtener la relaciéon C:N adecuada para que se favorezca la
produccion de metano en vez de amonio, dado que éste Ultimo es toxico para las
comunidades bacterianas metanogénicas. En este campo de estudio se han realizado

avances interesantes mediante la aplicacion de pretratamientos fisicos y biolégicos que
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contribuyan al aumento de la cantidad de metano producido. En cuanto a la produccién
de bioetanol a partir de microalgas, es importante la bioprospeccién de especies que se
caractericen por acumular altas cantidades de carbohidratos fermentables. Un ejemplo
de dichos organismos es la microalga Chlorella vulgaris, que ha demostrado capacidad
para generar 35 L de etanol por tonelada de biomasa [62]. A parte de los procesos
mencionados anteriormente, las microalgas pueden ser sometidas a otros procesos con
el fin de aprovechar su contenido energético como combustion directa, pirolisis o

gasificacion.

En los siguientes apartados se amplia informacion acerca de la importancia de una
adecuada seleccion de la cepa y de la fuente de carbono al momento de establecer una
configuracién de cultivo. Aunque el método tradicional de cultivo de microalgas es el
fotosintético o autotréfico basado en la adquisicion de carbono inorganico en forma de
diéxido de carbono (CO,), la adicién de fuentes de carbono organicas han demostrado
tener productividades de biomasa, lipidos y carbohidratos superiores [5], [7], [10], [63]—
[67].Una vez el cultivo es suplementado con alguna de ellas se dice que es mixo, hetero
o fotoheterotréfico, dependiendo si se desarrolla 0 no bajo condiciones de iluminacion y
de suministro externo de CO,. La fuente de carbono organico mas empleada hasta el
momento ha sido la glucosa por su alta disponibilidad, aunque también ha tomado fuerza

el uso del glicerol, las razones para el uso de una u otra se explicaran a continuacion.

1.2 Utilizacion de glucosa para el cultivo de

microalgas

Antes del desarrollo de técnicas moleculares, la correcta clasificacion taxonémica de las
microalgas constituia uno de los mayores desafios para los bidlogos. En un intento por
organizar la informacion conocida hasta el afio 1965, los investigadores Shihira y Krauss
[68] realizaron una clasificacion taxonémica de las especies de Chlorella conocidas hasta
entonces basada en caracteres bioquimicos, entre los cuales se evaluaba la asimilacion
de diferentes azucares (arabinosa, glucosa, fructosa, manosa, sacarosa, lactosa, entre
otras). Desde ese momento se conoci6 la alta afinidad que tienen las especies del

género Chlorella por este azlcar. Con el transcurso de los afios, se han realizado
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estudios que permiten dilucidar los principales rasgos del comportamiento de Chlorella y
de otras especies de agua dulce, cuando se les es suministrada esta fuente de carbono.
Se ha caracterizado la produccion de biomasa, clorofila, el efecto del pH, la evolucién del
CO, como producto de respiracion y la generacion de productos metabdlicos de desecho
[69], [70].Estudios subsiguientes empezaron a enfocarse en los cultivos heterotréficos en
vista de la ventaja que implica la no utilizacion de la luz que se traduce en reduccion de
costos de los sistemas de cultivo [71], [72]. Dichos estudios exploraron el crecimiento y la
composicion bioquimica de diferentes especies de microalgas cuando estan sometidas a
condiciones mixo y heterotréficas, evaluando los efectos de la variacion dela intensidad
luminica [73], [74]. Cuando se dispuso de un conocimiento mas amplio de la bioquimica
de las microalgas, surgieron entonces los primeros estudios sobre sistemas de cultivo
optimizados para la produccién de lipidos y las primeras caracterizaciones de los lipidos
microalgales en busca de las mejores respuestas de acidos grasos poliinsaturados [6],
[21], [75].Con este conocimiento las fermentaciones cambiaron su objetivo a produccion

enfocada en biodiesel y su optimizacién [76]—[78].

Las investigaciones mas recientes no solo enfocan sus objetivos a la produccién de
lipidos para producir biocombustibles sino ademas a la obtencién de otros productos de
valor agregado como pigmentos, proteinas [5] y acidos grasos poliinsaturados como

suplemento dietario [55].

1.3 Utilizacion de glicerol para el cultivo de

microalgas

El Grupo de Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos de la Universidad
Nacional de Colombia, realiza actualmente un proyecto de investigacion denominado
“Alternativas energéticas renovables a partir de efluentes de la industria colombiana de
biodiesel” cuyo objetivo general es desarrollar una estrategia de produccién de un
biocombustible (biocrudo), a partir de microalgas alimentadas con glicerol crudo. El
glicerol crudo es el principal subproducto de la transesterificacion de los triglicéridos en

produccion de biodiesel. La composicion de este subproducto varia de acuerdo al tipo de
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catdlisis usada en el proceso, la eficiencia de la transesterificacion y recuperacion del

biodiesel, el tipo de alcohol utilizado y las impurezas de la materia prima [79].

En la produccion de biodiesel, por cada 100 Kg de biocombustible, se generan
aproximadamente 10 Kg de glicerol crudo. En el caso de Colombia para el afio 2017 se
generaron aproximadamente 46000 toneladas [80]. Ademas de los altos costos para su
refinacion, la demanda de la glicerina en el mercado se ha mantenido estable, impidiendo
absorber el volumen de glicerina cruda proveniente de la industria de biodiesel [81]. [81].
En 2015, solamente el sector biodiesel aporté el 65% de la produccion total de glicerol a
nivel mundial, la cual se estimé en 2 millones de toneladas [82]. La alta y constante oferta
de dicho producto desencadend una baja notable en los precios. Todo este panorama ha
hecho que compafias como Dow Chemical, Procter & Gambley Solvay hayan cerrado
algunas plantas quimicas de produccién de glicerol en Texas, Londres y Tavaux
(Francia), respectivamente[83], [84]. Todo lo anterior se traduce en la necesidad urgente

de buscar usos alternativos para su aprovechamiento.

Algunos de los usos que se estan implementando para este subproducto son:

i) Refinacion para transformarlo en glicerina técnica, grado alimentario o
farmacéutico,
ii) Transformacién en biocombustibles como etanol [85], hidrégeno [85], [86], acido

citrico [87], polihidroxibutirato [88], butanol [89], biogas [90] y 1,3-propanodiol
[91], [92]

iii) Componente de alimentos para animales [93], en particular en Colombia la
compafiia BioD S.A. ha logrado aprovechar el valor cal6rico de glicerol (i.e. 3800
Kcal/Kg) y utilizarlo como suplemento energético para ganado bovino en mezclas
con maiz molido, granos de destileria, torta de palmiste por solvente o presion,
papa, entre otros. En este uso se ha demostrado que se da un aumento en la
produccion de leche, los parametros reproductivos de los animales, junto con una

reduccion en los costos de produccion [94]

En cuanto a la refinacion, la glicerina cruda tiene una composicion aproximada del entre
40% y 88% de glicerol puro en peso ademéas de una gran cantidad de metanol, agua,

jabones y sales provenientes del proceso de transesterificacion [95]. El problema radica
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en que debido a la alta cantidad de impurezas su costo de refinacion para usos
farmacéuticos, cosméticos y alimenticios no es viable para los pequefios productores de
biodiesel (alrededor de 0,15 USD por kilogramo) [25], [81], [95]. Asi que mientras la
produccion de biodiesel continte, el tema de buscar un uso a la corriente residual de

glicerol continuaré siendo sumamente urgente.

Teniendo esto en contexto, varios trabajos han aprovechado la alta disponibilidad y bajo
costo del glicerol para utilizarlo como una fuente de carbono en diversos bioprocesos.
Algunas de sus investigaciones lo utilizan en fermentaciones con la bacteria Clostridium
Sp., un microorganismo capaz de transformar esa glicerina en 1,3 propanodiol, este diol
es un producto de mayor valor agregado y con una variedad de usos, entre los que se
pueden mencionar: la producciéon del polimero PTT (politrimetilentereftalato) para la
fabricaciébn de fibras e hilos, la obtencion de poliuretano solvente en la industria
cosmética para preparacion de champus y el uso directo en el tratamiento de algunas
enfermedades nerviosas [96]. Igualmente se puede usar como excipiente de
humidificante, estabilizador, anticongelante, o vehiculo solvente en diferentes

formulaciones [81].

El glicerol ha sido utilizado con éxito en fermentaciones con las microalgas
Phaeodactylum tricornutum, Rhodomonas reticulata, Chlorella protothecoides,
Schizochytrium limacinum, Spirulina platensis, Chlorella vulgaris y Nannochloropsis
mejorando la produccion de biomasa y acidos grasos respecto a su control autotréfico [6],
[8], [10], [15], [19], [21], [97]-[100Q]. El uso glicerol crudo en algunos de estos estudios se
tradujo en altos rendimientos de biomasa probablemente debido al efecto de las
impurezas de dicha materia prima. También se han estudiado diferentes configuraciones
de cultivo con el fin de manipular la composicion bioquimica de las microalgas [97], [101].
En el afio 2013, Cerén et al. [102] reportaron el desarrollo de un sistema heterotréfico de
Chlorella protothecoides acoplado a un proceso de produccién de biodiesel, este trabajo
coincide con los estudios de Cabanelas et al., 2013 [62]. Otros estudios por el contrario
han encontrado cepas especificas que no pueden metabolizarlo por falta de las enzimas
necesarias, este hallazgo infiere que posiblemente el aprovechamiento del glicerol sea un

rasgo que dependa de la cepa [103].
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2. Marco teoérico

2.1 Género Parachlorella

Parachlorella kessleri, la microalga utilizada en la presente investigacion fue durante
varias décadas clasificada errbneamente como perteneciente al género Chlorella, el
género de microalgas mas ampliamente estudiado hasta ahora debido a su gran parecido
morfolégico. Fue en la década de los ochenta, gracias al desarrollo de técnicas de
biologia molecular, que se estableci6 la existencia del género Parachlorella y con éste
descubrimiento la necesidad de investigar su potencial de bioprospeccion [104]-[107].

2.1.1 Origen del género Parachlorella

P. kessleri , fue reportada por primera vez en Holanda en 1881 [108] y descrita
inicialmente en 1893 por Artari recibiendo para entonces el basionimio (nombre cientifico
con el cual fue bautizada originalmente) de Pleurococcus regularis [109]. Durante
algunos afios y debido a la falta de herramientas para una adecuada clasificacion y
divulgacion, otros autores la nombraron como Chlorella regularis [68], Chlorella vulgaris
[110]-{112] o Chlorella 1l [113]. Esta ambigiiedad en la clasificacion se debe a que los
primeros investigadores agruparon a varias especies dentro de este género basandose
solamente en caracteres morfolégicos, utilizacion de diversas fuentes de carbono o
nitrdgeno para el crecimiento, o teniendo en cuenta detalles como el color del cultivo y la
apariencia de las colonias en agar. Estas técnicas dieron origen a clasificaciones
errbneas y claves taxonomicas incompletas y engafiosas [114]. A pesar de esas
confusiones se establecié tempranamente que Parachlorella kessleri pertenecia al filo
Chlorophyta que agrupa las llamadas algas verdes, las cuales estdn estrechamente

relacionadas a las plantas superiores porque poseen los mismos tipos de clorofila: ay b.
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2.1.2 Historia del género Parachlorella

Esta especie se clasificé inicialmente bajo el género Chlorella porque sus individuos se
caracterizan por ser eucariotas, con forma esférica o elipsoides, la forma del pirenoide, y
el organelo asociado al almacenamiento de la enzima RuBisCO (fijadora de di6xido de
carbono) es en “forma de manto”. La reproduccion de la microalga es asexual por
liberacién de autosporas, y el almidén se forma como uno de los principales productos de
reserva dentro del cloroplasto y no en el citoplasma, caracteristica que las diferencia del
resto de algas eucariotas [115].

Chlorella es hasta hoy el género de algas verdes mejor estudiado [107], [116]. En 1881,
Brandt encontré las primeras especies de Chlorella creciendo asociadas a esponjas o
hidras y las llamé Zoochlorella. Fue en 1890 que el bidlogo Beijerinck logro aislar y
comprobar que esas microalgas no eran parasitos obligados y dio por primera vez una
descripcion del género. Esa clasificacion inicial dada por Beijerinck cambié mucho a
través de los afios y fue bastante controversial; hasta 1965 el nombre del género no era

aun aceptado por el comité de nomenclatura del Congreso Botanico Internacional [68].

Durante los afios 80, Kessler present6 una clasificacién convincente sustentando sus
descubrimientos en propiedades bioquimicas y asi diferencié inicialmente alrededor de
16 taxa [117]-[119]. Tras varios estudios [120]-[123], esos taxa fueron desmantelados a
al menos unos seis [124]. Sin el desarrollo adn de las técnicas moleculares actuales,
esas investigaciones se dedicaron a estudiarla composicion y estructura de la pared
celular [68], [123], las caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas [120] como actividad de
enzimas hidrogenasas [113], [117], amiloliticas [68], caracteristicas de los carotenoides
[113], acidotolerancia [68], halotolerancia [68], tolerancia a metales pesados [118], [125],
termofilia [126], [127], utilizacion de componentes organicos de nitrdgeno [128], y

composicion de las azucares, entre otros.

El nombre de Chlorella kessleri fue asignado en 1969, cuando Fott & Novakova
[114]estudiaron las cepas 211-11g y 211-11h de la coleccion de la Universidad de

Cambridge que se encontraban clasificadas como Chlorella Il y encontraron que la cepa
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211-11g tenia presencia de la enzima hidrogenasa (importante para reacciones de oxido-
reduccion, foto-proteccion y metabolismo fermentativo en las células). Ademas, la
estructura del cloroplasto que era bastante especifica, (i.e. “mantel-shaped”) hasta esa
época no habia sido reportada para cualquier otra alga verde. En la Figura 2-1 (e) se

ilustra la forma particular del cloroplasto.

e

Figura 2-1. Tipos de morfologia de los cloroplastos presentes en el género Chlorella. a:
forma de platillo, b: forma de banda, c: forma de faja, d: forma de copa, e: forma de
manto, f: parietal (cubre la cavidad celular completamente). Las estructuras redondas

dentro de cada representacion celular corresponden a los pirenoides [114].

Debido a la presencia de esta particular forma de los cloroplastos, Fott & Novakova
consideraron reubicar esta cepa como una nueva especie dentro del género Chlorella,
llamandola Chlorella kessleri en honor a Kessler quien fue el primero en designar estas
especies como Chlorella Il. Los autores describen en su trabajo de manera detallada la
morfologia de C. kessleri: células esféricas, el cloroplasto cubre casi la totalidad de las
células, excepto porque en la base del mismo se ubica el pirenoide. Estos autores
diferenciaron 16 taxa del género Chlorella solamente basados en rasgos morfolégicos y

fisiolégicos.
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El pirenoide fue una pieza clave para la clasificacion de las especies del orden
Chlorellales antes del desarrollo de técnicas moleculares. Ikeda [129] encontré una
relacién evolucionaria entre la estructura del pirenoide y la quimica de la pared celular:
algunas especies de microalgas del género Chlorella tienen paredes celulares
compuestas por glucano y en otros casos estan compuestas por glucosamina. En las
primeras, los pirenoides presentan estructuras diversas, mientras que para el segundo
caso (P. kessleri, C. sorokiniana y C. vulgaris) las morfologias de los pirenoides son
idénticas. Esto ultimo indica una relacion evolucionaria mas cercana y ademas afirma
gue este rasgo puede ser usado como marcador evolutivo, puesto que la morfologia
entre una especie y otra es diferente.

Hoy en dia, esa clasificacion basada en caracteres morfolégicos ha quedado relegada
gracias al desarrollo de técnicas en biologia molecular especificamente, de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) que permite la amplificacion de regiones del ADN y 18S
del ARNr, siendo hasta el momento los métodos mas acertados para realizar una
apropiada clasificacion de las algas verdes [124], [130].

En 1974 Hellmann y Kessler utilizaron las primeras técnicas de biologia molecular para
hacer un andlisis comparativo de la composicién basica del ADN, evaluando el contenido
de Guanina - Citocina (CG) y solamente lograron observar una diferencia intraespecifica
entre cepas de Chlorella vulgaris. Wolgfan & Kessler (1978) [132] y Huss et al. (1989)
[130] usaron el método de hibridacion de ADN pero encontraron que los taxa eran
bastante heterogéneos y que esta técnica no brinda informacién concluyente acerca de

las especies dentro de este género, su evolucidon y su relacién con otras algas verdes.

Huss y Sogin (1990) [124] fueron pioneros en utilizar las técnicas de andlisis de acidos
nucleicos para la identificacion de algas verdes. En este trabajo mencionan que realizar
el andlisis molecular a nivel de ADN del género Chlorella no arroja resultados
concluyentes acerca de las relaciones interespecificas dentro del mismo. Por el contrario,
el andlisis de las subunidades del ARN ribosomal (ARNr), si parece ser (til para éste
proposito, siendo las secuencias de ARNr de la subunidad pequefia (16S) una de las

mas estudiadas en organismos eucariotas y procariotas.
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Estos mismos autores iniciaron en 1999 un estudio de la subunidad 18S del ARNr dentro
de diferentes especies del género Chlorella para establecer su relacibn con otros
miembros pertenecientes también a la division Chlorophyta y de alli concluyeron que el
género se reduce a cuatro especies: C. vulgaris, P. kessleri , C. lobophora y C.
sorokiniana. Mas adelante, en 2004, Krienitz et al. [107] harian un valioso aporte al
investigar la subunidad 18S del ARN ribosomal (ARNr) de Chlorella y otros taxa
relacionados y la region ITS2 de 17 cepas de Chlorellaceae [107]. En este trabajo se
encontré que esta familia esta dividida en dos ramas o clados, es decir, grupos que
proceden de un ancestro comun: el clado Parachlorella que agrupa las especies Chlorella
beijerinckii, Parachlorella kessleri, Discloster acuatus y Closteriopsis acicularis, y el clado
Chlorella que incluye las especies C. vulgaris, C. lobophora y C. sorokiniana. En este
punto se cre6 el género Parachlorella y la llamada hasta ese momento Chlorella kessleri
se ubicd aqui con su correspondiente cambio de nomenclatura. La investigacion mas
reciente acerca de la filogenia de Chlorella hizo una clasificacion completa de
Chlorophyta, Trebouxiophyceae y Chlorellaceae analizando esas mismas secuencias del
ARNr [133].

En 2009, Turmel et al. [134], secuencié el genoma del cloroplasto de P. kessleri y de C.
vulgaris encontrando que entre ellas se conservan todos los 105 genes que se codifican

a excepcion del gen trnR (ccg) en P. kessleri.

Basandose en estos hallazgos puede afirmarse que P. kessleri en efecto estaria
estrechamente emparentada con el género Chlorella, en este estudio se asumira que al
menos en cuanto a procesos bioquimicos estas especies tienen los mismos

comportamientos.

2.1.3 Otros rasgos morfoldgicos

A pesar de que la clasificacion por caracteres morfoldgicos dio ideas erradas acerca de la

verdadera clasificacion de las especies del género Chlorella, si fue util para recolectar
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informacion acerca del comportamiento y morfologia de cada especie, entre las cuales se

mencionan:

- En el caso de P. kessleri ademas de la presencia de hidrogenasa y el pirenoide
en forma de manto, se encontr6 también que la glucosa, la galactosa y la fructosa
estimulan el crecimiento en luz y en oscuridad. La manosa y el acetato pueden
soportar ligeramente el crecimiento de la microalga en cultivos bajo iluminacion,
pero la mayoria de las veces es inefectiva. El nitrdgeno puede ser asimilado
desde amonio o desde nitratos de manera equivalente [68]. P. kessleri no tolera
altas concentraciones salinas, Kessler (1974) [135] establecié que este limite en
tan solo 2%. Esta algo no tiene la capacidad de producir enzimas extracelulares
que le permitan hidrolizar almidon y proteinas [136].

- En Latinoamérica fue reportada la presencia de P. kessleri en una laguna &cida
volcanica en la regién de la Patagonia (Argentina) y la importancia de este
descubrimiento radica en que se comprob6 que dicha especie es capaz de tolerar
ambientes acidos (pH entre 3 y 4) y temperaturas aproximadas de 35 °C[137],
[138], resultados que ademas confirmaron los obtenidos previamente por Kessler
(1965, 1972, 1985) [126], [127], [139].

- Las fibras de la pared celular estan compuestas exclusivamente de glucosamina,
y la matriz de hemicelulosa contiene azucares como glucosa, galactosa, ramnosa,
xilosa y en menores cantidades arabinosa, manosa Yy fructosa; su espesor es de

aproximadamente 60 a 80 nm [137].

- P. kessleri no produce carotenoides secundarios (astaxantina, cantaxantina y
xantofila) [138].

- La reproduccion se realiza por autosporas, una célula madre produce 2, 4, 6, 8y

raramente 16 autosporas de forma elipsoidal o poliédrica [137].
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2.1.4 Investigaciones en P. kessleri

Una vez superada la controversia acerca de la taxonomia, las investigaciones se
enfocaron en la bioprospeccion de la cepa, es asi como una de las primeras
investigaciones al respecto fue la de Rezanka y Podojil [140], [141]. Entre 1983 y 1984,
estos autores describieron y separaron los acidos grasos de cadena larga obtenidos de
P. kessleri cultivada auto y heterotroficamente, mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) y cromatografia de gases acoplada a masas (CG-MS). Alli se encontré
gue la composiciéon de acidos grasos varia de acuerdo al tipo de crecimiento de las
microalgas y que algunos de ellos se expresaron exclusivamente bajo una de las dos
modalidades de crecimiento, pudiendo usarse como marcador taxonémico. En este
sentido varios estudios se han hecho con el fin de inducir la sobreproduccién de lipidos
mediante la deplecion de algun nutriente [142]-[146]. En P. kessleri la deplecion de
fésforo llevo al incremento de acidos grasos insaturados [147] y Pribyl et al. (2012) [148]
limitaron la concentracién de nitratos y fosfatos lo cual resulté en el cese de la division

celular y el incremento de lipidos en la célula.

Otra aproximacién al comportamiento de P. kessleri fue reportada recientemente [149]-
[152], quienes investigaron acerca de las caracteristicas fotosintéticas de P. kessleri , la
afinidad por el CO2 y los mecanismos de concentracibn del carbono. Sato y
colaboradores [153] también profundizaron sus estudios en el proceso de sintesis de
glicerolipidos que se forman en los cloroplastos y el efecto de la luz roja y azul fue

investigado por Grotjohann et al., (1992) [154].

Una preocupacion sobre la creciente contaminacion de ecosistemas acuaticos por
metales pesados y compuestos organicos persistentes (pesticidas e hidrocarburos) llevo
a Juarez et al.,, (2008) [155] a evaluar no solo la tolerancia de P. kessleri a altas
temperaturas sino también el efecto in vivo del cromo hexavalente (Cr*®) sobre el
mecanismo fotosintético al mismo tiempo que se evalud sobre Eudorina unicocca, otra
microalga de agua dulce. La diferencia entre ellas es que P. kessleri presenta pared
celular mientras las células de E. unicocca se encuentran cubiertas por un mucilago que

constituyen diferentes mecanismos de exclusién para los metales pesados. Como
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resultados encontraron que E. unicocca es mucho mas sensible al Cr*6, tolerando
concentraciones solo de 40 uM. En el caso de P. kessleri probablemente la presencia de
pared celular le confiere mayor tolerancia al Cr*® sin efectos significativos en su aparato
fotosintético por concentraciones por debajo de 4000 pM. Estos efectos fueron
observados gracias a la degradacion de los pigmentos fotosintéticos inducida por la
presencia del cromo. En cuanto a la tolerancia a herbicidas, Romero et al. (2011) [156]
evaluaron el efecto que tiene el glifosato sobre P. kessleri. Este herbicida actia
inhibiendo enzimas clave ya sea de la biosintesis de aminoacidos o de porfirinas. La
biosintesis de proteinas en P. kessleri no se vio afectada y su crecimiento se detuvo
después de 96 horas de ser expuesta a 70 mg-L* de glifosato, el estrés por la presencia
de este compuesto en el medio desarrollé un incremento en la vacuolizacién, es decir, en
el tamafio y nimero las vacuolas dentro de las células y en el nimero de esporangios,

las estructuras reproductivas que forman la autosporas.

En 2015, Kasiri et al., [157] utilizé la metodologia de superficie de respuesta para
optimizar variando la intensidad de luz, las concentraciones de fosfato y las
concentraciones de COz2, obteniendo como valores éptimos 70 ymol-m2:s?, 29 mM y
35% respectivamente, un estudio similar también fue presentado por De Morais et al.
(2007) [158].

En cuanto a la produccion de biocombustibles P. kessleri también has sido usada en
biorefineria para la produccién de biogas [159] aunque solo alcanz6 un rendimiento de
metano del 62%. Este es un porcentaje medio teniendo en cuenta que microalgas como
Chlamydomonas reinhardtii alcanzaron rendimientos hasta del 111%. Otra aplicacion fue
la realizada por Dandipet (2013) [160] destinada a la produccion de P. kessleri enfocada
al rendimiento en biodiesel, y para ello utiliz6 como materias primas hidrolizados de sorgo
y maiz utilizados para la produccion de bioetanol y un sistema heterotréfico. Wang et al.
(2013) [161] investigaron el crecimiento mixotréfico de P. kessleri sobre agua residual
suplementada con glucosa, glicerol y etanol, y el perfil de acidos grasos obtenido. Bajo
estas condiciones la microalga acumuld hasta el 54% de masa seca en lipidos (7,11 g-L°
1) para glucosa y para glicerol se obtuvo el 21,19%. Aunque en este Ultimo,

aproximadamente la mitad de esos lipidos son saturados, lo cual convierte a esa



44 Evaluacion del efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la

composicion bioquimica de la microalga Parachlorella kessleri

condicién de cultivo en una de las mas prometedoras para la obtencién de biodiesel. Con
esta misma finalidad incluso se han desarrollado nuevas metodologias de cultivo, como
la propuesta por Shiratake et al. (2013) [162]. Esta busca incrementar el contenido de
triglicéridos disminuyendo sustancialmente la cantidad de agua utilizada en los cultivos,
puesto que solo requiere de una superficie hUmeda constantemente para incrementar la
biomasa. Otros esfuerzos también se han realizado para producir hidrégeno a partir de la

transformacion de biomasa de esta microalga [163].

Estudios similares al presentado en este trabajo, donde se evalla el efecto modalidades
de cultivo y diferentes fuentes de carbono a diferentes concentraciones sobre la
composicion bioguimica de P. kessleri son los realizados por Deng et al. (2019 a, b),
Hamza et al. (2013) [5], [164], [165], sus resultados seran comparados Yy discutidos en el
capitulo 4.

2.2 Métodos de cultivo de microalgas

Las microalgas son en la actualidad una de las materias primas mas prometedoras por la
versatilidad de productos que pueden ser obtenidos a partir de ellas como se observé en
la Figura 1-1. Cualquiera que sea el producto de interés que se desee obtener, un cultivo
de microalgas ideal es aquel que permita obtener los mayores rendimientos en los
menores tiempos y a bajos costos. Para alcanzar la mayor productividad de biomasa en
relaciéon a los costos, es importante seleccionar cuidadosamente el método de cultivo
adecuado en el cual se establezcan cuales seran las fuentes de carbono y energia que
soportaran el crecimiento de las microalgas. Estos métodos aparecen resumidos en la
Tabla 2-1.

o . Fuente de Requerimientos de la
Modo de crecimiento Fuente de energia ) -

carbono disponibilidad de luz

Fotoautot,ro_ﬂco ° Luz Inorganica Obligatoria

autotrofico
Heterotrofico Organica Organica No obligatoria
Fotoheterotréfico Luz Orgénica Obligatoria
Inorganica y

Mixotrofico Luz y orgénica No obligatoria

organica

Tabla 2-1: Modos de cultivo de microalgas [166].
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- En los cultivos autotréficos la fuente de carbono a partir de la cual se realizara la
construccién de los componentes celulares es el didxido de carbono (CO2) vy la
fuente de energia que permitira romper los enlaces quimicos es la luz.

- En cultivos heterotroficos, la fuente de energia y de carbono es la misma: un
compuesto organico que puede ser por ejemplo glucosa, acetato o glicerol, este
tipo de cultivos no requiere de iluminacion.

- En los cultivos fotoheterotroficos las células usan luz para obtener energia y
constituyen biomoléculas a partir del catabolismo de fuentes de carbono
organicas. En esta modalidad, la luz y las fuentes de carbono organicas deben
ser suministradas de manera obligatoria, esta alternativa ha sido poco estudiada,

-y en la modalidad mixotréfica, ambas fuentes de carbono organica e inorganica e
iluminacion son asimiladas al mismo tiempo, el CO; es fijado mediante la
fotosintesis la cual requiere condiciones de iluminacion, mientras que los
compuestos organicos son asimilados a través de la fosforilacion oxidativa y

consumo de oxigeno (heterotrofia).

Recientemente la modalidad mixotréfica ha sido mas ampliamente estudiada debido a
gue muchas cepas de microalgas han demostrado tener tasas de crecimiento mas altas
comparadas con aquellas obtenidas bajo modalidades heterotréficas o autotréficas [9],
[10], [167]-[169]. Algunos cientificos sugieren que la tasa de crecimiento bajo la
modalidad mixotréfica corresponde aproximadamente a la suma de tasas de crecimiento
maximas obtenidas bajo cultivos autotréficos y heterotréficos [170]. Sin embargo, otros
investigadores consideran que esta tasa de crecimiento no puede ser simplemente la
combinacion de ellas sino que mas bien ambos procesos metabdlicos pueden ser
afectados sinérgicamente el uno al otro, lo que resulta en una mejora de la productividad
de biomasa [166]. La modalidad heterotréfica también es bastante atractiva para los
investigadores puesto que al no requerir luz disminuye los costos de produccién, aunque

pueden presentarse problemas de contaminacion.

Ademas de tener claridad sobre la modalidad de cultivo mas conveniente, también es

importante hacer una adecuada seleccién de la cepa de microalga que alcance los
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mejores rendimientos en la configuracién de cultivo que sea seleccionada: lote, lote
alimentado, continuo, o semicontinuo a escala laboratorio, piloto o comercial, o el modo
metabolico de crecimiento (Tabla 2-1). En este punto es importante tener en cuenta que
aungque existen varias especies capaces de intercambiar sus vias metabdlicas vy
adaptarse a los diferentes modos de crecimiento, su éxito no puede generalizarse puesto
gue incluso con la misma especie pueden presentarse resultados diferentes. Esto
dependera en parte de la especie de microalga utilizada puesto que muchas de ellas
pueden ser autétrofas obligadas o heterotrofos facultativos [170]. En algunos casos
pueden desarrollarse mixotréficamente pero sélo bajo ciertas condiciones especificas de
intensidad luminica [7] y en otros simplemente son incapaces de metabolizar ciertas
fuentes de carbono [68]. Ademas de la fuente de carbono suplementada también deben
brindarse concentraciones 6ptimas de macro y micronutrientes, ya que deficiencias en
cualquiera de ellos causa cambios metabdlicos y fisiologicos y decrecimiento en la
productividad [54]. Una vez alcanzada la cantidad de biomasa Optima, los procesos
siguientes tienen que ver con la cosecha de la biomasa, la disrupcion celular para la
extraccion de los productos quimicos de alto valor y su separacion o purificacion si es el
caso [170].

En la Tabla 2-2 se enumeran las ventajas y limitaciones de las modalidades de cultivo
mas utilizadas para microalgas, y la seleccion del método mas adecuado dependera de
los productos y subproductos que se deseen obtener. Para cada una de las limitaciones
descritas en la Tabla 2-2 existen oportunidades de mejora, y algunas de ellas se resumen
en la Figura 2-2. Entre ellas se puede resaltar la que tiene que ver con la manipulaciéon
metabdlica de las cepas por medio del modo de cultivo, y por lo tanto en la produccién de
metabolitos primarios. Por esta razdn las microalgas exhiben una variada composicion
bioquimica (contenido de lipidos, proteinas y carbohidratos) que depende no solo de la
especie, sino de las condiciones bajo las que se hacen los cultivos. Esto incluye el tipo de

fuente de carbono, regimenes de luz o la disponibilidad de otros macro y micronutrientes.

Esta variabilidad hace dificil la estandarizacion de procesos de transformacién de esa
materia prima, en la produccion de biodiesel (en la cual se espera un alto contenido de

lipidos en la microalga) o de biocrudo (que contenga bajos contenidos de nitrégeno y
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azufre) [33]-[37]. Este es un inconveniente fundamental debido a que la uniformidad del
proceso de produccion, la calidad y composicion del producto dependera de la

composicion de la materia prima utilizada.

Costos de la fuente de Contaminacion

Construcciony costos Costos de cosechay
Carbono microbiana de biorreactores transformacién de
| Investigar el | Establecimiento de | Optimizacion de los materias primas
' crecimiento sobre ' cultivos do | matoode S
| sustratos mas | microalgas capaces | operacién para el | Desarrollode
| econémicos: aguas | de prosperaren | incremento en la | métodos de
| residuales, material | condiciones | producciénde | inmovilizacion de
| lignocelulésico, | ambientales | metabolitos de | microalgasen
| vertimientos | adversas a las | interés. | matrices poliméricas. |
| industriales. e

| Bioprospeccion de
| cepas capaces de
| utilzar sustratos mas

| bacterias.

Bioprospeccion de

cepas de crecimiento |

| Establecimientode |
| cultivos no axénicos |
| en estanques

| Utilizar biomasa en
| procesos de pirdlisis, |
| digestion anaerobia
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Figura 2-2: Retos y opciones de mejora en cultivos mixotroficos y heterotréficos de
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Cultivos heterotroficos Cultivos mixotréficos

Ventajas

L . . . Permite altas tasas de crecimiento en menores tiempos de cultivo y rendimientos de biomasa mas altos
Altas tasas de crecimiento y productividades de biomasa comparados con los cultivos o » L . 3 -
» . comprados con modos de crecimiento autotréfico y heterotréfico debido a que la célula asimila
fotoautotroficos (pueden ser superiores hasta 3 y 4 veces)
simultaneamente dioxido de carbono y una fuente de carbono organica

Posibilidad de manipular la composicién de biomasa mediante el cambio de sustratos organicos ) i
. 3 . o » Fase exponencial més prolongada
que estimulan vias metabdlicas y biosintéticas especificas

» B . Se reduce la perdida de biomasa causada por la respiracion en las condiciones de oscuridad
Reduccion en los costos de construccion de los bioreactores .
(heterotrofia)

Se elimina la limitacién que presenta el crecimiento autotréfico que tiene que ver con la distribucion . .
N . ) Reduccion del efecto fotoinhibitorio que puede darse
eficiente de la luz cuando el cultivo alcanza altas densidades celulares.

Flexibilidad para intercambiar el metabolismo entre el modo autotréfico y heterotréfico dependiendo de
la disponibilidad de luz y de carbono orgénico

Proteccion contra el dafio foto-oxidativo debido a la acumulacién de oxigeno que sucede generalmente
en sistemas de cultivo cerrado.

Posibilidad de usar aguas residuales para remover materia organica por la eficiencia en la remocién de nutrientes (N y P).
Mayor acumulacion de lipidos en comparacion con cultivos fotoautotroficos.

Limitaciones

- Requerimiento de inyeccion de oxigeno para llevar a cabo la respiracion.
- Incapacidad para producir metabolitos que requieren ser inducidos por luz.
- La adicién de un sustrato organico aumenta los gastos de energia y los costos generales puede presentarse contaminacién y competencia con otros microorganismos que crecen mas rapido que
las microalgas.
- La cantidad de microalgas que pueden crecer heterétrofo y mixotréficamente es limitada.
- Necesidad de construccion de bioreactores complejos que mantengan condiciones de oxigenacion, temperatura y agitacion que puedan mantener la esterilidad del cultivo que implican el gasto

Tabla 2-2: Ventajas y limitaciones de los cultivos heterotréficos y mixotréficos de microalgas. Adaptado de [77], [170]-
[176][170][170][170][170][170].
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2.3 Metabolismo de microalgas

2.3.1 Fotosintesis en microalgas

Las microalgas toman el carbono atmosférico en forma de CO. o acido carbdnico
(H2COg) v lo fijan, es decir, lo trasforman en biomasa mediante la fotosintesis. En este
proceso se forman hexosas con las cuales se construiran los componentes celulares
liberando oxigeno atmosférico como subproducto. Los ecosistemas marinos absorben
aproximadamente la misma cantidad de CO2 desde el atmésfera como ecosistemas
terrestres [177], especificamente, los productores primarios marinos absorben alrededor
de 50 Gt de carbono por afio [178].

Para llevar a cabo la asimilacion del carbono inorgéanico, la fotosintesis involucra algunas

reacciones que se deben realizar en presencia de luz y otras que no dependen

directamente de ella. Este proceso se expone en la Figura 2-3.

CO:
Reacciones no
dependientes de la luz
(CH:0)

Carbohidratos

2 H:0 2NADPH;
Reacciones

dependientes de la luz

02 ATP

Figura 2-3: Resumen esquematico de la fotosintesis. Adaptado de Masojidek et al. (2013)
[179].

La fotosintesis requiere dos etapas: reacciones dependientes de la luz en las que se
producen ademds del oxigeno, moléculas de alta energia de adenosin trifosfato (ATP) y
dinucledtido fosfato de nicotinamida adenina reducido (NADPH). Estas son
posteriormente utilizadas en el ciclo de Calvin-Benson en el cual se fija el carbono; a
estas reacciones posteriores también se les llama reacciones no dependientes de la luz
[179].
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En un proceso complementario, durante las horas de oscuridad, ocurre el proceso
contrario a la fotosintesis en el cual se consume oxigeno para realizar la catalisis de los
carbohidratos. Este proceso es llamado respiracion, por lo tanto la fotosintesis se
considera como la suma de la fotosintesis neta (produccion de O) y la respiracion
(consumo de O) [179]. Sin embargo, es de especial atencion la cantidad de radiaciéon
luminica que puedan llegar a recibir los organismos fotoautotréficos, pues intensidades
muy altas de luz pueden causar destruccién de clorofilas y la fotoinhibicién Esto trae
como consecuencia gque la mayoria de la luz solar es desperdiciada como calor y solo
una pequefia parte de ella es aprovechada y convertida por la fotosintesis [180]. Esta
radiacion también es llamada radiacion fotosintéticamente Util (en inglés: PAR) y

corresponde aproximadamente al 45-50% del total de la radiacion recibida [181].

= Reacciones dependientes de laluz

Para dar inicio a la fotosintesis se requiere que las particulas que los fotones, sean
atrapados por la clorofila presente en los cloroplastos. La Figura 2-4 describe la
estructura caracteristica de estos organelos en el filo Chlorophyta. Dentro de los
cloroplastos, la estructura basica del aparato fotosintético consta de una serie de
vesiculas membranosas aplanadas llamadas tilacoides o discos, y una matriz o estroma
circundante.

Egtfoma Tilacoide

Ribosomas

Almidon

Envoltura del
cloroplasto

e
fotie e ) PRPTEAR LTS
RO RN

A

Grana

Figura 2-4: Esquema de la estructura del cloroplasto en Chlorophyta. Tomado de Lee
(2008) [115].
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El cloroplasto se caracteriza por poseer doble membrana y en su interior los tilacoides se
agrupan de dos a seis por banda, en una agrupacion llamada grana. La fotosintesis
ocurre en la membrana tilacoidal, que contiene las moléculas de clorofila y la fijacion de
diéxido de carbono ocurre en el estroma [115]. En la membrana tilacoidal se encuentran
los siguientes complejos: i) complejos captadores de luz, que captan los fotones y se
encargan de transferirlos al centro de reaccion, ii) fotosistemas | y Il (el fotosistema |
absorbe luz de longitudes de onda largas-infrarrojo- y el fotosistema Il absorbe luz de
longitudes de onda mas cortas-rojo-[182]) iii) citocromo b6 y iv) ATP sintasa [115], [179],
[183] en la Figura 2-5 se ilustra la membrana tilacoidal y la transferencia de electrones
dentro de ella.

Citoplasma Doble membrana

del cloroplasto

AD
. _ATP N
, NADP* + H* NADPH A H*

h

.......

Membrana
tilacoidal

Figura 2-5: Esquema del arreglo de los fotosistemas | y Il, complejo citocromo b6 y ATP
sintasa dentro de la membrana del tilacoide. hv: energia de la luz, PS I: fotosistema |, PS
II: fotosistema I, PQ: plastoquinona, PQH2: plastoquinona reducida, Cyt bf: Complejo

citocromo b6/f, PC: plastocianina, FNR: ferredoxina, ADP: adenosin difosfato [179].

El sistema de la Figura 2-5 actia como una cadena transportadora de electrones y su
objetivo es transferir electrones desde compuestos que tienen alta tendencia a ganarlos
hasta compuestos que tienen alta tendencia a cederlos. Dado que los electrones
necesarios para iniciar el proceso deben ser extraidos de la molécula de agua y ésta a su

vez es una molécula con un potencial de reduccion (Eo) bastante bajo, (i.e. baja
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tendencia a transferir electrones), se requiere de la energia de la luz (hv) para realizar la
fotolisis y romper la molécula de H>O. De alli se liberan electrones que son atrapados en
el fotosistema Il (PSIl) y luego son transferidos a través de la membrana tilacoidal por
una serie de transportadores que incluye plastoquinonas, citocromo b6/f, plastocianina y
finalmente al fotosistema | (PSI). En la membrana tilacoidal se inician los pasos que
llevan a la reduccion de NADP* a NADPH que actlia como el transportador de electrones
desde la fotosintesis al ciclo de Calvin-Benson donde seran requeridos mas adelante.
Durante el paso de los electrones a través de esta cadena también se liberan protones
(H"), que generan una fuerza protdn motriz que inicia la produccién de ATP catalizado

por la enzima ATP sintasa que también sera requerida en el ciclo de Calvin [182].

= Reacciones no dependientes de la luz

El ATP y NADPH producidos en la fotosintesis ahora deberan ser utilizados en el
siguiente proceso que consiste en el anabolismo de carbohidratos a partir del dioxido de
carbono atmosférico. La enzima clave del proceso es la ribulosa bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO). La enzima RuBisCO recibe su nombre debido a que
presenta actividad carboxilasa y oxigenasa que son competitivas entre si y dependen de
la concentracién de CO u O; cerca del sitio activo de la enzima. Cuando existe exceso
de O en el medio, éste puede ser captado por RuBisCO y conducido por una ruta
metabdlica diferente llamada fotorrespiracion [184]. Mientras la fotorrespiracion tenga
lugar, la célula no puede llevar a cabo reacciones fotosintéticas, consumiendo ATP y
NADPH obtenidos de la fotosintesis (Ver Figura 2-6a). Por otro lado, una alta
concentracion de CO; en el medio conducira a la biosintesis de macromoléculas, proceso
llamado también como el ciclo de Calvin-Benson el cual tiene lugar en el estroma de los
cloroplastos (Figura 2-4) y se lleva a cabo en cuatro fases consecutivas, la Figura 2-6(b)

ilustra los pasos que se explican a continuacion

i) Fase de carboxilacién: esta primera fase consiste en adicionar una molécula

de CO; a la ribulosa bifosfato, la reaccién es catalizada por la enzima
RuBisCO. De esta reaccion se generan dos moléculas de 3-fosfoglicerato
[179].
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i) Fase de reduccién: el 3-fosfoglicerato es fosforilado con una molécula de

ATP para producir 1,3-bifosfoglicerato, después una molécula de NADPH
generada desde la fotosintesis transfiere un electron a la molécula, lo cual
produce que la molécula sea reducida a gliceraldehido-3-fosfato. esta
molécula es clave porque es intermediaria en la glucdlisis [179], [182].

iii) Fase de sintesis: los carbohidratos son sintetizados a partir de

gliceraldehido-3-fosfato, pero también a partir de esta molécula se generan
acidos grasos, aminoacidos y acidos organicos [179].
iv) Fase de regeneracion: la ribulosa bifosfato es regenerada para volver a

comenzar el ciclo [179].

PG +PGA
ATP / TP/ NADPH
NADPH
») Azlcares para
co, biosintesis

Fotorrespiracion  RuBisCo Ciclo de Calvin

PGA
a  ATP
IR /ATP
RUBP RuBP
2

1 carboxilacién

6 RUBP | (s50) @0) | 123PGA

4 Regeneracion

b. \J (3(:) 12 G3P )

10 G3p |(BQ) 12 ATP
12 NADPH

Ciclode Calvin 2 Reduccién

Azut;ares para‘ — 3 Formacion de
biosintesis (6C) carbohidratos

Figura 2-6: Fotorrespiracion y Ciclo de Calvin. a. Comparacion entre las actividades

oxigenasa y carboxilasa de RuBisCO. b. Esquema del ciclo de Calvin [179], [182],[184].
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Durante la fotorrespiracion el oxigeno es acoplado al azucar ribulosa 1,5-bifosfato (RuBP)
por la enzima RuBisCO de este proceso se obtiene como producto CO,, ademas de
serina y amonio. Ambos procesos consumen ATP y NADPH con la diferencia que en la
fotorrespiracion esta energia es consumida sin que se dé la biosintesis de carbohidratos
lo cual representa una ineficiencia potencialmente significante en términos energéticos.
En el Ciclo de Calvin el diéxido de carbono (CO;) es adicionado a una molécula de 1,5
ribulosa bifosfato (RuBP) catalizado por la enzima RuBisCO y tiene como finalidad la

asimilacién de carbono inorganico para su transformacién en materia organica.

El gliceraldehido 3-fosfato obtenido en el ciclo de Calvin es transportado fuera del
cloroplasto hacia el citosol de la célula y en este punto puede ser desviado hacia dos
rutas metabolicas diferentes segin las necesidades de la célula: la sintesis de
carbohidratos (gluconeogénesis) o la ruta oxidativa a través de la glicélisis para obtener

piruvato.

2.3.2 Rutas metabdlicas

El gliceraldehido 3-fosfato que proviene del ciclo de Calvin es el precursor clave de varios

procesos biosintéticos relacionados a continuacion:

» Ruta Embden-Meyerhof-Parnas
Esta ruta llamada asi en honor a sus descubridores implica la oxidacion de glucosa hasta
piruvato, proceso conocido también como glucdlisis y su proceso reverso que implica la
sintesis de glucosa (gluconeogénesis) desde algun intermediario del proceso. La mayoria
de sus reacciones son reversibles excepto algunas que son altamente reguladas (son
favorecidas energéticamente en la direccién de sintesis de glucosa) y requieren enzimas

diferentes en cada direccion (Figura 2-7).

El gliceraldehido-3-fosfato, producto del ciclo de Calvin, ingresa en la ruta de Embden-
Meyerhof-Parnas (EMP) y funciona como un intermediario clave en la sintesis de

biomoléculas, este proceso ocurre en el citosol.
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» Gluconeogeénesis:
Cuando las microalgas son cultivadas en condiciones autotréficas se requiere sintetizar
glucosa a partir del gliceraldehido-3-fosfato proveniente del ciclo de Calvin. El
gliceraldehido-3-fosfato es convertido a fructosa-6-fosfato y posteriormente a glucosa-6-
fosfato que seguira la ruta de las pentosas (Figura 2-7) [182], [185]. Este ciclo es clave
para obtener glucosa, que es precursora de polisacaridos (principalmente almidon) y de

pentosas que formaran mas adelante los &cidos nucleicos.

»  Glucdlisis:
En organismos heterotréficos, la glucosa es transportada al interior de la célula y
mediante este proceso es oxidada a piruvato (Figura 2-7) [186]. Este proceso es
importante porque de él se obtiene energia y especies reductoras que corresponden a
dos moléculas de ATP y NADH por cada molécula de glucosa que son necesarios en
otros procesos celulares [182]. La glucdlisis ademas convierte los carbohidratos en

compuestos que sufren oxidacién terminal (acetil-CoA) o que se usan para la biosintesis.

* Ruta de las pentosas:
Una vez que la glucosa es obtenida por la célula, sea a través de gluconeogénesis o
mediante transporte activo desde el exterior, puede seguir esta ruta alterna. El principal
objetivo de la ruta de las pentosas es utilizar la glucosa para generar NADPH, pentosas
(ribosa y desoxirribosa) y treosas que se usan en reacciones biosintéticas de nucleotidos

y amino&cidos (Figura 2-7) [182].

En esta ruta, por cada tres moléculas de glucosa-6-fosfato se generan tres moléculas de
CO. y tres azucares de cinco carbonos. La ribulosa-5-fosfato entra a una serie de
reacciones en las cuales los azucares de entre tres y siete carbonos son interconvertidas
a glucosa-6-fosfato. Este puede ingresar nuevamente en la ruta y ser oxidado, lo que la
convierte en alternativa de la glucdlisis. La mayoria de enzimas encontradas en esta ruta
participan también en el ciclo de Calvin, es decir, el metabolismo del carbono en el

citoplasma y el mecanismo fotosintético son regulados por controles celulares comunes.
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Figura 2-7: Esquema de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas y de la ruta de las pentosas.

» Sintesis de pigmentos

Gluconeogénesis ——»

La flecha roja indica la catélisis de glucosa hasta piruvato, este proceso es llamado
glucadlisis. Por otra parte, cuando la célula realiza fotosintesis, la célula sintetiza glucosa a
partir del gliceraldehido-3-fosfato (G3P) en el proceso indicado con la flecha color verde
el cual es llamado gluconeogénesis. Adaptado de Chen & Jiang (2017), Madigan et al. (
2015), Pérez-Garcia et al. (2000) y Chen et al. (2000) [182], [184], [187], [188].

La ruta EMP comparte muchos intermediarios con el ciclo de las pentosas fosfato y es

por eso que ambas pueden ser interactivas.

= Ciclo del acido citrico:
La Figura 2-8 describe el ciclo del acido citrico, ciclo de Krebs o ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Esta es la principal ruta de oxidacion de los carbohidratos y &cidos grasos.

Es importante porque la suma de la glucdlisis y el ciclo del &cido citrico producen en total
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38 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa y algunos de sus intermediarios

como 4cido glutarico y el oxaloacetato son precursores de varios aminoacidos.

El ciclo inicia cuando el piruvato (una molécula de tres carbonos) obtenido en la glicdlisis,

es transportado hasta las mitocondrias y es oxidado a acetil (molécula de dos carbonos),

el carbono restante es liberado como CO.. El acetil se une a una molécula de coenzima

A'y forman el acetil coenzima A (Acetil-CoA), el cual se condensa con oxaloacetato para

generar citrato. El ciclo resulta en la oxidacién del piruvato a 3 moléculas CO., y en la

obtencion de intermediarios como el &cido glutarico que es enviado a la ruta de

biosintesis de aminoacidos y de malato que es clave para la sintesis de acidos grasos

[182]. Ademas se obtienen NADH y FADH, que son moléculas de alta energia capaces

de donar electrones [182]. El oxaloacetato regenerado puede ir también en una reaccion

reversible para convertirse en piruvato y retornar a la gluconeogénesis [189].
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Figura 2-8: Ciclo de Krebs o ciclo de acidos tricarboxilicos. Tiene lugar en la mitocondria.
[187], [190]

= Biosintesis de polisacéridos:
Los polisacaridos son sintetizados adicionando una forma de glucosa activada a un
polimero preexistente. En microalgas, el principal polimero de reserva es el almidén y se
sintetiza en el cloroplasto, en el cual cada una de las unidades de glucosa esta unida por
enlaces 1-4 a-glucosidicos formando una cadena llamada glucosan o glucano. El ciclo
comienza en el proceso de gluconeogénesis cuando la fructosa-6-fosfato se convierte a
glucosa-6-fosfato, mas adelante a glucosa-1-fosfato y finalmente a ADP-glucosa. El
almidon consta de dos fracciones, la amilosa que no es soluble en agua fria y la
amilopectina que si lo es. La amilosa comprende casi 20% en masa del almidén y
consiste de varios cientos de moléculas de glucosa unidas entre si por enlaces 1-2>4-a-
glucosidicos. La amilopectina comprende 80% restante del almidon y es mas compleja
en estructura que la Amilosa puesto que contiene ramificaciones 1->6-a-glucosidicas,

aproximadamente cada 25 unidades de glucosa [189], [191] (Figura 2-9).

= Biosintesis de lipidos:

Los lipidos son un grupo heterogéneo de componentes que incluyen grasas, aceites,
esteroides y ceras que se relacionan mas por sus propiedades fisicas que quimicas, son
relativamente insolubles en agua y solubles en solventes no polares. Los lipidos mas
simples son ésteres de acidos grasos (largas cadenas carbonadas) con alcohol. Los
acidos grasos pueden ser saturados (solo presentan enlaces sencillos en la porcién larga
hidréfoba de la molécula) o instaurados (presentan uno mas enlaces dobles en su
cadena), también pueden ser ramificados o tener un ndmero impar de atomos de
carbono. El nimero y la posicion de estos dobles enlaces a menudo es especifico de la
especie o del grupo, y los dobles enlaces generalmente se forman por de-saturacion de
un acido graso saturado. Los &cidos grasos son de alta importancia fisiol6gica puesto
que son los principales componentes de las membranas(glicoglicerolipidos vy
fosfoglicerolipidos) y porque son reservas de energia de la célula (triacilglicerol) [192],
[193].
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Su biosintesis requiere carbono en forma de acetil-CoA, ATP, NADPH y un conjunto de
proteinas codificadas en el nucleo celular y se lleva a cabo en los cloroplastos. Se cree
gue la molécula de acetil-CoA es demasiado grande como para ingresar al cloroplasto
debido a su limitada permeabilidad y la falta de transportadores. Por esto cominmente,
se acepta que el acetil-CoA se produce en cada compartimento celular que lo requiere
como un iniciador importante en diversas reacciones bioquimicas [194].Existen varias
rutas bioquimicas que suceden dentro del cloroplasto que podrian conducir a la
produccion de acetil-CoA, pero la que se considera la mayor fuente, es la mediada por la
enzima piruvato deshidrogenasa. El fosfoenolpiruvato proveniente de la glucélisis (Figura
2-7) ingresa al cloroplasto y alli su grupo fosfato es removido gracias a la accion de la
enzima piruvato quinasa plastidica obteniendo piruvato. Luego la piruvato
deshidrogenasa actla sobre el piruvato retirando un grupo carboxilo para obtener el
radical acetil. El proceso requiere coenzima A (CoA), NAD* como receptor de electrones
y acido lipéico como cofactor, y es regulada por luz, Mg*, y se inhibe por la
retroalimentacion de acetil-CoA y NADH [193].

Posteriormente, al acetil-CoA es agregado un CO2 para obtener malonil Co-A por la
enzima acetil-CoA carboxilasa. Posteriormente el grupo malonil es transferido a una
proteina transportadora de grupo acilo (ACP por sus siglas en inglés) y de esta manera
se obtiene malonil-ACP [193].

Los acidos grasos son sintetizados por la condensacion de acetil-CoA y malonil-ACP,
este proceso involucra la adicién de dos carbonos cada vez a la proteina ACP. Esa
proteina retiene el acido graso en crecimiento a medida que se construye y lo libera una
vez que ha alcanzado su longitud final. Cada alargamiento de dos carbonos implica
cuatro pasos enziméticos: condensacion, reduccion, deshidratacion y una segunda
reducciéon que consume dos moléculas de NADPH vy libera una molécula de CO:2 del
malonil-ACP [182], [193].

La sintesis de &cidos grasos termina por la accion de las tioesterasas acil-ACP que
generan ACP y cadenas de &cidos grasos libres de los complejos acil-ACP. Estos

corresponden a: 16:0-ACP (16 carbonos, sin insaturaciones unidos a la proteina ACP),
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18:0-ACP (18 carbonos, sin insaturaciones unidos a la proteina ACP, 18: 1A9-ACP (18
carbonos, 1 insaturacion en el carbono 9 de la cadena unidos a la proteina ACP) y a
veces 14 0-ACP ACP (14 carbonos, sin insaturaciones unidos a la proteina ACP). Los
acido grasos acil-ACP tioesterasas son las responsables de remover la proteina ACP

para que pueda volver a ser usada como acetil-CoA [193].
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Las cadenas de acidos grasos son llevadas al reticulo endoplasmatico donde seran
transformados en triglicéridos mediante la llamada ruta Kennedy. En esta ruta los 4cidos
grasos sufren una transesterificacion de la siguiente manera: el gliceraldehido-3-fosfato
proveniente del ciclo de Calvin es reducido a glicerol-3-fosfato. Esta es una molécula de 3
carbonos, suceden dos transferencias de acilo consecutivas desde acil-CoA a las posiciones
1y 2 del glicerol-3-fosfato para generar acido lisofosfatidico y acido fosfatidico (PA) es decir,
un difosfoglicérido. Finalmente la enzima 1,2-diacilglicerol aciltransferasa cataliza el dltimo
paso que es la transesterificacion terminal por un acil-CoA de la posicion 3 del
difosfoglicérido [188].

La acumulacion de lipidos depende de las condiciones ambientales en las cuales se
encuentre la microalga, por ejemplo, la deplecion de algun nutriente conlleva a la produccion
de altas cantidades de lipidos. La composicion de acidos grasos de las células varia de una
especie a otra y varia también de acuerdo a las condiciones de crecimiento [193]. El hecho
de que algunas microalgas sean mayores productoras de lipidos parece estar relacionado
con el numero de genes que codifican enzimas relacionadas con la sintesis de lipidos tal es

el caso de C. reinhardtii, P. tricornutum y Ectocarpus siliculosus.

» Biosintesis de proteinas:

Esta tiene lugar en los ribosomas, donde la secuencia de nucleétidos del &cido
ribonucleico mensajero (ARNmM) es traducida a la secuencia de aminoacidos de una
proteina, por lo cual el ARNm se acopla al ribosoma. En el primer paso, el ARN de
transferencia (ARNt) identifica la secuencia iniciadora de la traduccion en el ARNm que
es una secuencia especifica de nucleétidos que marcan siempre la iniciacion de la
sintesis de una proteina. El segundo paso es la elongacion donde sucesivos ARNt se
acoplan a la cadena de ARNm, el ARNt trae consigo aminoacidos que van siendo unidos
entre ellos por enlaces peptidicos. La traduccion termina cuando es leida una secuencia

de terminacion en el ARNm.
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2.3.3 Asimilacion del carbono organico durante el

metabolismo mixotréfico y heterotrofico

Como se explicé en el apartado 2.2, una de las formas de alcanzar mejores rendimientos en
los cultivos manteniendo una adecuada relacidon costo-beneficio es mediante la adicion de

fuentes de carbono organicas.

Los andlisis econdmicos muestran que en general, del total de costos de produccién, la
fuente de carbono orgénica representa un 45,4%, los micronutrientes el 3,3%, la electricidad
30,6%, la esterilizacién por vapor el 14,2% y la aplicacion de aire estéril el 6,6% [61], [173],
[195].

Para tener certeza sobre cuales son las fuentes de carbono que la microalga puede asimilar
es importante desarrollar pruebas a nivel laboratorio antes de iniciar un proceso a gran
escala. En la biomasa microalgal, el carbono representa casi el 50% del peso seco y por lo
tanto uno de los mayores costos de inversion en los sistemas de produccién. Esto crea la
necesidad de encontrar sustratos cada vez mas econdmicos y asequibles. Entre los
sustratos que estan siendo explorados han tomado fuerza aquellos que se generan como
subproducto de otros procesos de transformacion. Este es el caso de la glicerina
proveniente del proceso de elaboracion de biodiesel o el uso de aguas residuales
domeésticas y/o de procesos agroidustriales [15], [51], [101], [196]—{200].

A nivel metabdlico, la asimilacion de las fuentes de carbono orgéanicas tiene como finalidad
la obtencién de energia en forma de ATP. Esto permite el mantenimiento celular, biosintesis
y la obtencién de esqueletos de carbono para la formacién de biomoléculas, implicando que
se transfieran electrones desde estas moléculas hasta un aceptor final: el oxigeno. Tales
fuentes de carbono organicas pueden ser metabolizadas bajo heterotrofia, mixotrofia,

fotoheterotrofia para producir biomasa o metabolitos de alto valor [170].

Bajo heterotrofia, el carbono tomado por la célula debe ser transformado en intermediarios
de las principales vias metabdlicas, reemplazando las moléculas producidas

fotosintéticamente, las células deben tener la facultad para dividirse y activar los metabolitos
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en ausencia de luz. Bajo este proceso la energia se genera a través de la fosforilacion

oxidativa acompafiada por consumo de O, como aceptor final de electrones.

En mixotrofia la fijacién del carbono inorganico se hace mediante la fotosintesis y el carbono
organico es asimilado a través de la respiracion aerobia, influida por la disponibilidad de O-.
Se ha observado que cuando se presenta esta modalidad de crecimiento, la célula de cierta
manera se “acostumbra” a utilizar el carbono organico y disminuye su afinidad por el COx,
pero el poco CO, que logra asimilar es procesado hasta siete veces mas eficientemente
comparado con regimenes autotroficos [201]. La fuente de carbono organica mejora la
respiracion en luz y en oscuridad y aunque se esperaria que como producto de esta
respiracion exista una cantidad de CO; considerable en el medio, de hecho es todo lo
contrario. En este caso se encuentra en bajas concentraciones, probablemente debido a la
asimilacion més eficiente del mismo y a que pueda estar siendo reciclado por la parte
fotosintética de la modalidad mixotroéfica.

» Glucosa
La glucosa es la fuente de carbono mas comunmente utilizada porque se alcanzan mejores
rendimientos celulares comparados con otras fuentes de carbono (azlcares, alcoholes o
acidos organicos) y esto se explica en el hecho que la molécula de glucosa libera mas
energia (i.e. 2872 kJ-mol™)durante su catalisis en comparacién con otros sustratos (glicerol
1643 kJ-mol™, &cido acético 894 kJ-mol™?, etanol 1319 kJ-mol™?) [187].

Cuando la glucosa esta presente en el medio, la glucosa ingresa al citoplasma de las
microalgas por medio de un transporte activo de hexosas ligado a simporte de protones,
este mecanismo transporta azlcares y protones con una estequiometria de 1:1 [202] y la
célula debe invertir una molécula de ATP por cada molécula de glucosa transportada. Este
sistema transportador es codificado por el gen hupl, la sintesis del transportador inicia
aproximadamente a los 15-18 minutos después de agregar el azucar al medio [188]. La
expresion de este gen en Chlorella es inducido solamente por la presencia de D-glucosa, D-
fructosa, y D-galactosa pero no por pentosas, sacarosa, D-manosa o disacaridos [187]. Esta
es la razén por la que Shihira & Krauss [68] encontraron diversidad en la respuesta de

crecimiento cuando evaluaron el crecimiento de los aislados de Chlorella en medios
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suplementados con diferentes tipos de azlcares. Chlorella ademas posee dos genes mas
relacionados con el transporte de hexosas: hup2 y hup3 conducidos también por la
presencia de glucosa. En P. kessleri se activaron los genes hupl, aat (translocador de
nucleétidos de adenina que intercambia ATP mitocondrial por ADP citosélico) [203] y gapl
que cataliza la transformacién de gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-bifosfoglicerato cuando la
microalga se transfirid6 a un medio con glucosa y se sometié a un crecimiento heterotrofico
[187].

El factor presencia o ausencia de luz interactia también con la glucosa en el medio,
afectando varias de las rutas metabdlicas de las microalgas: cuando se tienen en un
régimen de crecimiento mixotréfico, la luz “regula a la baja” la expresion del gen hupl y por
lo tanto la eficacia de la toma de glucosa. La glucosa que logra ser ingresada al interior de la
célula es metabolizada principalmente por la ruta glucolitica. Por el contrario, bajo
condiciones de heterotrofia la glucosa es metabolizada principalmente por la ruta de las
pentosas (Figura 2-7) [73], [170], [184], esto significa que para obtener el gliceraldehido-3-
fosfato la célula recurre a la transformacion de la glucosa a sedoheptulosa-7-fosfato, como
se ilustra en el recuadro de la Figura 2-7. Por ejemplo Boyle& Morgan (2009) [182] y Chen
Yang et al. (2000) [202], reportan que en Chlorella sorokiniana, bajo crecimiento
heterotrdéfico la glucosa es metabolizada en un 90% mediante la ruta de las pentosas. En
este caso, a pesar de presentar una concentracién similar a la presentada bajo el
crecimiento autotréfico, la concentracion de enzima necesaria para transformar glucosa-6-
fosfato a fructosa-6-fosfato disminuye en su actividad. Las demas enzimas necesarias para
transformar el gliceraldehido-3-fosfato aguas abajo del proceso glicolitico no se ven
afectadas ni en concentracion ni en actividad. En el metabolismo heterotréfico también es
obvia una esperada reduccién en la concentracion de las enzimas del ciclo de Calvin
encargadas de la fijacién de carbono inorganico [170]. En cuanto al ciclo de Krebs, éste
parece no estar influido por el efecto de la luz tal como reportan los estudios de Hong & Lee
(2007) [182], Yang et al. (2002) [203], Chen et al., (2000) [204]. En este caso pues las
concentraciones y actividades de las enzimas no presentan variacion en el crecimiento auto,
hetero o mixotréfico [170]. Otro efecto de la iluminacion reportado en la literatura fue el
reportado por Cho et al. (1981) [207], en el que describe que en ausencia de luz, la glucosa

presente en el medio induce la expresion de dos genes transportadores de aminoacidos a
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través de la membrana celular. La glucosa no inhibe la ruta EMP, el ciclo de las pentosas ni
el ciclo de Krebs, por lo cual se reportan tasas de crecimiento en cualquiera de las

modalidades de cultivo superiores a las autotréficas [170].

La presencia de glucosa también tiene un efecto sobre el pH del medio. Al inicio del cultivo
el medio se torna acido debido a los productos &cidos de su metabolizacién excretados por
la microalga (acido férmico y acético). Aproximadamente, al segundo dia del cultivo, se
contrarresta acidez porque cuando se toma la glucosa los protones también son
transportados al interior de la célula. Esto provoca una alcalinizacion del medio por aumento

en la concentracion en iones OH-.

En cuanto a las tasas de crecimiento, la mayoria de estudios reportan mejores resultados
para cultivos heterotréficos alimentados con glucosa. Sin embargo, en otras investigaciones
[208] se reportan mejores resultados bajo el crecimiento fotoautotréfico. Es importante
aclarar que los efectos de la glucosa sobre el metabolismo de las microalgas pueden variar
de una especie de microalga a otra y si la iluminacién es o no suministrada. En cultivos
mixotréficos, Martinez & Orus (1991) y Valiente et al. (1992) [209], [210], reportaron que la
célula disminuia su afinidad por la toma de CO; en cultivos de Chlorella, pero a pesar de
este hecho, la fotosintesis se realiza de manera mas eficiente, y el CO, producido de la
respiracion de la glucosa es reutilizado para el proceso fotosintético. Esto explicaria que la
mayoria de estudios obtienen tasa de crecimiento mas altas comparadas con otras

modalidades de cultivo.

= Glicerol
El uso del glicerol como fuente de carbono para el cultivo de microalgas tiene como ventaja
principal su bajo costo puesto que es obtenido como subproducto de la produccién de
biodiesel. Es un sustrato compatible con las enzimas y membranas celulares sin efectos
toxicos, y es metabolizado facilmente por muchas microalgas cuando es suministrado en
bajas concentraciones. En este caso se reportan rendimientos de biomasa comparables con

los obtenidos de cultivos suplementados con glucosa [170], [211], [212].
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La molécula de glicerol ingresa a la célula mediante difusion simple y es fosforilado en el
citoplasma usando ATP. Luego mediante reacciones sucesivas es transformada a glicerato
y gliceraldehido-3-fosfato.

Durante este proceso, en algin punto se forma sn-glicerol-3-fosfato; se cree que este
intermediario inhibe la glucdlisis, y favorece la gluconeogénesis. Sin embargo, se inhibe la
ruta de las pentosas por lo cual la mayoria de sustrato termina siendo desviado hacia la
sintesis de carbohidratos [170]. También se infiere que cuando se suministra como Unica
fuente de carbono se reduce el flujo enzimatico del ciclo de Calvin, lo cual implicaria que no
pueda ser aprovechado de manera eficiente fotoheterotréfica o mixotroficamente [14]. Sin
embargo, el factor genético de la microalga juega un papel importante. Algunas especies
como Agmenellum quadruplicatum, Goniotrichium elegans, Navicula pelliculosa, Nostoc sp.
y otras como Chlorella vulgaris, Nannochloropsis spp. y Schizochytrium limacinum han
demostrado su utilizacibn de forma heterotréfica [9], [66].También, la composicién
bioguimica de las microalgas cultivadas depende de la concentracién de glicerol en el medio
[170]. El glicerol induce una serie de cambios estructurales y bioquimicos en la célula como
la acumulacién de pigmentos, la reduccion el nimero de tilacoides por célula y el tamafio de

las particulas del fotosistema Il [213].

2.3.4 Composicién bioquimica de las microalgas

La composicion de la biomasa se ve afectada por varios factores: i) régimen de crecimiento
(autotréfico, mixotréfico, heterotréfico o fotoheterotréfico), ii) la genética de la cepa v iii) la
fuente de carbono suministrada. Se reporta usualmente como porcentaje de biomasa por

peso seco de proteinas, lipidos, carbohidratos o cualquier otra molécula especifica.

La mayoria de estudios en los dltimos afios han estado enfocados a promover en las
microalgas una sobreproduccion de lipidos, que puedan ser luego extraidos y transformados
en biodiesel. Las principales estrategias para lograrlo son la deplecién de algun nutriente en
el medio, generalmente nitrégeno. Sin embargo, en microalgas como Cryptheconidium
conhii y C. sorokiniana se observé que dicha acumulacién fue promovida no tanto por

agotamiento de nitroégeno sino por exceso de carbono en el medio de cultivo [214]-[216].
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De manera general se reporta que los lipidos y carbohidratos tienden a ser acumulados por
las microalgas en una mayor cantidad cuando crecen bajo condiciones mixo o heterotréficas
comparados con las condiciones autotroficas. Esto sucede porque las células consumen la
fuente de carbono a una velocidad mas alta que la de reproduccién celular, promoviendo la

conversion del exceso de azucar en lipidos [170].

Sin embargo, esta afirmacion no puede ser generalizada, sino que se debe tener en cuenta
una vez mas la genética de la cepa. Esto, puesto que existen algunas especies
genéticamente mas predispuestas a acumular carbohidratos en situaciones de estrés y es
asi como soportan la sintesis de proteinas [214], [215], [217], [218]. Esta probablemente es
una de las razones por las que Xiuling Li et al.(2013) [142] incluso afirma que las cepas
apropiadas para sobreproduccion de lipidos no son apropiadas para la produccion de

almidon y viceversa.

La microalga utilizada en este estudio, P. kessleri, se caracteriza por el almacenamiento
preferente de energia en forma de almidén en lugar de lipidos cuando crece en condiciones
de abundancia de nutrientes. Sin embargo, cuando es sometida a deplecién de nutrientes, el
contenido de almidén decrece y el de lipidos tiene a incrementar [146]. El estudio de Kong et
al. (2013) [100] obtuvo un incremento de lipidos con el aumento en la concentracién de
glicerol obteniendo 7,48% para el modo autotréfico y 10,64% para el modo mixotréfico
suplementado con 10 g-L* de glicerol. En este mismo estudio, el contenido de carbohidratos
se mantuvo casi invariable respecto al control (alrededor del 6%) y el contenido de proteinas
disminuyé sustancialmente presentando valores de 18,13%, 8%, 3% y 2,5%
respectivamente en medios con concentraciones de 0, 1, 5y 10 g-L* de glicerol. Este autor
concuerda con Orus et al. (1991) [219] afirmando que la disminucién de proteinas va
acompafada por el incremento de lipidos y carbohidratos. De esto se concluye que las
condiciones mixotroficas y la suplementacion de fuentes de carbono organico promovieron
la produccién de biomasa, lipidos y carbohidratos, al tiempo que redujeron la biosintesis de
pigmentos y proteinas. Esto indica que las condiciones mixotroficas cambiaron las vias
metabdlicas del nitrdgeno y el carbono. En el estudio de Deng et al. (2019) [164], el

contenido de proteinas en un cultivo heterotréfico de P. kessleri suplementado con 2 g-L de
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glucosa no fue muy diferente del control autotréfico (51.6 y 51.9 % respectivamente). La
principal diferencia entre las dos modalidades es quiza el contenido de carbohidratos y
lipidos, puesto que el contenido de carbohidratos aument6 6% y el de lipidos se redujo un
5% respecto al control.

El contenido de pigmentos también se ve afectado por el modo de cultivo, Kong et al. (2013)
[100] suplementaron C. vulgaris con glicerol en concentraciones de 0, 1, 5y 10 g-L%,
encontrando una disminucion en el contenido de clorofila los cuales fueron 36,00; 25,05;
8,00 y 7,55 mg-g?, respectivamente. Esto apoya los resultados obtenidos por Lewitus et al.
(1991) [213] quienes describen que la presencia de glicerol afecta negativamente la
acumulacién de pigmentos y las estructuras plastidicas. En este trabajo se encontré también
un incremento en la concentracion de almidén con la adicién de glicerol al medio. En cultivos
mixotréficos con glucosa, el contenido de proteinas también disminuye, pero el contenido de

carbohidratos y lipidos aumenta mientras mas glucosa es agregada al medio.

Se sugiere que el almacenamiento de carbohidratos es la forma mas eficiente de
acumulacién de energia porque se requiere menos ATP y NADPH para la sintesis de
carbohidratos comparado con el requerimiento de la sintesis de lipidos. Aunque estos
ultimos tienen una mayor densidad de energia que los carbohidratos de almacenamiento, no
es suficiente para compensar la energia invertida en su sintesis. Yang et al. (2002)
compararon los niveles de ARNm durante mixotrofia (suplementada con glucosa) y
autotrofia, encontrando un nivel similar de expresion de proteinas bajo ambas condiciones,
lo cual significa que la presencia de glucosa y luz no altera los niveles de expresion de

proteinas.
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3. Materiales y métodos

3.1 Microorganismo y condiciones de mantenimiento

Para la realizacion de este trabajo se utilizé la microalga Parachlorella kessleri (LAUN 002)
cepa suministrada por el Laboratorio de Cultivo de Algas del Departamento de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia.

3.1.1 Aislamiento y mantenimiento de la cepa

En la Figura 3-1 se esquematiza el manejo de la cepa desde el momento de su recepcion,

hasta su aislamiento y a continuacion se da una explicacion del proceso.
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Figura 3-1: Aislamiento y mantenimiento de la cepa P. kessleri
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Con el fin de asegurar que durante todo el experimento se utilizara un ejemplar axénico, la
cepa suministrada se resembré varias veces por agotamiento en cajas de Petri. Esto se
realiz6 usando agar medio basal Bold (BBM) estéril preparado segun los reactivos y
cantidades presentados en el Anexo A y adicionando 1 g-L* de glucosa. En adelante, este
medio de cultivo sera designado como Glul. Las cajas fueron incubadas a una temperatura
de 25 + 2 °C y una irradiancia de 36 pmol-m2.s, fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad (12:12 L: O) hasta observar el crecimiento de colonias verdes caracteristicas
de P. kessleri (aproximadamente 7 dias). Esas condiciones de irradiancia, temperatura y

fotoperiodo se mantuvieron constantes durante todo el experimento.

i)Una vez se evidencio el crecimiento de P. kessleri, en condiciones estériles, se tomaron
colonias aisladas y se transfirieron a nuevas cajas con medio Glul. Este procedimiento fue
repetido cuantas veces fue necesario hasta que no se observé mas crecimiento fingico o

bacteriano ni mediante tincion de Gram ni mediante observacion a simple vista.

ii) A partir de estas cajas de Petri con cultivos axénicos, se inocularon 10 mL de medio BBM
liquido estéril en tubos con tapa rosca, en las condiciones de temperatura y fotoperiodo
descritas anteriormente. La agitacion a 100 rpm se realiz6 en una incubadora Heidolph
PROMAX 1020 a la cual se le adaptaron luces LED para suministrar las condiciones de
irradiancia antes descritas. Esto se evidencié hasta que se evidencié crecimiento
caracterizado por un tipico cambio de color del medio de incoloro a verde oscuro, y un

aumento en la turbidez del mismo.

3.2 Adaptacion dela cepa al cultivo con fuentes de

carbono organicas

3.2.1 Preparacion del preindculo

La Figura 3-2 ilustra el proceso de preparacion del preinéculo de los experimentos que se

hizo con el fin de adaptar la microalga al consumo de glucosa y glicerol.
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Siembra en
superficie sobre caja
de Petri

Someter a altas concentraciones de fuente de carbono y seleccionar las colonias resistentes y
establecer frascos de reserva

Figura 3-2: Preparacion del preinéculo.

La Figura 3-2 se explica de la siguiente manera:

i) A partir de los tubos obtenidos en la seccién 3.1.1 se inocularon por siembra superficial
cajas de Petri que contenian los siguientes medios de cultivo: agar BBM suplementado con
5 g-Ltde glucosa, agar BBM suplementado con 5 g-L* de glicerol (medios que en adelante
seran designados como Glu5 y Gly5 respectivamente) y agar BBM. Las cajas de Petri
fueron incubadas hasta evidenciar el crecimiento en su superficie caracterizado por la

formacion de colonias color verde (aproximadamente 15 dias).

Las colonias que crecieron en estas cajas fueron transferidas en su totalidad con asa
microbioldgica a botellas tipo SCHOTT de 250 mL que contenian 200 mL de medio liquido

Glu5, Gly5 o BBM segun el caso. Las botellas se mantuvieron cerradas en la incubadora
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con agitacion de 100 rpm, temperatura, irradiancia y fotoperiodo hasta evidenciar el
crecimiento del microorganismo. Este se caracteriza por el cambio de color del medio de
incoloro a verde oscuro y el incremento de la turbidez del mismo. Finalmente se

almacenaron a 4°C.

i) Estos frascos constituyeron la reserva del experimento y se mantuvieron a lo largo de
todo el proyecto, siendo renovados cada dos meses. Este proceso se realiz6 mediante la
adiciéon de medio fresco, y monitoreando al mismo tiempo la ausencia de microorganismos

contaminantes mediante siembra en superficie en cajas con agar Glul.

3.2.2 Escalado del preinéculo

El escalado del cultivo se hizo en varias etapas segun se observa en la Figura 3-3,
guardando una proporcién de 20% de inéculo y 80% de medio fresco estéril como se

describe a continuacion.

i) A partir de los frascos de reserva se transfirieron 50 mL del cultivo a botellas que
contenian 200 mL de medio BBM liquido, 200 mL de medio BBM liquido suplementado
con 1 g-L? de glucosa, y 200 mL de medio BBM liquido suplementado con 1 g-L! de
glicerol segun su procedencia (medios que en adelante seran designados como Glul y
Glyl respectivamente). A partir de este momento se diferenciaron los cultivos segin su

finalidad en el experimento asi como se esquematiza en la Figura 3-4:

a. Fotoheter6trofos; expuestos a irradiancia, fotoperiodo, fuente de carbono organica y
agitacion por aireacion con eliminacién del CO2 atmosférico.

b. Mixotréficos: expuestos a iluminacién, fotoperiodo, fuente de carbono organica y agitacion
por aireacion sin retiro del CO, atmosfeérico.

c. Hetero6trofos; en oscuridad, suplementados con fuente de carbono organica y agitacion
por aireacion con eliminacién del CO2 atmosférico.

d. Fotoautotrofos o autotrofos; expuestos a iluminacion, fotoperiodo y agitacion por aireacion

sin retiro del CO, atmosférico, sin ninguna adicion de fuente de carbono orgénica. Estos
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altimos constituian el control del experimento y de ellos se hicieron cuantas repeticiones

fueron necesarias.

20%
In6culo
+
80%
Medio Estéril
AUT
-
zom W
v
.
B
500 mL -
v
T
1000 mL .
Por triplicado
para Gluy Gly |

Aumentar el volumen de cultivo manteniendo el flujo de aireacién

Figura 3-3: Escalado.

Fotoheterotréfico Mixotrofico Heterotrofico Autotrofico

[ Glucosa + Oscuridad ] [

[ Glucosa + Luz I [ Glucosa+ CO,+ Luz]
CO, + Luz

[ Glicerol + CO, + Luz | [ Glicerol + Oscuridad I

[ Glicerol + Luz I

Figura 3-4: Esquema del experimento segun las fuentes de carbono y las condiciones de

cultivo.
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A todos los cultivos les fue suministrado aire atmosférico a un flujo aproximado de 0,7 vvm,
filtrado a través de filtros hidrofébicos con tamafio de poro de 0,22 um. Para los cultivos
autotréficos y mixotroéficos, la cantidad de CO:z atmosférico fue medida con un equipo
Sparlink PS 2110 - marca PASCO, encontrando que la concentracién promedio fue de 345
ppm. Para el caso de los cultivos fotoheterotroficos y heterotréficos el CO; del aire se
eliminé por burbujeo a través de una solucion 2 M de NaOH antes de ingresar al cultivo.
Igualmente se uso6 una trampa de agua para evitar que gotas de la solucién de NaOH fueran
arrastradas al cultivo. La solucion fue reemplazada cada semana para evitar la saturacion
con bicarbonato de sodio.

El crecimiento de los cultivos fue monitoreado cada 24 horas mediante la lectura de
absorbancia en un espectrofotébmetro Cytation 3 (BioTek®) a 680 nm hasta que alcanzaron
la fase estacionaria.

i) Cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, se transfirieron 100 mL a nuevas
botellas tipo SCHOTT que contenian 400 mL de medios frescos. Se mantuvieron los
criterios de aireacion y de condiciones de la Figura 3-4. Se evalu6 la absorbancia del
cultivo cada 24 horas y cuando alcanzaron la fase exponencial se procedié a inocular
botellas que de 1 L.

3.3 Establecimiento del experimento

A partir de las botellas de 500 mL de la seccion ii) del numeral 3.2.2 se inocularon botellas
tipo SCHOTT de capacidad 1 L, que contenian medios estériles BBM, Glul y Glyl de
manera que contuvieran una concentracion de células inicial de aproximadamente 1-10°
células-mL* (Figura 3-5).

Los cultivos fueron monitoreados hasta alcanzar la fase estacionaria tomando una alicuota

aproximada de 5 mL cada 24 horas gracias al dispositivo descrito en el numeral 3.3.1. A
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partir de esta alicuota se determind el nimero de células por mililitro de cultivo mediante
conteo directo, empleando una camara de Neubauer (Anexo B), un microscopio con camara
incorporada (OMAX A35140U), la metodologia estandarizada por el grupo de investigacion y
el software Image J. Se determiné también el pH usando un equipo HANNA HI2020-01 y el
consumo de la fuente de carbono de acuerdo a la metodologia descrita en numeral 3.3.4.
También fue monitoreado el peso seco al inicio y al final del experimento con el fin de

determinar los rendimientos del cultivo (humeral 3.3.3).

500 mL (Fig. 3-3)

AUT FT HT MX FT HT MX

s —

1x10¢° ) 1 ] , ] ] : -] _| " -l
ekt ontrol Slul FT - Glul HT  Glul MX Syl FT - GlylHT  Glyl MX
N 07 v v
1000 mL* Control Glu3 FT GIlu3 HT |  Glu3 MX Gly3 FT Gly3 HT Gly3 MX
¥ v 7 v
1000 mL* Control GluS FT | GIUS HT | | Glus MX Gly5 FT Gly5 HT Gly5 MX

* Por triplicado para Glu y Gly

Figura 3-5: Establecimiento del experimento.

Cuando la diferencia en la concentraciéon celular entre tres medidas consecutivas fue menor

gue 5% se define que el cultivo alcanza la fase estacionaria.

Cuando los tratamientos de 1 g-L* alcanzaban la fase estacionaria, a partir de cada botella
se inocularon otras botellas de manera pero en esta ocasion, se incremento la concentracion
de la fuente de carbono a 3 g-L?, como cultivos de control se inocularon con medio BBM

como se esquematiza en la Figura 3-5 guardando también que la concentracién inicial de
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células fuera 1-10° células-mL™?. Para estos tratamientos de 3 g-L, se monitorearon
también los pardmetros antes mencionados y al alcanzar la fase estacionaria se inocularon
a partir de ellos otras botellas con concentraciones de glucosa o glicerol de 5 g-L* y los

controles que fueron monitoreadas de igual manera.

Con el fin de hacer una facil identificacion de las unidades experimentales, en cuanto al tipo
de fuente de carbono, concentracion y modo de cultivo utilizado, la nomenclatura
establecida en la Tabla 3-1 se utilizard en adelante en el presente documento utilizando las
abreviaturas correspondientes. La Figura 3-4 y la Tabla 3-1 presentan el disefio
experimental realizado para evaluar el crecimiento y la composicién bioquimica como
respuesta al efecto de varios factores: cuatro tipos de régimen de crecimiento (fotohetero,
mixo, hetero y autotrofico) que debido a su naturaleza cualitativa se consideraron estos
como variables discretas y dos diferentes fuentes de carbono (glucosa/glicerol) a
concentraciones de 1, 3y 5 g-L. Cada una de las casillas de la Tabla 3-1 corresponde a un

tratamiento, cada uno de los cuales tenia tres réplicas.

gL FT HT MX g-L FT HT MX
g 1 |Glul FT| Glul HT |Glul MX g 1 |Glyl FT[Glyl HT|Glyl MX
5 3 |GIu3 FT| Glu3 HT | Glu3 MX % 3 |Gly3 FT|Gly3 HT|Gly3 MX
5 |GIu5 FT| Glu5 HT | Glu5 MX 5 |Gly5 FT|Gly5 HT|Gly5 MX
Control| O AUT Control| 0O AUT

Tabla 3-1: Planteamiento del disefio experimental. Las unidades experimentales
identificadas con Glu corresponden a medios de cultivo BBM suplementados con glucosa y
aquellos designados con Gly son suplementados con Glicerol. Los numeros 1, 3y 5 indican
la concentracién de la fuente de carbono en g-L*. FT: régimen fotoheterotréfico, HT:
régimen heterotréfico, MX: régimen mixotrofico. Las letras a: corresponden a cultivos
fotoheterotréficos; b: corresponde a cultivos heterotréficos y c¢: corresponde a cultivos
mixotréficos. Los cultivos correspondientes a la modalidad autotréfica en el esquema se
asocian como cultivos mixotréficos sin fuente de carbono orgénica. Los controles del

experimento correspondian a cultivos sin carbono organico (0 g-L™?).
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En resumen, cuando cada uno de los tratamientos alcanzaba la fase estacionaria, una parte
de la poblacién celular se utilizaba para inocular el tratamiento posterior con mayor
concentracion de carbono organico. El cultivo liquido sobrante de cada uno de los
tratamientos se recolect6é en tubos cénicos de 50 mL y se centrifugd usando una centrifuga
Rotofix 32 (Hettich) a 4000 rpm (2469xg) durante 10 minutos usando un rotor de 8 tubos tipo
Swing-out a 45° (Cat. No. 1617). El precipitado se lavd y se centrifugd nuevamente; el
sobrenadante fue descartado y el precipitado que contenia las células de microalgas se
colectd y se congel6 a -20 °C hasta su posterior proceso. Posteriormente se liofilizé la
biomasa usando un equipo Labconco FreeZone 4.5 operado a temperatura de -140 °C y
presion de 1,18 mBar durante 48 horas. La biomasa liofilizada sobrante se almacené a
temperatura ambiente hasta su procesamiento para determinacion de composicion

bioquimica.

3.3.1 Tomade muestras del cultivo

Para tomar muestras de los cultivos, cada botella SCHOTT cuenta con un sistema de
conexiones en la tapa para tomar muestras de forma estéril (Figura 3-6). El sistema cuenta
con una valvula anti-retorno que permite extraer liquido del sistema sin que parte de él
pueda devolverse o pueda ingresar aire por el mismo conducto. El liquido que queda en el
conducto de extraccion es empujado nuevamente hacia el bioreactores mediante aire filtrado

gue se inyecta por otro conducto.
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- Inyeccion de aire -, .

Valvula antiretorno Valvula antiretorno

Figura 3-6: Sistema para tomar muestras de forma estéril.

3.3.2 Control de la contaminacion

Debido a que los cultivos son susceptibles a una facil contaminacion debida a la presencia
de fuente de carbono organica, el control periddico de los mismos ayudd a descartar a
tiempo aquellos en los que fue posible evidenciar contaminacion a simple vista y mediante

tincion de Gram.

Para todos los preinéculos y tratamientos se realizaron pases a agar BBM suplementado
con glucosa y se realizaron tinciones de Gram hacia el segundo dia de cultivo. Si en algun
momento se encontraba contaminacién en un tratamiento, era descartado y debia ser
renovado a partir de un preinéculo estéril o a partir de los preindculos de reserva.

La preparacion del material juega un papel clave, estrategias como desinfectar el material de
vidrio toda la noche en solucion de hipoclorito, esterilizar el material antes y después de su
uso o esterilizar las soluciones de preparacion de los medios pueden ayudar a reducir la
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contaminacion. Durante la etapa de cultivo y crecimiento de la microalga se debe verificar
continuamente el estado de los filtros hidrofébicos que permiten el paso de aire hacia el
cultivo y filtran las impurezas. El filtro debe ser renovado con el inicio de cada tratamiento o
cuando se observe que el filtro cambia de color, no debe presentar humedad para garantizar

su correcto funcionamiento.

3.3.3 Rendimiento de peso seco

El incremento en el peso de la biomasa por cada litro de cultivo en cada unidad
experimental, se determind por gravimetria. Del primer y ultimo dia del cultivo se tomé una
alicuota de 5 mL y se filtré en un sistema de vacio a través de una membrana de
nitrocelulosa con tamafo de poro de 0,45 um pre-secada y pre-pesada. El filtrado retenido
por la membrana fue secado a 80 °C durante 24 horas; cumplido el tiempo, fue retirado del
horno, se dej6 enfriar en un desecador y se pesé. El rendimiento en peso seco fue
determinado como la diferencia de pesos entre la membrana seca que contiene la muestra y
de la membrana seca vacia. El incremento de peso fue reportado en unidades g-L. La
productividad de biomasa fue calculada dividiendo el peso seco entre los dias del cultivo g-L°

Ldia™.

3.3.4 Consumo de la fuente de carbono

El consumo de la fuente de carbono organica fue monitoreado diariamente mediante la toma
de una alicuota del cultivo para lo cual se separé la biomasa del sobrenadante por
centrifugaciéon a 4000 rpm (2469xg) durante 10 minutos. Para este objetivo se desarrollaron

y estandarizaron los protocolos descritos en los anexos C y D.

3.4 Determinacion de la composicidén bioquimica

Para determinar el contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos, cenizas y humedad, la
biomasa liofilizada se macer6 y homogeneiz6. Se pesaron 50 miligramos de cada
tratamiento y se re-suspendieron en 50 mL de la solucion buffer correspondiente. Para
lipidos, proteinas y carbohidratos, se desarroll6 el mismo procedimiento de disrupcion,

variando Unicamente la solucién en la cual las microalgas fueron resuspendidas:
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metanol.cloroformo, buffer Phosphate Bovine Serum (PBS) y agua destilada
respectivamente. El recipiente que contenia la muestra resuspendida fue cargado en un
cubo con hielo para evitar sobrecalentamiento y evaporacion del solvente. Se hizo
disrupcion celular segun la metodologia estandarizada por el grupo de investigacion, en la
cual se utilizé ultrasonido proporcionado por un sonicador Branson Sonifier 450 Digital y
cuerno de 2" disponible en el Laboratorio de Ingenieria Quimica, cuya frecuencia de
sonicacion es 20 kHz, la amplitud de sonicacién fue configurada al 70% durante un tiempo
de 60 minutos a intervalos intermitentes intercalando pulsos de encendido de 59 segundos y
de apagados de 20 segundos. Se tom6 una muestra de aproximadamente 2 mL antes y
después de la disrupcion y se conservaron en hielo hasta el momento del andlisis de
composicion bioquimica, esas muestras permitieron verificar la efectividad de la disrupcion

celular.

Las muestras extraidas del rompimiento fueron centrifugadas durante 5 minutos a 2400 x g
en una microcentrifuga Z-233 M-2 (Hermle®). Con ayuda de una micropipeta, los
sobrenadantes fueron transferidos a nuevos tubos debidamente identificados con el fin de

separar los restos celulares.

Las alicuotas tomadas del proceso de disrupcién fueron centrifugadas y los sobrenadantes
extraidos para separarlos de los residuos celulares. Los sobrenadantes fueron sometidos a
cuantificacion de proteinas, lipidos o carbohidratos. Para cuantificar la proteina algal se
siguié la metodologia de Bradford [220]; la cuantificacion el contenido de carbohidratos de
las microalgas se hizo por método fenol-acido sulftrico siguiendo la metodologia propuesta
por DuBois [221] y la cuantificacion de lipidos se realiz6 mediante el método sulfo-fosfo-
vainillina (ver Anexos E, Fy G) [220], [222], [223].

Para calcular el porcentaje de proteinas, lipidos y carbohidratos en la biomasa fue necesario
realizar metodologias que permitieran hallar el porcentaje de cenizas y humedad de cada

uno de los tratamientos.
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3.4.1 Determinaciéon del contenido de humedad de

biomasa de microalgas

En una balanza de humedad (AMB 50, Adam Equipment) se pesaron aproximadamente 0,2
g de microalga liofilizada y se registré el peso exacto. Se programé la temperatura de la
balanza a 105°C y calentar la muestra hasta peso constante. Se registro el peso final de la

muestra.

Para el calculo del contenido de humedad se siguié la siguiente formula:

% humedad = “:-=2x 100 Ec. 3-1

1

Donde:
W.: peso de la muestra de microalga después de calentar a 105°C hasta peso constante
W1: peso de la muestra de microalga antes de calentar a 105°C

Este procedimiento se realiz6 por duplicado para cada uno de los tratamientos y se calculd

el promedio.

3.4.2 Determinacion del contenido de cenizas de

biomasa de microalgas

Para la determinacion de cenizas se tomd una capsula de porcelana vacia y se llevé a
calentamiento gradual en una mufla marca Terrigeno a una velocidad de 5 °C-min* hasta
alcanzar los 575 °C, esa temperatura se mantuvo durante 4 horas. Una vez terminado el
tiempo de calentamiento, se dej6 enfriar aproximadamente 20 horas, se retir6 de la mufla
con ayuda de unas pinzas y se llevo aun desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente,

se pesO y se registro el peso de la capsula (W.).

El siguiente paso fue agregar a la capsula aproximadamente 0,5 g de microalga liofilizada y
registrar el peso exacto (capsula + microalga) (Wm). El sistema fue calentado a 575°C por 4

horas, a una velocidad de calentamiento de 5 °C-min?; terminado el tiempo de
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calentamiento y enfriamiento (aproximadamente 20 horas), se retird la capsula de la mufla
con ayuda de las pinzas se llevo a un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente, se

peso y se registré el peso exacto (Wj).

Para el célculo del contenido de cenizas se siguio la siguiente formula:

W-
% cenizas =m * 100 Ec. 3-2.
1* -

Donde:
W]_ = Wm' Wc
W2: Wf - Wc

Wi peso de la muestra de microalga antes de calentar a 575°C por 4 horas, en gramos.
Wo.: peso de la muestra de microalga a de calentar a 575°C por 4 horas, en gramos.
H: porcentaje de humedad de la microalga en gramos de agua/gramos de biomasa.

Para este procedimiento no se realizaron repeticiones debido a la alta cantidad de biomasa

requerida.

3.5 Tratamiento estadistico de datos

Las respuestas obtenidas para cada réplica para crecimiento celular, consumo de fuente de
carbono y pH fueron analizados mediante un disefio de bloques con parcelas divididas en el

tiempo, debido a que en algunos tratamientos la aleatorizacién no pudo ser completa.

En cuanto a composicion bioguimica, se realizé el analisis estadistico para cada una de las

respuestas de cada réplica, basado en un disefio de bloques completamente aleatorizado.

Las barras de error en los graficos corresponden a la desviacion estdndar. Se realiz6

andlisis de varianza (ANAVA) con un nivel de significancia del 5% a las respuestas
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obtenidas. Se establecieron las diferencias estadisticas entre tratamientos mediante la

prueba de Tukey.

Para el analisis de los datos se utilizo el software estadistico Statistix 9.
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4.Resultados y discusion

Debido a la novedad del género Parachlorella, muchas de las caracteristicas metabdlicas y
bioguimicas del género aun se encuentran en estudio o fueron confundidas durante mucho
tiempo con aquellas exhibidas por C. vulgaris. Por lo tanto, los resultados de la presente
investigacion se compararon con otras investigaciones hechas con C. vulgaris y otras
especies del género Chlorella, asumiendo que debido a su parentesco genético el
metabolismo deberia ser muy similar entre dichos géneros. La Figura 4-1 corresponde a una
microfotografia tomada en el microscopio electrénico de barrido (SEM) de la microalga

utilizada.

Figura 4-1: Fotografia en SEM de Parachlorella kessleri. a. Células de P. kessleri,
magnificacion: 2000X, 15kV. b. Magnificacién: 15000X, 10kV, 5 um. La figura b indica el
diametro de una célula desarrollada en condiciones autotréficas correspondiente a 4,36 um.

Microfotografia tomada por la autora.
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4.1 Evaluacion del efecto de la glucosa y diferentes
regimenes de cultivo sobre el crecimiento de

Parachlorella kessleri

El desempeiio de P. kessleri en las fuentes de carbono y las diferentes modalidades, fue
analizado mediante las respuestas de numero de células, consumo de fuente de carbono,

velocidad especifica de crecimiento.

4.1.1 Crecimiento celular de P. kessleri en glucosa

El crecimiento celular se determind mediante conteo celular en camara de Neubauer cada

24 horas hasta observar que el cultivo alcanzé la fase estacionaria.

Los datos fueron analizados estadisticamente tomando como bloques los regimenes de
crecimiento y como tratamientos las concentraciones de glucosa. El analisis de varianza de

la Tabla 4-1 permitié determinar que las varianzas de los tratamientos no son iguales.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de _valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados P

Tiempo 0,3281 5 0,0657

Concentracion 0,3029 3 0,1009 19,71 0,0000
Error Tiempo*Concent 0,0768 15 0,0051

Régimen 0,0082 2 0,0041 11,56 0,0001

Concentracién*Régimen 0,0279 6 0,0046 13,14  0,0000
ErrorTiempo*Conc*Régim  0,0142 40 0,0003

Total 0,7589 71

Tabla 4-1: ANAVA del efecto del régimen de cultivo y la concentracién de glucosa sobre el

crecimiento celular.

El crecimiento celular para los tratamientos en glucosa en regimenes de cultivo

fotoheterotréfico, heterotrofico y mixotréfico se exhibe en la Figura 4-2.
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Figura 4-2: Curvas decrecimiento de la microalga P. kessleri en medio BBM suplementado
con glucosa en diferentes concentraciones bajo tres modalidades de cultivo. Para cada
tratamiento en glucosa, cada punto representa el promedio de tres medidas. Las barras
sobre los puntos representan la desviacion estandar, en aquellos puntos donde no se ve la

barra, la desviacion estdndar es menor al tamafio del punto en la gréfica.

Para identificar si existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos

en cuanto al crecimiento celular, se tomd el nimero maximo de células alcanzado en cada
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uno de ellos y este valor se dividié entre el nimero inicial de células. De esta manera se
calculd el incremento celular. Los incrementos celulares se compararon entre si mediante la

prueba de Tukey y los resultados se exponen en la Figura 4-3.

120

100

80

60

40

20

Incremento celular (Xmax/X0)

AUT  1FT  3FT SFT 1THT 3HT SHT 1MX 3MX 5MX

Cultivos con Glucosa
Figura 4-3: Incremento maximo celular para los tratamientos suplementados con glucosa.
Letras diferentes indican diferencia significativa con una confianza del 95% acorde a prueba

de Tukey.

En los cultivos control, el incremento celular fue de 5,45 veces en 5 dias; este valor es muy
variado entre la bibliografia consultada. Para la misma especie se encontraron incrementos
de 1.75-3.5 veces en 4 dias [199], 3,36 veces en 7 dias [164], 11 veces en 30 dias [152], 10
veces en 20 dias [143]. En otras investigaciones realizadas por el grupo de investigacion
reportan para este mismo tratamiento en Chlorella vulgaris un aumento aproximado de la
densidad celular de 37 veces en 6 dias [3] y 105 veces en 8 dias [46]. Otros trabajos con
Chlorella vulgaris reportan incrementos de 3 veces en 4 dias [224] o 50 veces en 14 dias
[225]. En cada uno de esos estudios se reportan condiciones diferentes de crecimiento en
las cuales varian condiciones como la irradiancia, el fotoperiodo, la temperatura o el flujo de
aireacion, por lo tanto podrian atribuirse a estos factores las diferencias en los nimeros

celulares.
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Los tratamientos fotoheterotréficos incrementaron su nimero de células al incrementar la
concentracion de glucosa en el medio. Obteniendo de esta manera incrementos celulares de
24, 27 y 58 veces en 48, 24 y 72 horas, para los tratamientos Glul, Glu3 y Glu5 FT,
respectivamente. Bajo esta modalidad de cultivo son muy pocos los antecedentes con los
cuales pueden compararse los resultados obtenidos debido a que el suministro de fuente de
carbono organica y de irradiancia incrementa los costos de produccion. Estos resultados
para fotoheterotrofia fueron mayores que los obtenidos por Patel et. al (2019) [7] quienes
utilizaron este régimen de cultivo para el crecimiento de Chlorella protothecoides obteniendo
incrementos celulares de apenas 6 veces en un medio Glu5 FT y con una irradiancia 4,16

veces mas alta (150 pmol-m2.s1),

Los cultivos heterotréficos se comportaron de manera similar, obteniendo incrementos
celulares de 14, 32 y 95 veces en 48, 96 y 120 horas, para los tratamientos Glul, Glu3 y
Glu5 HT, respectivamente. Siendo éste Ultimo la respuesta mas alta en cuanto a incremento
celular para todos los tratamientos suplementados con glucosa, fue 17 veces mas alto que
el resultado obtenido para el cultivo control. Los resultados obtenidos fueron superiores a los
obtenidos por Deng et. al (2019) quienes obtuvieron bajo esta modalidad un incremento
celular de 6.66 veces en 48 horas en un medio suplementado con 2 g-L* de glucosa [164].
También fueron superiores al resultado obtenido por Patel et. al (2019) [7], quienes
obtuvieron bajo un tratamiento Glu5 HT un incremento celular maximo de 11 veces. Esta
respuesta puede hacer de esta modalidad de cultivo muy prometedora si se desean altos
incrementos celulares en lapsos cortos de tiempo, porque se eliminan los requerimientos de

luz, implicando por consiguiente un ahorro energético y de costos de disefio del bioreactor.

Segun la Figura 4-3, los tratamientos Glu5 FT y Glu5 HT obtuvieron los mayores
incrementos celulares. Los demas tratamientos no obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas para el incremento celular y fueron ubicados en un mismo grupo, lo cual indica
que en fotoheterotrofia y heterotrofia agregar 1 o 3 g-L* de glucosa no marca diferencia para
esta respuesta; en este mismo grupo también se ubicaron las respuestas de los tratamientos

mixotroéficos.
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La modalidad mixotréfica, tampoco promoviéo el crecimiento celular y se obtuvieron
incrementos celulares de 15 y 22 veces en 96, y 48 horas para los tratamientos Glul y Glu3
MX, respectivamente. El tratamiento Glu5 MX obtuvo una respuesta menor, de so6lo 18
veces en 2 dias. Bajo mixotrofia se espera una complementariedad entre los mecanismos
autotréfico y heterotrofico, pero un menor crecimiento obtenido en este estudio, puede
explicarse segun Wan et al. (2011) porque mediante la realizaciéon de una PCR en tiempo
real, pudieron observar una disminucion en la expresion del gen rbcL (ribulosa 1, 5-bifosfato
carboxilasa/oxigenasa subunidad grande), que interviene en la sintesis de RuBisCO (Figura
2-6), la enzima que fija el CO2 y de esta manera, una menor cantidad de carbono del medio
podria estar siendo aprovechada como sustrato para construccion de componentes
celulares [226].

En resumen, la modalidad que favorece el incremento celular para la cepa de Parachlorella
kessleri utilizada en este estudio es la heterotrofia y es posible utilizar cantidades de glucosa
de hasta 5 g-L*. A partir de los datos obtenidos en este estudio y de aquellos reportados en
la literatura, no se puede concluir que exista una modalidad de cultivo preferida por las
diferentes especies de los géneros Chlorella y Parachlorella para promover el crecimiento
celular, de hecho los resultados obtenidos pueden ser muy variables como se aprecia en la
Tabla 4-2 donde se compara el peso seco de la biomasa obtenida en estudios similares bajo

diferentes modalidades de cultivo.

De acuerdo a la Tabla 4-2, en los resultados obtenidos por Cheirsilp & Torpee (2012) [7] y
Lin & Wu (2015) [227], la modalidad mixotréfica obtuvo mayores pesos secos celulares que
las modalidades autotrdfica y heterotréfica. Por otro lado, Deng et al. (2019) [164]; Patel et
al. (2019) [7] y Heredia-Arroyo et al. (2010) [6] no encontraron diferencias significativas en
cuanto al peso seco obtenido bajo heterotrofia y mixotrofia para dos especies de microalgas
diferentes,. El trabajo de Yeh & Chang (2012) [228] utiliz6 Chlorella vulgaris y encontré los
mayores pesos secos en crecimiento autotrofico comparado con las otras tres modalidades
de cultivo. Y finalmente, Perez-Garcia et al. (2010) [176], quienes realizaron el conteo
directo para determinar el incremento celular, encontraron que el crecimiento de C. vulgaris
en heterotrofia es superior que en mixotrofia, comportamiento similar al de P. kessleri

reportado en esta investigacion.
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Peso seco de biomasa por modalidad de cultivo

Microalga Autotrofico Heterotréfico Mixotrofico Fotoheterotrofico Referencia
Chlorella sp. 0,6 0,7 1,4 [78]
Chlorella sp. Y8-1 0,22 0,17 0,45 [227]
Parachlorella kessleri 0,49 1,03 1,03 [164]
Chlorella protothecoides 1 4 4,07 [6]
Chlorella protothecoides 0,72 3,33 3,02 1,50 [7]
Chlorella vulgaris 4,8 0,5 1,8 3,5 [228]

Tabla 4-2: Cantidad de biomasa en g-L* alcanzada por diferentes especies de microalgas
bajo cuatro modalidades de cultivo.

El motivo por el cual se obtienen incrementos celulares tan diversos, puede estar en que
cada uno de estos estudios utiliza configuraciones diferentes de cultivo. Estas variaciones
implican desde la eleccion de la cepa adecuada, la variacion del medio de cultivo, la
utilizacién de diferentes irradiancias, variaciones en flujos de aireacion, el enriquecimiento

del aire suministrado con COz2 hasta la evaluacién de diferentes fotoperiodos.

4.1.2 Velocidad especifica de crecimiento (1) en glucosa

El andlisis de varianza presentado en la Tabla 4-3 permiti6 determinar el efecto de la
modalidad de cultivo y de la dosis de glucosa suministrada sobre la velocidad especifica de
crecimiento (1) de la microalga. Se encontrd que la velocidad de crecimiento es indiferente
del tratamiento bajo el cual sea expuesta la microalga y que si varia dependiendo de la

concentracion de glucosa agregada.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F p-valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Régimen 0.00012 2 0.00006
Concentracion 0.01229 3 0.00410 19,16 0,0018
Error 0.00128 6 0.00021
Total 0.01369 11

Tabla 4-3: ANAVA efecto del régimen de cultivo y la concentracion de glucosa sobre la

velocidad especifica de crecimiento.
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La Figura 4-4 muestra las velocidades especificas de crecimiento de los tratamientos en
glucosa. Se realiz6 una prueba de Tukey con un nivel de confianza del 5% para hallar
diferencias significativas entre las velocidades de crecimiento de los tratamientos
suplementados con glucosa. Esta prueba estadistica ubic6 la p de los tratamientos
autotréficos como la mas baja en un grupo estadisticamente diferente de los tratamientos

suplementados con glucosa.
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Tralamiento

Figura 4-4: Velocidad especifica de crecimiento para los tratamientos suplementados con
glucosa. n=3. Barra error: 1 Error Estandar de regresion. Letras diferentes indican diferencia

significativa con una confianza del 95% acorde a prueba de Tukey.

La prueba de Tukey ubico las respuestas de las velocidades de crecimiento en 6 grupos
diferentes, agrupando bajo la letra a aquellos tratamientos con las respuestas mas altas

para [, y bajo la letra f los tratamientos con las menores respuestas.

Entre los tratamientos con glucosa, el tratamiento Glu5 HT es ubicado en un primer grupo
(grupo a) por presentar el mayor valor de p. En un segundo grupo se ubicaron los

tratamientos suplementados con 3 g-L! de glucosa (grupo b). El tratamiento Glu5 FT a
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pesar de presentar un alto incremento celular (Figura 4-3), no presenta una velocidad
acelerada de crecimiento y es ubicado en un mismo grupo con el tratamiento Glu5 MX. Y
finalmente, los tratamientos suplementados con 1 g-L* de glucosa se ubicaron por tener las
medias méas bajas en un mismo grupo estadistico (grupo e).

La modalidad autotréfica, presenté una p promedio de 0,02 h. Este valor fue similar a la
calculada por Serrano (2012) calcul6 este valor en 0,03 h'l1, Ardila (2012) [3] obtuvo un valor
de 0,021 h! para Chlorella vulgaris. En otros estudios recientes con P. kessleri este valor
para cultivos autotroéficos fue de 0,017 h1[5], 0,008 h*1[229], 0.019 h1[199]y 0,013 h'1[230].
Otras investigaciones en C. vulgaris reportan 0,02 h"3[100]y 0,03 h1[176]. Es decir que para
los tratamientos autotréficos, el parametro P estuvo dentro de los intervalos descritos en

estudios previos.

Las velocidades especificas de crecimiento para los cultivos heterotréficos tienen
comportamientos esperados: aumentan cuando se aumenta la glucosa suministrada. De
esta manera se obtuvieron valores para p de 0,06; 0,09 y 0,11 para Glul HT, Glu3 HT y
Glu5 HT, respectivamente.

Para los tratamientos en luz, esta afirmacion se cumple para los tratamientos
suplementados con 1y 3 g-LL. Los tratamientos con 5 g-L™* presentan menor velocidades.
De esta manera se tienen valores de p de 0,05; 0,10 y 0,07 h* para Glul FT, Glu3 FT y Glu5
FT, respectivamente. En mixotrofia se obtuvieron los siguientes valores: 0,06; 0,11 y 0,05 h?
para Glul MX, Glu3 MX y Glu5 MX, respectivamente. El comportamiento de la velocidad
especifica de crecimiento en los cultivos mixotréficos coincide con el observado en el
estudio de Deng et al. (2019) [5] quienes reportan valores de 0,031; 0,036 y 0,034 hl en
Glu2 MX, Glu4 MX y Glué MX.

Analizando estos resultados se tiene que el tratamiento Glu5 HT no solo es el tratamiento
que alcanza un mayor numero de células al final del cultivo, sino que ademas es el

tratamiento en el cual las células a una mayor velocidad.
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Las velocidades especificas de crecimiento de P. kessleri obtenidas bajo heterotrofia en
este trabajo, fueron mayores que las reportadas en bibliografia disponible. Debido a la
escasez de estudios con los cuales pueda hacerse una comparaciéon, en la mayoria de
casos esto fue posible so6lo comparando con estudios que utlizaron mayores
concentraciones de glucosa (6, 15 y 30 g-L). Sin embargo, incluso de esta manera, los
resultados fueron satisfactorios porque las p obtenidas en este estudio fueron mayores que
las reportadas, incluso cuando utilizaron esas cantidades mayores de glucosa, lo cual indica
gue la cepa en estudio es capaz de crecer tan rapido como otras especies utilizando
menores cantidades de glucosa. En la Tabla 4-4 se realiza una comparacion entre las tasas

maximas obtenidas en cada tratamiento con las reportadas en trabajos similares.

Tasa maxima de crecimiento por modalidad de cultivo(h™)

Concentracién de

Microalga AUT glucosa (g-L%) FT HT MX Referencia
Parachlorella kessleri 0,02 3 0,10 0,036 Este estudio
Parachlorella kessleri 5 0,11 Este estudio
Parachlorella kessleri 0,017 6 0,034 [5]

Chlorella protothecoides 0,005 15 0,04 0,04 [6]
Chlorella vulgaris 0,03 10 0,04 0,02 [176]

Tabla 4-4: Velocidad especifica de crecimiento (h') maxima alcanzada por diferentes
especies de microalgas bajo cuatro modalidades de cultivo y diferentes concentraciones de

glucosa.

4.1.3 Consumo de glucosa

La Figura 4-5 expone la cinética de consumo de glucosa para las diferentes modalidades de

cultivo.

La variacion en la concentracion inicial de glucosa puede deberse a que en algunos casos el
preindculo tenia glucosa residual y en otros, la cantidad de preinéculo era lo suficientemente

alta para alcanzar a diluir la glucosa del medio receptor.



95 Evaluaciéon del efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la

composicion bioquimica de la microalga Parachlorella kessleri

Ton, B8N [se)

Concentracion inicial de glucosa

~ Fotoheterotrofia
500
o)
2
2 .
T 4,00
0]
1S
°
c 300
[0)
3 .
3 . .
8 200 .
=]
3
2 1,00 RS
P -
0,00 4 ‘ ‘ ‘ !
0 24 48 72 96 120

Tiempo de cultivo (horas)

Heterotrofia
5,00

3,00 ®

1,00 N +
24 48 72 96 120 144
Tiempo de cultivo (horas)

Conc.Glucosa en el medio (g-L-1)

0,00

o 4

~ Mixotrofia
T 500
)
A
o
5 400 . +
o}
1S
©
® 300 .
[0}
2
S 200
[¢]
3 N
[O)
G 100 L
5
®
O ®
0,00 ‘ : . .
0 24 48 72 9

Tiempo de cultivo

Figura 4-5: Concentracion de glucosa en cultivos de P. kessleri bajo diferentes regimenes de
cultivo. Cada punto representa el promedio de tres medidas. Las barras sobre los puntos
representan la desviacion estandar, en aquellos puntos donde no se ve, la desviacion

estandar es menor al tamafio del punto en la gréfica.
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En la Figura 4-5, se aprecia que en los tratamientos suplementados con 1 g-L* de glucosa,
ésta es consumida casi en su totalidad entre el segundo y tercer dia de cultivo. Para los
tratamientos en 3 g-L* de glucosa, después de 5 dias aln puede encontrarse un remanente
glucosa en el medio de alrededor de 0,1 g-L* para fotoheterotrofia y heterotrofia; para esta
misma dosis, en mixotrofia, en el tercer dia de cultivo no se encontrd glucosa en el medio.
En los cultivos suplementados con 5 g-L?, incluso hasta el sexto dia aln se encontré

glucosa en el medio.

Es probable que este resultado podria ser el resultado de un agotamiento de los macro y
micronutrientes debido a que la disminucién del consumo de glucosa coincide con el alcance
de la fase estacionaria del crecimiento, en este estudio los macro y micro nutrientes no

fueron cuantificados y en un futuro trabajo podrian ser complementados.

El comportamiento de esta cinética es similar a la observado por Deng et al. (2019 a, b) y
Heredia-Arroyo et al. (2011) [5], [10], [164] quienes también determinaron que la glucosa
agregada en concentraciones de 2; 4 y 5 g-L! respectivamente fue consumida casi
completamente hacia el segundo dia de cultivo. Deng et al. (2019) [5] también observé que
en concentraciones mayores a 6 g-L?! la cinética de consumo se extiende, encontrando
hasta 2 g-L! de glucosa residual en el sexto dia en el ensayo que contenia 15 g-L*
inicialmente. Lo mismo sucedié cuando Lee & Lee (2001) [231] cultivaron P. kessleri en
agua residual artificial suplementada con 1,125 g-L' de glucosa, en condiciones de
iluminacién continua y ciclos de luz y oscuridad de 2000 lux, quienes registraron que el 80%
de la glucosa fue consumida durante el primer dia de cultivo, permaneciendo el restante

como remanente en el medio de cultivo.

Debido a que los pesos secos de los tratamientos presentaron una alta variacion y los
calculos derivados de estos datos como rendimientos, coeficientes de mantenimiento,
velocidad especifica de consumo de glucosa y productividad de biomasa presentaron
inconsistencias; en este trabajo nos abstuvimos de presentar las cifras correspondientes,
por lo tanto, se recomienda complementar la investigacion presentada con resultados

experimentales en un futuro trabajo.
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41.4 pH

El monitoreo y control del pH es un factor importante en los cultivos de microalgas porque de
€l depende la solubilidad, disponibilidad de los nutrientes y de los iones H* [164], [232]. EI pH
fue ajustado al inicio de todos los cultivos para tener un valor inicial entre 6 y 7. Diariamente,
hasta que el cultivo alcanzé la fase estacionaria, fue tomada una alicuota a partir de la cual
se tomaron varios parametros: conteo celular, concentracién de la fuente de carbono y pH.
Durante el transcurso de los experimentos, el pH no fue controlado y a partir de los datos

obtenidos se construyeron los graficos presentados en la Figura 4-6.

La Figura 4-6 representa las medidas de pH para los cultivos fotoheterotréficos, mixotroficos
y heterotréficos de P. kessleri suplementados con 1, 3 y 5 g-L! de glucosa. Estos
parametros fueron comparados con el pH del cultivo control. En el ensayo control el pH es
mantenido casi cercano a la neutralidad gracias a la adicién de sales como K;HPO. o
KH2PO4 que actian como soluciones tampén. En este tratamiento se evidencia un ligero
incremento del pH desde 6,59 a 7, 31 que puede ser atribuido al proceso de fijacién de COz,
debido a que durante la fotosintesis el medio libera iones OH" dentro de las células y para
neutralizar su efecto, deben ser ingresados al interior iones H* desde el exterior, resultando

en un incremento del pH extracelular segun se ha reportado por otros autores [164].

La principal caracteristica que presenta el pH en los tratamientos fotoheterotroficos y
heterotroficos suplementados con glucosa es que en las primeras horas del cultivo tiende a
disminuir; coincidiendo también con el consumo de glucosa que como producto de esta
respiracion la célula libera acidos al medio. Entre esos productos estarian los acidos acido
acético, lactico y férmico que se han encontrado en otras investigaciones [69], [70]. En
algunos casos, después de unas horas el pH aumenta, lo cual sucede porque al ingresar
glucosa a través de la membrana celular, ésta es acompafiada por iones H* lo cual hace que
en el espacio extracelular poco a poco se presente un déficit de ellos y que queden

solamente iones OH- los cuales alcalinizan el medio.
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En los cultivos mixotréficos el pH se comporté de manera diferente, a bajas concentraciones
de glucosa, probablemente el metabolismo de la glucosa existente aporte acidos al medio
extracelular, pero ese aporte se ve compensado por dos efectos: por un lado el proceso
fotosintético donde al realizar la fijacion de carbono dentro de las células se liberan OH que
deben ser neutralizados por los iones H + que se toman del entorno extracelular y por otro

lado la toma de glucosa que también requiere el ingreso de protones a la célula.

Por lo cual, en vez de presentar una caida drastica al inicio del cultivo aportada por los
productos acidos de la respiracion de la glucosa, el pH se mantuvo incrementando

ligeramente a lo largo del cultivo coincidiendo con la cinética de crecimiento de la Figura 4-2.

Los resultados encontrados difieren de los obtenidos por Yu et al. (2017) [233] que propone
que el pH optimo para el desarrollo de P. kessleri es de 6 a 10 ya que como se puede
observar, en este trabajo el pH en algunos casos fue tan bajo como 3,6 en los primeros dias

de cultivo sin efectos adversos en el crecimiento.
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4.2 Evaluacion del efecto del glicerol y diferentes
regimenes de cultivo sobre el crecimiento de

Parachlorella kessleri

4.2.1 Crecimiento celular de P. kessleri en glicerol

Los datos en cuanto a crecimiento celular fueron analizados tomando como bloques los
regimenes de crecimiento y como tratamientos las concentraciones de glicerol. El analisis de
varianza de la Tabla 4-5 permitié determinar que las diferencias entre algunas de las medias

son estadisticamente significativas.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de
A . F p-valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Tiempo 0,2755 6 0,0459
Concentracion 0,1077 3 0,0359 13,95 0,0001
Error Tiempo*Conc 0,0463 18 0,0025
Régimen 0,0044 2 0,0022 5,49 0,0071
Régimen*Conc 0,0114 6 0,0019 4,69 0,0008
Error
Tiempo*Régimen*Conc 0,01954 48 0,0004
Total 0,4651 83

Tabla 4-5. ANAVA efecto del régimen de cultivo y la concentracién de glicerol sobre el

incremento celular.

Las curvas de crecimiento celular de P. kessleri en glicerol en regimenes de cultivo

fotoheterotréfico, heterotréfico y mixotrofico, son mostradas en la Figura 4-7.
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Al igual que en los tratamientos suplementados con glucosa, se calculd el incremento celular
para determinar el incremento real en el nUmero de células desde el primer al ultimo dia del
cultivo. Los resultados entre tratamientos fueron comparados mediante pruebas de Tukey,
indicando que el Unico tratamiento en el cual el incremento celular es mas alto y
significativamente diferente es el suplementado con glicerol a 1 g-L* bajo fotoheterotrofia; el
resto de tratamientos no fueron estadisticamente diferentes. Estas comparaciones pueden

observarse en la Figura 4-8.

70 -

50 -

Incremento celular (Xox/Xo)

AUT TFT 3FT 5FT THT  3HT  S5HI TMX 3MX 5MX

Cultivos en glicerol
Figura 4-8: Incremento maximo celular para los tratamientos suplementados con glicerol.
Letras diferentes indican diferencia significativa con una confianza del 95% acorde a prueba

de Tukey.

Aqui se observa que los incrementos celulares alcanzados por los cultivos en glicerol son
mucho menores que aquellas alcanzadas en glucosa. Por ejemplo, en glucosa las mayores
concentraciones celulares rondaron los 80 a 100 millones de células-mL™.
Comparativamente, entre los tratamientos con glicerol el mayor nimero de células fue de 33
millones de células-ml? (Glyl FT). Este es un claro indicio de la baja afinidad de la cepa
utilizada por esta fuente de carbono, y que el crecimiento fue ligeramente inhibido por

glicerol a altas concentraciones.
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Los cultivos fotoheterotroficos alcanzaron incrementos de 44,25; 8,52y 12,17 veces para las
concentraciones de 1, 3y 5 g-L'en 7, 6 y 4 dias, respectivamente. Lo cual indica que bajo
esta modalidad la célula no puede tolerar el glicerol a altas concentraciones. Este tipo de
régimen de cultivo presentan pocos antecedentes para microalgas, se tiene por ejemplo el
trabajo realizado por Patel et al. (2019) quienes adicionaron glicerol a medios de cultivo para
el crecimiento de Chlorella protothecoides bajo los mismos regimenes de cultivo estudiados
en este trabajo. La forma como inhibieron la fotosintesis y se garantizé la fotoheterotrofia fue
mediante la adicion de 3-(3,4-Diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU), bajo este régimen de

cultivo las células no presentaron crecimiento al cabo de 4 dias.

Para los cultivos heterotréficos, el glicerol fue asimilado de mejor manera, obteniendo
mayores incrementos a medida que aumenta la concentracién e glicerol. EI nimero celular
se incremento en 14,3; 14,6 y 20,9 veces a medida que la concentracién de glicerol aumenté
al 3y5gLL Con esta especie, bajo este régimen de cultivo no se han encontrado
estudios similares; la mayoria se han realizado con Chlorella protothecoides como lo
hicieron Chen & Walker (2011) [67] y O'Grady & Morgan (2011) [15] quienes obtuvieron
incrementos celulares de 19 veces en 6 dias y 13 veces en 5 dias, al suplementar el medio
con mayores cantidades de glicerol (30 g-L?). Por lo tanto, seria conveniente evaluar en
estudios futuros si es posible obtener mayores incrementos celulares usando este régimen
de cultivo y concentraciones mas altas de glicerol, con el fin de eliminar los requerimientos

luminicos y poder aprovechar este compuesto como fuente de carbono.

En los tratamientos mixotroficos Glyl MX; Gly3 MX y Gly5 MX se observé un incremento de
10,3; 19,8 y 15,2, respectivamente. Lo cual quiere decir que bajo mixotrofia, P. kessleri no
pudo tolerar una concentracién de 5 g-L* de glicerol en el medio. EI comportamiento de los
resultados obtenidos se asemeja a los encontrados por Liang et al. (2009), donde C. vulgaris
se incrementé 7,22 cuando se agregaron g-L* de glicerol al medio y su incremento fue
menor (6,56 veces) cuando se agregaron 20 g-L* de glicerol. Por el contrario, Kong et al.
(2013) [100] obtuvieron mayores incrementos de C. vulgaris mientras incrementaron la
concentracion de fuente de carbono: 1,5; 5,5y 6,5 veces en 4 dias cuando suplementaron

el medio con 1, 5y 10 g-L* de glicerol, respectivamente. Es decir, que para Parachlorella
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kessleri aun no puede definirse una hipétesis sobre cual sera su comportamiento en
mixotrofia, puesto que se han realizado muy pocos estudios al respecto. En este sentido,
este trabajo indica que para alcanzar altos crecimientos celulares con la cepa de P. kessleri
utilizando glicerol, éste debe ser agregado en una concentracion de 1 g-L* y el cultivo debe

ser sometido a condiciones fotoheterotroficas.

4.2.2 Velocidad especifica de crecimiento en glicerol

El andlisis de varianza presentado en la Tabla 4-6 permiti6 determinar el efecto de la
modalidad de cultivo y de la dosis de glicerol suministrada sobre la velocidad especifica de
crecimiento de la microalga. Se encontré que no existen diferencias en las varianzas de los

tratamientos.

Origen de las Sumade Grados de Promedio de = p-valor
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Régimen 0,0032 2 0,0016 2,28 0,2287
Concentracién 0,0004 2 0,0002 0,32 0,7443
Error 0,0029 4 0,0007
Total 0,0066 8

Tabla 4-6: ANAVA efecto del régimen de cultivo y la concentracion de glicerol sobre la

velocidad especifica de crecimiento.

La Figura 4-9 muestra las velocidades especificas de crecimiento (1) de los tratamientos en
glicerol y de acuerdo a los resultados de la Tabla 4-6, realizar a estos paradmetros una

prueba de Tukey ubica a todos los tratamientos en un mismo grupo estadistico.

A pesar de que estadisticamente no existen diferencias significativas entre las velocidades
especificas de los tratamientos, en la Figura 4-9 se observan ligeras diferencias. Puede
afirmarse que las células crecen mas rapido en concentraciones de 1 g-L* de glicerol bajo
cualquier modalidad de cultivo. Bajo condiciones mixotréficas, incluso, pueden utilizarse
concentraciones de 5 g-L'* que se traducen en rapidos crecimientos celulares, pero se
alcanza rapidamente una fase estacionaria y su crecimiento cesa , aunque solo en el

tratamiento Glyl FT, la alta velocidad especifica de crecimiento se traduce en mayor
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incremento celular (Figura 4-7). Este es el primer estudio que reporta velocidades
especificas de crecimiento de P. kessleri bajo la modalidad fotoheterotréfica y en general se
observa que P. kessleri no toleré concentraciones de glicerol mayores a 1 g-L* bajo ninguna
modalidad de cultivo.
0,06 -
0,05 -

0.04 +

0,03 +

M (h-1)

0.02 -

0,07 +

AUT FT HT MX

Tratamiento
Figura 4-9: Velocidad especifica de crecimiento para los tratamientos suplementados con
glicerol. n=3. Barra error: 1 Error Estandar de regresion.

Las velocidades especificas de crecimiento para los tratamientos mixotréficos en este
estudio son mayores que las reportadas por Kong et al. (2013) [100] para Chlorella vulgaris
bajo mixotrofia quienes obtuvieron valores de p de 0,039 para tratamientos con 5y 10 g-L*

de glicerol.

4.2.3 Consumo de glicerol

La Figura 4-10 expone la cinética de consumo de glicerol para las diferentes modalidades de

cultivo.
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La variacion en la concentracion inicial de glicerol puede deberse a que en algunos casos el
preindculo tenia glicerol residual y en otros, la cantidad de preinéculo era lo suficientemente

alta para alcanzar a diluir el glicerol del medio receptor.

La primera observacion que puede hacerse es que el glicerol no fue consumido de manera
tan eficiente si se compara con el consumo de glucosa (Figura 4-5), demostrando la baja
afinidad de la cepa utilizada por este sustrato. Esto se deduce a partir del hecho de que los
tratamientos que presentaban concentraciones iniciales de 3 y 5 g-L* de glicerol, aun
después de 6 dias de cultivo presentaron una reduccion de glicerol en el medio entre el 25 a
60%. En efecto las eficiencias de consumo de glicerol fueron: 78,1; 27,2; 97,6; 25,5; 35,97;
67,6; 23,6; 2,9 y 64,1 % para los tratamientos Glyl FT, Glyl HT, Glyl MX, Gly3 FT, Gly3
HT, Gly3 MX, Gly5 FT, Gly5 HT, Gly5 MX, respectivamente.

Se observa que en general, las mejores eficiencias de toma de glicerol se presentan en los
tratamientos mixotréficos, sin que se obtengan altas concentraciones celulares.
Posiblemente, el glicerol tomado del medio esté siendo utilizado por la célula para labores
de mantenimiento y no para el crecimiento celular. El estudio de Patel et al. (2019) demostro
gue el régimen de cultivo tiene efectos significativos sobre la toma de los sustratos utilizados
y su finalidad. En ese estudio ellos atribuyen el no crecimiento bajo heterotrofia y mixotrofia
de C. protothecoides a que no es suministrada la cantidad suficiente de oxigeno para
realizar su respiracion y a la falta de enzima requeridas para su metabolismo. Seria viable
entonces optimizar otros parametros de cultivo como la aireacion, la intensidad luminica, la
variacion de la duraciéon del fotoperiodo o la cantidad de CO2 suministrada con el fin de
encontrar una condicién que favorezca en mayor medida el crecimiento de la microalga y la

utilizacion de glicerol.

424 pH

El pH en los tratamientos suplementados con glicerol se tomé diariamente y a partir de los
datos se construyo la Figura 4-11 se mantuvo cercano a condiciones neutras aunque

ligeramente mas alto que el del cultivo control.
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Es probable que debido a que el medio BBM utilizado funciona como un tampén, su pH
tienda con dificultad a sufrir variaciones, por otro lado, el glicerol actia como osmorregulador
en la célula, lo cual puede contribuir a mantener balanceados los iones a uno y otro lado de
la membrana [67]. EI comportamiento en fotoheterotrofia y mixotrofia se puede comparar al
encontrado por Grama et al. 2016 [8] quienes reportan resultados similares al evaluar el
crecimiento de Dactylococcus dissociatus MT1 en glicerol. Sustenta sus resultados
explicando que la respiracién produce CO, que acidifica el medio con acido carbdnico,

luego, la fotosintesis consume CO; y desplaza el equilibrio hacia un valor de pH mas alto.

4.3 Composicion bioquimica

Se evaludé la composicién bioquimica de las microalgas obtenidas en cada uno de los
tratamientos. Para realizar esto, cuando los cultivos alcanzaron su fase estacionaria, el
siguiente lote de cultivos fue inoculado con una parte de ellos y la otra parte se centrifugd; la
biomasa precipitada fue recolectada y liofilizada. Posteriormente se tomaron 0,5 gramos de
biomasa liofilizada, se realizé disrupcion celular mediante ultrasonido para liberar el
contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos existente dentro de las células; estas
biomoléculas son determinadas por reacciones colorimétricas y espectrofotometria de luz

visible y comparado con curvas de calibracién para cada biomolécula.

La finalidad de la presente investigacion es encontrar aquella condicion de cultivo que
permita una biomasa de P. kessleri rica en carbohidratos o lipidos y con bajo contenido de
proteinas, que pueda ser utilizada en posteriores procesos de produccién de
biocombustibles y especificamente, como interés del grupo de investigacion, en licuefaccién

hidrotermal; esperando obtener biocrudo con bajo porcentaje de nitrégeno y azufre.

Los contenidos de cada una de estas biomoléculas son expresados en porcentaje, el total
esta dado por la sumatoria de proteinas, lipidos y carbohidratos. Para el momento de la
publicacion de la presente investigacion, pocos son los reportes detallados acerca de la
composicion bioquimica cuando P. kessleri se suplementa con glucosa como fuente de

carbono [5], [164], incluso, hasta el momento no se han reportado este tipo de resultados
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cuando su crecimiento se realiza en tratamientos con glicerol. La presente investigacion

seria una primera aproximacion a su conocimiento.

La informacion obtenida se comparé con algunos estudios similares hechos en C. vulgaris y
C. protothecoides [102] por ser las especies mas cercanas genéticamente y ademas porque
son las mas estudiadas hasta ahora; S. platensis por ser una microalga también de agua
dulce y Schizochytrium limacinum una microalga conocida por acumular altas cantidades de
lipidos de la cual se encontr6 un trabajo que reporta su composicion bioquimica completa
[18]. Todo ello asumiendo que entre esas especies existe semejanza entre las vias
metabdlicas de biosintesis de biomoléculas. Ademas se procur6 tener en cuenta solamente
aquellos tratamientos en los que las concentraciones y origenes de las fuentes de carbono
eran similares a las utilizadas en este trabajo, puesto que en algunos de ellos las dosis
suplementadas son muy superiores (40-100 g-L™?) o en el caso del glicerol, algunos trabajos
utilizan glicerol crudo proveniente de procesos de obtencion de biodiesel y estos conjuntos
de condiciones conllevan a inhibiciones del crecimiento de los microorganismos esperando
asi una composicién bioguimica dada mas por el estrés al que la microalga est4 sometida
gue al efecto de la asimilacion de la fuente de carbono en si. Por lo tanto, dichas situaciones

no pueden ser comparables con las reportadas en esta investigacion.

4.3.1 Composicion biogquimica de P. kessleri en

tratamientos con glucosa

Los analisis de varianza de Anexo H muestran la variabilidad de los contenidos de proteinas,
y carbohidratos entre regimenes de cultivo y concentraciones de glucosa agregadas,
obteniendo que en todos los casos es éste ultimo factor el que influye sobre la expresiéon de

estas respuestas.

La Tabla 4-7 recopila los valores de contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos

reportados para cultivos de P. kessleri en los tratamientos suplementados con glucosa.
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Tratamiento Contgnido de Cont_enido de Co,n'genido de
Proteinas (%) Carbohidratos (%) Lipidos (%)
AUT 59,71+ 7,432 21,93 +2,64° 14,19 + 0,96 cd¢
Glul FT 62,81 +9,522 23,53+ 1,642 12,92 + 0,35 ¢de
GIu3 FT 58,79 + 10,58 2 26,24 + 3,33 13,71+ 1,93 ¢cde
Glu5 FT 51,19+ 3,86° 26,65 + 3,29 @ 20,93 +£2,56 2
Glul HT 62,55+ 9,212 21,52 +1,87° 14,79 + 1,40 ¢d
Glu3 HT 58,24 + 3,78 2 26,30 + 3,24 @ 11,30 +1,2649¢
Glu5 HT 52,61 + 10,252 29,54 +2,6 & 10,31+ 0,89 ¢
Glul MX 58,58 + 7,56 2 22,95+3,26 2 16,19+ 1,83 "¢
Glu3 MX 51,47 +6,76 2 27,46+1,19 2 16,79 + 1,45 abc
Glu5 MX 48,70 +5,07 2 30,68 +4,83 @ 20,39 +1,56 2P

Tabla 4-7: Composicibn bioquimica en base seca de P. kessleri en tratamientos
suplementados con glucosa y expuestos a regimenes de crecimiento fotoheterotréfico,
heterotrofico y mixotréfico. Cada valor es el promedio de tres medidas + desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencia significativa con una confianza del 95% acorde

a prueba de Tukey.

De esta manera se tiene que el metabolismo de expresién de proteinas de todos los
tratamientos no es estadisticamente diferente de la de los cultivos control, es decir utilizar
estas concentraciones bajo cualquier modalidad de cultivo no conlleva a la reduccion de las
proteinas. Sin embargo, cuando se incremento la concentracion de glucosa en el medio a 5
g-L%, si se observd una ligera disminucién del contenido de proteinas para todos los
tratamientos. Una posible explicacion para los altos contenidos de proteina de los
tratamientos en glucosa pueden deberse a que este sustrato es metabolizado
principalmente por la via de las pentosas fosfato (Figura 2-7) que es la principal ruta de

produccion de aminoacidos.

Este comportamiento similar al encontrado por Deng et al. (2019) [5] quien encontré que el
contenido de proteinas disminuyd desde 54.3% hasta 34.9% con un incremento de glucosa
desde 2 a 15 g-L* en mixotrofia en P. kessleri; el trabajo de Liang et al.(2009) [9] evalud
incluso concentraciones de 10 g-L* de glucosa obteniendo solamente 32% de proteinas en

C. vulgaris.
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El contenido de carbohidratos aumenté cuando la cantidad de glucosa incrementd en cada
medio. Para este estudio, el contenido de carbohidratos en el tratamiento control fue de
21,93 %, y aumentd hasta 26,65; 29,54 y 30,68 % en los tratamientos Glu5
fotoheterotréficos, heterotroficos y mixotréficos, respectivamente. Unos comportamientos
similares obtuvieron Deng et al. (2019): en el tratamiento control encontré un 17,2% de
carbohidratos que incrementd desde 12.6% hasta 28.2% cuando incrementaron la glucosa
desde 2 a 15 g-Len el medio. Estos resultados estan de acuerdo con lo afirmado por Yang
et al. (2000) [184] quienes sugieren que la glucosa puede estar siendo convertida
directamente en almidén sin la conversion previa en gliceraldehido-3-fosfato y luego ser
absorbida por el cloroplasto. Por lo tanto, una parte de la glucosa exdégena se convierte
directamente en almidén y el resto se oxida a través de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas o
glicélisis (Figura 2-7) glicolisis a partir de la cual se inicia el ciclo de Krebs (Figura 2-8)
donde se genera una mayor cantidad de precursores que inician la sintesis de carbohidratos
y lipidos.

El contenido de lipidos para estos tratamientos tiene la misma explicacién bioquimica. Para
este estudio, segun el andlisis de varianza de Anexo H , éste parametro, si se ve afectado
tanto por el régimen de cultivo como por la concentracion de glucosa que es agregada; por
lo cual en esta respuesta se observa una mayor variedad en los resultados. La mas alta
acumulacion de lipidos se logré en los tratamientos Glu5 FT y Glus MX de glucosa, gracias
a una mayor disponibilidad de energia bajo estas condiciones; por lo tanto, ésta seria una
estrategia potencial para incrementar su produccién. En los tratamientos autotroficos y
aquellos suplementados con 1y 3 g-L* de glucosa, la cantidad de lipidos acumulada no fue
significativamente diferente. Los tratamientos control obtuvieron 14,19% de lipidos, un poco
mas bajo que el obtenido por Serrano (2012) quien obtuvo el 18,9% para C. vulgaris al
optimizar condiciones de irradiancia, CO2 y aireacion para lograr mayor acumulacion de

lipidos.

En las microalgas el almacenamiento de energia en forma de lipidos es un proceso que
compite con el almacenamiento en forma de carbohidratos, y se ha sugerido que ésta ultima

puede ser la forma mas eficiente; debido a que se necesita menos ATP y NADPH por cada
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molécula de carbohidrato producida, a diferencia de la sintesis de lipidos que requiere mas
del doble. Aunque los lipidos pueden almacenar mas energia, la cantidad de energia
invertida en su sintesis no es compensada por la energia obtenida de su oxidacion [234].

A partir de estos resultados se puede afirmar que la microalga P. kessleri tiene la capacidad
de alterar sus vias metabdlicas y cambiar su composicion bioquimica cuando se cultiva en
glucosa bajo diferentes concentraciones y regimenes de cultivo. De manera general se
puede decir que la energia obtenida de la glucosa fue utilizada principalmente para la
reproducciéon celular y solo en aquellos casos donde la glucosa fue suministrada en
concentraciones de 5 g-L! se observd un metabolismo enfocado a la biosintesis de
moléculas energéticas, es decir, ese aporte de energia “extra” dado por la glucosa también
promueve que la cantidad de carbohidratos aumente; la cantidad de lipidos también
incrementa, pero lo hace de manera mas sutil. Se observa que en los tratamientos
suplementados con 5 g-L! de glucosa, la cantidad de lipidos y carbohidratos tiende a

incrementar, razén por la cual el contenido de proteinas tiende a disminuir.

Los hallazgos de esta investigacion, coinciden con lo afirmado por Perez-Garcia & Bashan,
(2015): la fuente de carbono es consumida a una velocidad mas alta que la de reproduccion
celular, promoviendo la conversion del exceso de azucar en lipidos. Sin embargo, en este
caso, probablemente debido a la genética de la cepa, P. kessleri estuvo mas predispuesta a
acumular carbohidratos, afirmacién que habia sido hecha también por Fernandes et al.
(2013).

Por lo tanto se concluye que si se desean biomasas que puedan ser usadas en futuros
proceso de licuefaccién hidrotermal y que sean capaces de metabolizar la glucosa presente
en el medio, P. kessleri deberia ser cultivada bajo una modalidad fotoheterotrofica o

mixotrofia agregando 5 g-L* de glucosa.
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4.3.2 Composicion bioguimica de P. kessleri en

tratamientos con glicerol

La Tabla 4-8 recopila las respuestas en cuanto a contenido de proteinas, carbohidratos y
lipidos reportados para cultivos de P. kessleri en los tratamientos suplementados con

glicerol.

Los ANAVA para estos tratamientos se encuentran consignados en el Anexo H y la prueba
de Tukey muestra la variabilidad de los contenidos de proteinas y carbohidratos entre
regimenes de cultivo y concentraciones de glicerol agregadas, obteniendo que estos

pardmetros son influidos por el régimen de crecimiento.

De acuerdo a la Tabla 4-8 los mayores contenidos de proteinas se obtuvieron en los
tratamientos expuestos a la luz y estadisticamente no fueron significativamente diferentes
del tratamiento control. Por otro lado, en todos los tratamientos heterotréficos se observo
una disminucion en el contenido de proteinas desde 40,77% hasta 20, 37%, es decir que la
disminuciéon es mas marcada mientras se incrementa la concentracion de glucosa. Komor
&Tanner (1974) [202] y Aubert et al. (1994) [235] sugirieron que el glicerol cuando se
suministra como Unica fuente de carbono, inhibe la ruta de las pentosas fosfato, lo cual
provocaria una disminucién de la produccién de aminoacidos y explicaria que los contenidos
de proteina en oscuridad sean tan bajos. Los cultivos fotoheterotréficos podrian estar
reciclando parte del CO2 que se produce de la respiracion del glicerol y los mixotroficos
toman el CO2 del aire suministrado por lo tanto tendrian un aporte extra de carbono. Sin
embargo, al observar el consumo de esta fuente de carbono (Figura 4-10), se observa que a
3y 5g-L?!no fue consumido. Por lo tanto una disminucién en las proteinas podria deberse
también a una situacion de estrés que provoque el consumo de proteinas por parte de la
misma célula para su posterior transformacién y almacenamiento en forma de carbohidratos
y lipidos y por lo tanto un cese de la reproduccion celular como se discutié en el numeral
4.2.1.
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Tratamiento

Contenido de
Proteinas (%)

Contenido de

Carbohidratos (%)

Contenido de
Lipidos (%)

AUT 59,63+ 7,432 21,93+2,64° 14,19 + 0,96 "¢
Glyl FT 61,26 +8,31°2 25,64 +1,36° 1194+1,71°
Gly3 FT 66,89 +1,08 2 21,94 +3,50° 11,56 £ 0,92°
Gly5 FT 62,39 + 6,28 2 226+1,71° 14,11 +1,98 ¢
Glyl HT 40,77 £ 5,76 © 38,91+6,3" 16,82 +6,3°
Gly3 HT 35,64 + 1,8 46,03 + 5,49 @ 14,81 + 1,43 "%
Gly5 HT 2037+3,7° 52,32 +1,382 27,29 +2,19°2
Glyl MX 68,11 +8,84 2 19,9,+1,47° 11,63 +1,26°
Gly3 MX 63,92+8,46°% 2445+ 3,2° 11,32 +1,51°
Gly5 MX 68,15+2,22 2289+1,01° 11,77+ 1,24°

Tabla 4-8: Composicibn bioquimica en base seca de P. kessleri en tratamientos
suplementados con glicerol y expuestos a regimenes de crecimiento fotoheterotroéfico,
heterotrofico y mixotréfico. Cada valor es el promedio de tres medidas = desviacion
estandar. Letras diferentes indican diferencia significativa con una confianza del 95% acorde

a prueba de Tukey.

En cuanto a la acumulacién de carbohidratos y lipidos, el ANAVA consignado en el Anexo H
y la Tabla 4-8, indican que los cultivos heterotroficos obtuvieron las mayores acumulaciones
que se incrementan cuando se incrementa la concentracion de glicerol. Es decir, que bajo
este régimen de cultivo, el contenido de proteinas disminuye para dar paso a una
acumulacion de éstas biomoléculas. Retomando la explicacion de Komor &Tanner (1974)
[202], el glicerol inhibe la ruta pentosas, pero se fosforila para transformarse en
gliceraldehido-3-fosfato y seguir activamente la ruta de la gluconeogénesis, incrementando
la sintesis de carbohidratos mediante ciclo de Krebs (Figura 2-7). Los tratamientos en luz no
fueron significativamente diferentes del control, por lo tanto, ni la modalidad autotréfica,

fotoheterotréfica ni mixotrofica promueven su acumulacion.

Para un potencial uso de la biomasa obtenida en procesos de licuefaccion hidrotermal, seria
conveniente el cultivo de P. kessleri en un tratamiento heterotrofico suplementado con 1 g-L°

!, modalidad bajo la cual se obtuvo la mayor acumulacién de lipidos y carbohidratos.



116 Evaluacion del efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la

composicion bioguimica de la microalga Parachlorella kessleri

También es posible utilizar la biomasa obtenida en procesos fermentativos para la obtencién

de bioetanol.

4.3.3 Pigmentos

Durante el andlisis de los resultados se observo una relacion entre la pérdida de color de los
cultivos (que se pudo apreciar a simple vista), y la cantidad de fuente de carbono orgénica
agregada al medio. Sin embargo, el contenido de pigmentos no fue cuantificado debido a
gue segun la bibliografia su contenido es de entre 0,4-4% en las microalgas [5], [100],
cantidad que no es significativa para las posteriores aplicaciones que se pretende dar a la
biomasa obtenida en este estudio. Por lo tanto, se realizara una descripcion cualitativa de

los resultados.

La Figura 4-12 y Figura 4-13 corresponden a fotografias de los tratamientos suplementados
con glucosa y glicerol respectivamente. Estas imagenes se tomaron en el momento en que
cada uno de los cultivos ya habia alcanzado la fase exponencial y se habian extraido
cantidades considerables para hacer andlisis e peso seco o prein6culos de los cultivos
siguientes, por lo cual una marcada disminucién en el volumen de cultivo en la fotografia no

necesariamente es indicio de excesiva evaporacion.

En ellos se observa como los ensayos suplementados con 3y 5 g-L* de glucosa y glicerol
en todos los regimenes de cultivo, presentan tonalidades mas palidas si se compara con el

ensayo control o con aquellos suplementados con 1 g-L™*.
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Figura 4-12: Fotografias de los tratamientos suplementados con glucosa. En estas
fotografias puede evidenciarse los cambios en el color de los cultivos. De izquierda a
derecha las botellas corresponden a: ensayo control o AUT (autotréfico), Glul FT, Glu3 FT,
Glu5 FT, Glul HT, Glu3 HT, Glul MX, Glu3 MX, Glu5 MX.

Figura 4-13: Fotografias de los tratamientos suplementados con glicerol. En estas

fotografias puede evidenciarse los cambios en el color de los cultivos. De izquierda a
derecha las botellas corresponden a: Glyl FT, Gly3 FT, Gly5 FT, Glyl HT, Gly3 HT, Gly5
HT, Glyl MX y Glu5 MX.

Para los tratamientos mixotréficos y fotoheterotroficos esta reduccién de pigmentos es
ligeramente mas marcada mientras se incrementa la concentracion dela fuente de carbono.
Esta observacion concuerda con lo postulado en una gran cantidad de estudios que afirman
gue la adicién de fuentes de carbono organicas a menudo disminuye la produccion de
pigmentos fotosintéticos [78], [184], Narayan et al. (2005) [19] encontré también una
marcada disminucién en el contenido de los pigmentos clorofila a y ficocianina comparando
con el medio control cuando Spirulina platensis crecié en medios con glicerol. Deng et al.
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(2019) [164] explica que esto sucede porque el carbono organico suministrado regula
negativamente la expresion de algunas proteinas que se codifican en el nlcleo. Algunas de
ellas podrian ser proteinas de unién a la clorofila desarrolladas en el fotosistema I
(especificamente la proteina coproporfirina 1ll), incluso la enzima (RuBisCO); y de esta
manera se altera tanto el proceso de absorcion de fotones como la fijacién del carbono
inorganico en el ciclo de Calvin. Ademas este proceso de inhibicién por fuente de carbono
es mitigado a medida que la misma es consumida por la célula, razén que explicaria por qué

no llega a perderse del todo el color verde caracteristico [162]-[164].

Por otro lado, respecto los cultivos en oscuridad suplementado con glicerol donde la
reduccion de los pigmentos es evidente; un estudio cuantifico la cantidad de clorofila que
pierde P. Kessleri cuando es cultivada de manera heterotréfica en glucosa y encontré que el
contenido de clorofila en un cultivo heterotréfico justamente en el tiempo inicial del cultivo
era de 13,1 mg-g?, después de dos dias de crecimiento esa cantidad se redujo a 2,30 mg-g-
1, acompafiado de un cambio en el color del cultivo de verde a amarillento durante el
transcurso del experimento [164]. En ausencia de luz todo el sistema requerido para realizar
la fotosintesis no se desarrolla, los pigmentos colectores de luz no se acumulan y por lo
tanto la célula debe mantenerse netamente mediante la respiracion de la fuente de carbono
organica suministrada. La presencia de glicerol afecta mas negativamente la produccion de
pigmentos que aquellos tratamientos suplementados con glucosa. Esto concuerda con lo
afirmado por Lewitus et al. (1991) [213] quien describe que la presencia de glicerol afecta
negativamente la acumulacion de pigmentos y las estructuras plastidicas mediante la

reduccion el tamafio de los cloroplastos.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Esta investigacién constituye uno de los primeros acercamientos al conocimiento de la
composicion bioquimica de la microalga P. kessleri, utilizando glucosa y glicerol como
fuentes de carbono bajo regimenes de crecimiento auto, fotohetero, mixo y heterotréfico.
Esta exploracién es importante porque durante mucho tiempo esta especie fue confundida
con otras especies del género Chlorella que pudo haber generado una colecta de

informacién equivocada en cuanto a su comportamiento y composicion bioquimica.

Bajo las condiciones de cultivo estudiadas, se demostré que tanto el régimen de cultivo
como la fuente de carbono orgéanica (glucosa o glicerol) o inorganica (CO.) influyen en el

crecimiento y la composicién bioquimica de la microalga Parachlorella kessleri.

Utilizando glucosa como fuente de carbono, hay una relacion directa entre el crecimiento de
la microalga y el contenido de glucosa para los regimenes fotoheterotréfico y heterotrofico,
pero no para el mixotrofico. Los mayores incrementos en la biomasa se obtuvieron con los
tratamientos fotoheterotréficos y heterotréficos suplementados con 5 g-L* de glucosa, en los
cuales el nimero de células incrementé desde aproximadamente 1-10° células-mL? hasta

7,7y 9,7 -107 células-mL, lo anterior en un tiempo de cultivo de 5 dias.

El buen desempefio en condiciones de oscuridad es un indicador de posibles ahorros en
costos, gracias a que se elimina la necesidad de suministro de iluminacion lo que se traduce

en ahorro energético.
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En los cultivos con glicerol hay un incremento en la velocidad de crecimiento con respecto al
control (autotréfico) pero el aumento de la concentracion de glicerol no estimula el

crecimiento de la microalga.

La estrategia de cultivo mixotroéfica fue la mas eficiente en cuanto a la remocion de la fuente
de carbono organica para todos los tratamientos en glicerol, lo cual la hace promisoria para
procesos en los cuales se requiera remover este tipo de fuentes del carbono del medio sin

necesariamente esperar altos rendimientos de biomasa.

La condicion de cultivo mas promisoria en la cual Parachlorella kessleri present6 la menor
cantidad de proteinas (18.29%) y aumento la cantidad de carbohidratos (46.01%) y lipidos
(24%) fue aquella suplementada con 5 g-L* de glicerol y expuesta a condiciones de
oscuridad.

Se observé que P. kessleri bajo estudio fue alta productora de carbohidratos bajo las
condiciones aqui tratadas, lo cual la posiciona como candidata a procesos de produccién de

bioetanol.

El aumento en la concentracion de la fuente de carbono promueve el incremento en la
concentracion de moléculas de almacenamiento como lipidos y carbohidratos y la

disminucién de las proteinas.

5.2 Recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos de esta investigacion, la cepa de P. kessleri bajo

estudio podria ser usada para procesos fermentativos de los cuales se obtenga bioetanol.

Optimizar las condiciones de cultivo con glicerol para promover mayores rendimientos

celulares sin que se vea afectada la acumulacion de lipidos.
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Profundizar el estudio utilizando concentraciones de glucosa y glicerol mayores a 5 g-L*
para observar la evolucion en la acumulacion de lipidos y carbohidratos.

Realizar el cultivo de P. kessleri utilizando glicerol crudo proveniente de la transesterificacion
de acidos grasos siempre y cuando se haga una adaptacion adecuada de la microalga a su

uso.

Se recomienda complementar la investigacién aqui expuesta con la realizacion del analisis
del perfil de acidos grasos de la microalga con el fin de explorar como afectan las

condiciones de cultivo a la relacién de 4cidos grasos saturados e insaturados.

Verificar continuamente la calibracion de los equipos del laboratorio con el fin de obtener

resultados confiables.
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A. Anexo: Composicion del medio BBM.

Concentracion en la Concentracion en el

Cédigo solucion patrén Nombre solucién patrén Componente i - Volumen a adicionar (mL) .
solucién patrén medio final
Agua Agua destilada y desionizada H,O [] 936 []
9 9 Y 2 (c.s.p. 1000 mL)
SP-1 Nitrato de sodio NaNO; 25,00 g-L* 10 2.94-10 mol-L*
SP-2 Sulfato de Magnesio MgSO, 7,50 g-L*? 10 3,04-10>4moI-L'1
SP-3 Cloruro de sodio NacCl 2,50 g-L? 10 4,28-10>4m0I-L'1
SP-4 Fosfato monoécido de Potasio KoHPO, 7,50 g-L*? 10 4,31-10>4m0I-L'1
SP-5 Fosfato diacido de potasio KH,PO, 17,50 g-L*? 10 1,29-10>3m0I-L'1
SP-6 Cloruro de calcio CaCl,-2H,0 2,50 g-L? 10 1,70-10>4m0I-L'1
ZnS0,-7H,0 8,82 g-L*? 3,07-10-5m0I~L'1
MnCl,-4H,0 14497 7,28:10 mol-L!
SP-7 Metales traza MoO, 0,71 g-Lt 1 4,93-10 mol-L*
CuSO, - 5H,0 1,57 g-L? 6.29-10 mol-L*
Co(NO3),-6H,0 0,49 g-L* 1,68-10 mol-L™
SP-8 Solucién de boro HsBOs 11,42 gLt 1 1,85-10 mol-L™
EDTA-Na. 50,00 g-L! 10 ‘mol-Lt
SP-9 Solucién EDTA Alcalina 2 9 1 171 10_4m0| L

KOH 31,00 g-L* 5,53-10 mol-L*
. . -1 -5 -
SP-10 Solucién &cida de Hierro FeSO. 7H20 498 gL 1 1,79:10 mol-L™

H,SO. (98%) ImLL? -

Tabla A-1: Composicién del medio BBM [232]
Nota 1: Adicione las soluciones patron a aproximadamente 850 mL de agua en el orden sefialado y con agitacion y espere a que cada una se disuelva completamente antes de

agregar la siguiente. Finalmente afiada el agua restante hasta completar 1000 mL.

Nota 2: Todas las soluciones patron (excepto la SP-7) pueden ser almacenadas sin esterilizar a 4°C en recipientes de vidrio. Para preparar la solucién patréon SP-7, disuelva cada
componente después del otro; puede necesitar esterilizacion en autoclave para lograr disolucion total. Esta solucion no debe ser almacenada en recipientes de vidrio sino en
recipientes de teflén o policarbonato para evitar que el metal se adsorba en la superficie del contenedor. Almacene a 4 °C.

Nota 3: El pH final del medio BBM antes de esterilizar deberia estar entre 6,4 y 6,8 y la conductividad alrededor de 1400 puS-cm. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 30 min.
Esperar 24 h antes de inocular o airear por un periodo suficiente (~1 h) antes de inocular para ajustar equilibrio gaseoso del medio.

Nota 4: Para preparar agar BBM, se parte del medio BBM y se le adiciona Agar-Agar en concentracion de 10 a 13 g-L .
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B. Anexo: Método conteo de microalgas por

camara de Neubauer

Materiales:
e Camara de conteo de Neubauer
e Centrifuga (Hettich Zentrifugen ROTOFIX 32)
e 2 pipetas 1000 pL
e 1 pipeta 200 pL
e Microscopio con camara incorporada (OMAX A35140U)
e Cabina de flujo laminar

e Tubos de centrifuga de 50 mL

Reactivos:
e Medio de cultivo BBM fresco (100 mL aprox.)

e Muestra de cultivo de microalga Chlorella vulgaris (80 mL aprox.)

Tomay preparacion de la muestra:
De un cultivo de microalgas, en la cabina de flujo laminar, tomar una muestra de 100 mL
en dos tubos de centrifuga de 50 mL. El cultivo debe agitarse antes de tomar la muestra

para que sea homogénea.

Para tener un amplio espectro de concentraciones, las muestras tomadas del cultivo se
concentran por centrifugacion a criterio del investigador, eliminando el sobrenadante y

mezclando las dos muestras precipitadas.

La microalga concentrada debe resuspenderse en agua destilada, centrifugarse y
eliminar el sobrenadante, con el fin de reducir las sales precipitadas del medio y asi
disminuir el ruido que estas ocasionan cuando se realiza el conteo. Este procedimiento

debe repetirse minimo 5 veces.
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Una vez terminado el lavado de la microalga este debe resuspenderse nuevamente en

medio fresco BBM previamente centrifugado.

Conteo celular en Camara de Neubauer:

1. Separar el cultivo concentrado en tres muestras, cada una con volumen
aproximado de 10 mL (replicas) en tubos de centrifuga de 15 mL. Antes de
separar el cultivo se debe agitar para evitar la sedimentacion de las microalgas y
garantizar que las tres muestras sean estadisticamente iguales. Nombre de las
muestras R1, R2 y R3.

2. Con una pipeta (200 pL) tomar 30 pL de la muestra R1; agitar varias veces con la
pipeta para evitar sedimentacion antes de tomar la muestra.

3. Colocar aproximadamente 2 gotas sobre la cuadricula de la cAmara de Neubauer
(Figura B-1)

Figura B-1. Esquema de la camara de

(i

Neubauer, donde se representa la ubicacién de

las dos cuadriculas.

4. Colocar el cubre objetos sobre la camara evitando la aparicion de burbujas y que
el liguido se desborde; si esto llega a suceder, lavar y volver a repetir desde el
paso 2.

5. Poner al microscopio la camara y enfocar hasta que las células se vean nitidas a
objetivo 10x

6. Ubicar el cuadro grande 1 (Figura B-2) y tomar una foto; asegurarse que quede

enfocado y nitido todo el cuadro.
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Figura B-2 Cuadricula de una camara de Neubauer

7. Tomar las fotos para los tres cuadros restantes marcados como (1) en la Figura
B-2 y tomar las fotos (4 fotos en total).

Nomenclatura de las fotos: Rx-y. Donde “x” corresponde al numero de la réplica y “y” al

cuadrante de la camara (Figura B-3). Por ejemplo, R1-3 corresponde a la foto del
cuadrante 3 de la réplica 1.

. . Figura B-3. Numeracion de cada uno de los

cuadrantes de la camara de Neubauer. En la

imagen se resalta el cuadrante correspondiente

a una foto Rx-3; donde “x” corresponde al

namero de la réplica que se esté analizando.

8. Retirar la camara, lavar y secar. Repetir los pasos de 1 -7 para la muestras R2 y
R3 (réplicas de la medicién) (12 fotos en total)

9. Una vez se tengan las fotos, realizar el conteo de todas las células que se
encuentran dentro de cada cuadrante, como sigue:
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Las células se cuentan en zigzag siguiendo la Figura B-4.
b. Cada cuadrante esta delimitado por una linea triple, para el conteo solo se

tendra en cuenta la segunda linea de cada borde (Figura B-4)

Figura B-4. Esquema de conteo de los cuadros

de un cuadrante de la camara de Neubauer.

lineas intensas de la figura, correspondientes a

la segunda linea de delimitacion de cada

cuadrante. Cada uno de los cuadros de un

1 Para el conteo se tendrdn como limites las

cuadrante se enumera siguiendo el zigzag

c. Las células que toquen o estén por dentro de la segunda linea superior e

izquierda se cuentan (Figura B-5)

Figura B-5. Representacion del conteo

de células que tocan lineas superiores e

izquierdas. En negro, las células que se

cuentan dentro del cuadro 1 (13 células);
en gris las células que se cuentan dentro

del cuadro 2 (9 células); y en blanco, las

células que no hacen parte del conteo.

d. Las células que toquen la segunda linea derecha o inferior no se tienen en
cuenta en el conteo (Figura B-6)

Figura B-6. Representacion del conteo

de células que tocan lineas inferiores y

derechas. En gris, las células que se

cuentan dentro del cuadro 13 (10

células); en negro las células que se

cuentan dentro del cuadro 14 (11
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células); y en blanco, las células que no hacen parte del conteo.

e. Los cluster de células se cuentan como una unidad (Figura B-7).

Figura B-7. Representacion de un cluster
de células. En la figura se cuentan 9

células.

f. Sélo se cuentan las células. La presencia de otras sustancias, como sales,
polvo, etc., no se deben contar (Figura B-8).

- . Figura B-8. Representacion de
. @ . sustancias que no se deben confundir

y contar como células. En la figura se

'f. . cuentan 9 células.
0 ®

~

10. Anotar el nimero de células contadas para cada foto y llenar la Tabla B-1.

Tabla B-1. Conteo celular para la muestras R1, R2 y R3

9]
c
)
o
o

R1.1 |R1.2 |R1.3 |R14 | R21 | R22 | R23 | R24 | R3.1 | R3.2 | R3.3 | R34

O 0 NO 0T W N -
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11. Para el célculo de la concentracion aplicar la formula:

cel) namero de células

Concentracién (—

mlL volumen (mlL)

Donde el volumen de un cuadrante = 0,0001 mL
12. Calcular el promedio, la desviacién estandar y el coeficiente de variacién para

todas las muestras.
Tabla B-2. Resumen del conteo celular

Promedio Desviacién %CV

Referencias
[1] Celoromics. “Guia de conteo celular’. En linea. Ultimo acceso: 7 de junio de 2016.
http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-

Neubauer.pdf.
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C. Anexo: Determinacion de glucosa en

cultivos de microalgas.

Principio del método

El 4cido 3,5-dinitrosalicilico reacciona con el grupo aldehido terminal de la glucosa, el
cual le confiere caracteristicas reductoras. La glucosa reduce el acido 3,5-dinitrosalicilico
en medio alcalino formando acido 3-amino-5-nitrosalicilico, un compuesto aromatico con
maxima absorcién a 540 nm y que posee un caracteristico color anaranjado. La densidad
Optica del color producido es directamente proporcional a la cantidad de glucosa en la

solucion [236]—-239]. La figura C-1 esquematiza la reaccion.
HC. O

\( O\/H HD\(O O\/OH

—1+—0OH —1—0H

OH
_I_ HO—— _I_ HO——

o /o —1—OH o 1 on
\IH 'ﬁ ——©H \Iﬂl NH; —1—oH
g o CH,0H o CH:0H

Acido 3,5-dinitrosalicilico Glucosa Acido 3-amino-5-nitrosalicilico  Acido glucénico

Figura C-1: reaccién de la glucosa con el acido 3,5-dinitrosalicilico [240].

Materiales
- Tubos de reaccién tipo Eppendorf® de 2,0 mL.
- Bal6n aforado con capacidad para 5 mL.
- Puntas para micropipetas de 10, 100 y 1000 pL.
- Microplaca de 96 pozos transparente sin tapa.
- Gradilla para Eppendorf® 2,0 mL.
- Espatula, equipo personal de seguridad (guantes, gafas, bata de laboratorio, tapa
bocas)
- Toallas de papel absorbente.
- Papel filtro Whatman #1.
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- Embudo.
- Frasco ambar de 10 mL.

- Termometro.

Reactivos
- Glucosa (Panreac ®)
- Acido 3,5-dinitrosalicilico (Sigma)
- Agua destilada desionizada
- Tartrato de sodio y potasio (Merck ®)
- Hidréxido de sodio (Merck ®)
- Hielo

Equipos
- Balanza analitica AB204 (Mettler Toledo)
- Juego de micropipetas de rangos de 20 a 200 yL y 100 a 1000 L.
- Espectrofotébmetro Cytation 3 (BioTek®).
- Plancha de calentamiento.

- Cronoémetro.

Preparacion de soluciones:

Reactivo DNS:

Para preparar 10 mL de reactivo DNS, en un bal6n aforado agregar 2 mL de agua
destilada desionizada; 0,1 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico; 0,3 gramos de tartrato de sodio
y potasio y 0,16 gramos de hidroxido de sodio, mezclar en voOrtex hasta disolver
completamente, aforar, filtrar, transferir a un recipiente ambar y almacenar en oscuridad a

temperatura ambiente.

Patron de calibracion:
Pesar aproximadamente 0,5 gramos de glucosa, registrar el peso en la bitacora de
laboratorio, disolver con 20 mL de agua destilada desionizada y aforar a 100 mL para

obtener una solucién de glucosa de concentracién 5 g-L™.
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Preparacion de la curva de calibracion

En un ensayo tipico, en un tubo de reaccién de 2 mL, se lleva a cabo la siguiente

metodologia por triplicado:

Agregar el volumen de patron de calibracion y de agua especificados en la Tabla C-1,

con ayuda de una micropipeta.

# Patron (uL) Agua (uL)
1 500 0

2 450 50
3 400 100
4 350 150
5 300 200
6 250 250
7 200 300
8 150 350
9 100 400
10 50 450
Blanco 0 500

Tabla C-1: Mezclas para la elaboracion de estdndares de la curva de calibracién para

determinacion de glucosa.

Transferir 100 pL de cada una de las mezclas de la Tabla C-1 a nuevos tubos de
reaccion y marcar segun corresponda para identificarlos.

Agregar a cada uno de ellos 100 pL de reactivo DNS.

La reaccion inicia cuando los tubos de reaccion con la mezcla son calentados a
100 °C. Esta temperatura debe ser mantenida durante 5 minutos.

Al cumplir el tiempo, detener la reaccion mediante choque térmico en hielo.
Agregar 300 pL de agua destilada desionizada y mezclar en vortex, las muestras
pueden ser almacenadas en la nevera hasta el momento de su lectura que en

todo caso no debe ser superior a 24 horas.
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Para realizar la lectura de la absorbancia de las muestras, se debe encender el
equipo Cytation 3 (BioTek®) y precalentar a 25 °C.

Cuando se alcance la temperatura, leer la absorbancia a 540 nm de una placa de
96 pozos vacia y sin tapa y utilizar aquellas celdas donde la absorbancia leida
sea menor que 0,08, guardar registro de las absorbancias de los pozos vacios.
Depositar en cada pozo de la placa 100 pyL de cada una de las mezclas de
reaccion

Leer la absorbancia a 540 nm a 25 °C.

Restar a las absorbancias de la muestra y el blanco, las absorbancias dadas por
la caja vacia.

Restar a las lecturas de las absorbancias de las muestras, la lectura de
absorbancia del blanco.

Finalmente se elabora la grafica concentracién de glucosa (g-L*') vs. Absorbancia

promedio, la cual debe ser una linea recta con un coeficiente de correlacion mayor o

igual a 0,99. Se calcula la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (%CV) para

cada punto de la gréfica (Figura C-2).

El contenido de glucosa en el medio de cultivo se determina a partir de la curva de

calibracion elaborada previamente, por medio de la siguiente férmula:

Donde:

x = Concentracion de glucosa en el medio en g-L*.
y = Promedio de las absorbancias de las muestras (restando el blanco) a 540 nm.
b = intercepto de la curva de calibracion.

m = pendiente de la curva de calibracién (g-L?).
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1.8 4

1,6 ®
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1,2 4
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DO 540 nm
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Concentracion de glucosa (g-L-1)

Figura C-2: Curva de calibracion Absorbancia a 540 nm en funcién de la cantidad de

glucosa en el medio de cultivos, n=3, Barra error: 1 Desv. Estandar

De esta manera la curva de calibracién que se ajust6 es la descrita por la Ecuacion C-1,
donde X es la concentracién de glucosa (g-L™t) y DOs40 es la densidad éptica leida a 540

nm.

_ D0540-0,0178
0,3552

X R? = 0.9947 Ecuacién C-1

Cuantificacion de glucosa en el medio de cultivo

- Centrifugar cada una de las alicuotas extraidas diariamente del cultivo durante 5
minutos a 2500 x g.

- Transferir 100 pL del sobrenadante a un nuevo tubo de reaccion tipo Eppendorf y
marcar segun corresponda para identificarlos.

- Agregar a cada uno de los tubos de reaccion 100 pL de reactivo DNS.

- Incluir en el ensayo un blanco de reactivos (100 pL de medio BBM con 100 pL de
reactivo DNS).
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- Calentar los tubos durante 5 minutos a 100 °C.

- Detener la reaccién mediante choque térmico en hielo.

- Agregar 300 uL de agua destilada desionizada y mezclar en vértex.

- Medir la absorbancia a 540 nm a 25°C.

- Aplicar la Ecuacién C-1 para hallar la concentracion de glucosa en la muestra

estudiada.
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D. Anexo: Determinacion de glicerol en

cultivos de microalgas.

Principio del método

Para monitorear el consumo de glicerol en cultivos de microalgas se adaptd la
metodologia propuesta por Horstkotte et al. [241]. El método estd basado en las
reacciones de Malaprade y Hantzsch. En un primer paso, el glicerol es oxidado con
metaperyodato de sodio para obtener formaldehido y &cido férmico. La Figura D-1

esquematiza esta reaccion:
OH

Ho _O 0
OH + 210, —> 2 \]4 + 210, + f’ + H0
H OH
OH

Figura D-1: Esquema de la reaccién de Malaprade. Tomado de Kuhn [242].

El siguiente paso es hacer reaccionar el formaldehido con acetilacetona y acetato de
amonio que forman un complejo coloreado llamado 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina (DDL)
(reaccion de Hantzsch), que puede ser detectado en un espectrofotometro a una longitud
de onda de 410 nm; la figura D-2 esquematiza este proceso.

H 9] o) 0
CHj \f G 3H0 |
H i HyC CHy
o} + 0 |
HyC” N7 CH,
0 CHa NH; H,C 0] H

Figura D-2: Esquema de la reaccion de Hantzsch. Tomado de Kuhn [242].
Interferencias
El método puede verse afectado por restos de jabon provenientes del lavado de material.

Se recomienda el uso de material nuevo para su desarrollo o perfectamente lavado.
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Materiales
- Microplaca de 96 pozos transparente sin tapa.
- Gradilla para Eppendorf® 2,0 mL.
- Espatula, equipo personal de seguridad (guantes, gafas, bata de laboratorio, tapa
bocas)
- Toallas de papel absorbente.
- Frasco &mbar de 10 mL.
- Reactivos
- Glicerol 95% (J.T. Baker)
- Agua desionizada
- Acetato de Amonio (Merck)
- Acido acético glacial (MallinKrodt)
- Metaperyodato de sodio (Merck)
- Acetilacetona (Sigma)
- Medio Basal Bold para cultivo de microalgas (Anexo A)
- Fosfato de potasio monobasico (Merck)

- Fosfato de potasio dibasico (Merck)

Equipos
- Balanza analitica AB204 (Mettler Toledo)
- Juego de micropipetas de rangos de 20 a 200 yL y 100 a 1000 pL.
- Espectrofotémetro Cytation 3 (BioTek®)

- Cabina de extraccion de gases

Preparacion de soluciones:

o Buffer fosfatos 0,1 M pH 6:
Para la preparacion de esta solucion tampén, se siguioé la metodologia descrita en el
portal web AAT Bioquest® [243]:
- Para preparar 1L de solucién tampdn medir 800 mL de agua en un recipiente
volumétrico.
- Agregar 2,405 g de Kz:HPO..
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- Agregar 11,73 g de KH2PO..

- Mezclar para disolver las sales y medir pH. Ajustar el pH con K;HPO, si se
requiere basificar o KH2PO4 si es necesario acidificar.

- AforarallL.

e Reactivo I:
Debera contener los siguientes reactivos en las concentraciones indicadas:
- Acetilacetona: 0,2% v/v
- Acetato de amonio: 2 Molar
- Buffer fosfato: 4 mM
- Acido acético glacial 0,3% viv

Para preparar 5 mL de reactivo I, en un balén aforado agregar 2 mL de agua destilada
desionizada. Agregar 0,7708 gramos de acetato de amonio y mezclar por agitacion hasta
observar la disolucién de la sal. En una cabina de extraccién de gases agregar 10 pL de
acetilacetona, 200 pL de buffer fosfatos 0,1 M, 15 pyL de acido acético glacial, aforar y
mezclar por agitacion. Transferir a un recipiente ambar, mezclar en vértex durante 60

segundos, y almacenar en oscuridad a temperatura ambiente.

e Reactivo Il
Para preparar 5 mL de reactivo Il, en un balén aforado agregar 2 mL de agua destilada
desionizada. Agregar 0,1 gramos de metaperyodato de sodio. Aforar y mezclar por
agitacion. Transferir a un recipiente dmbar, mezclar en vortex durante 60 segundos, y

almacenar en oscuridad a temperatura ambiente.
NOTA: el buffer fosfato es estable hasta por seis meses si se almacena a temperaturas
de -20 °C; se recomienda distribuir en alicuotas y descongelar solamente las que vayan a

ser utilizadas. Los reactivos | y Il son estables hasta por 5 dias.

Patrén de calibracion:
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Pesar aproximadamente 0,526 gramos de glicerol al 95% de pureza, registrar el peso en
la bithcora de laboratorio. Disolver con 20 mL de agua destilada desionizada y aforar a

100 mL para obtener una solucién de glicerol de concentracién 5 g-L™2.

Preparacion de la curva de calibracion:
En un ensayo tipico, en un tubo de reaccién tipo Eppendorf de 2 mL, se lleva a cabo la
siguiente metodologia por triplicado:

Agregar el volumen de patrén de calibracién y de agua especificados en la Tabla D-1,
con ayuda de una micropipeta.

# Patréon (uL) Agua (uL)
1 500 0

2 450 50
3 400 100
4 350 150
5 300 200
6 250 250
7 200 300
8 150 350
9 100 400
10 50 450
Blanco 0 500

Tabla D-1: Mezclas para la elaboracion de estandares de la curva de calibracién para

determinacion de glicerol.

- Encender el equipo Cytation 3 (BioTek®) y precalentar a 44 °C.

- Cuando se alcance la temperatura, leer la absorbancia a 410 nm de una placa de
96 pozos vacia y sin tapa y utilizar aquellas celdas donde la absorbancia leida
sea menor que 0,08; guardar registro de las absorbancias de los pozos vacios.

- Depositar en cada celda 32 pL de cada una de las mezclas de reaccion y agregar

20 pL de agua desionizada.
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Agregar 50 pL de Reactivo y mezclar con la micropipeta tres veces.

Colocar la placa al equipo Cytation 3 (BioTek®) y adicionar 25 uL de Reactivo Il y
mezclar 3 veces con la micropipeta. Este paso debe hacerse de forma répida
puesto que la absorbancia deberd ser leida a 410 nm a 44 °C entre el tiempo
1:15” y 1:40” después de adicionar el reactivo Il.

Restar a las absorbancias de la muestra y el blanco, las absorbancias dadas por
la caja vacia.

Restar a las lecturas de las absorbancias de las muestras, la lectura de

absorbancia del blanco.

Finalmente se elabora la grafica concentracién de glicerol g-L** vs. Absorbancia

promedio, la cual debe ser una linea recta con un coeficiente de correlacion mayor o

igual a 0,99. Se calcula la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (%CV) para

cada punto de la gréfica.

El contenido de glicerol en el medio de cultivo se determina a partir de la curva de

calibraciéon elaborada previamente, por medio de la siguiente férmula:

Donde

x = Concentracion de glicerol en el medio en g-L?.

y = Promedio de las absorbancias de las muestras (restando el blanco) a 410 nm.
b = intercepto de la curva de calibracion.

m = pendiente de la curva de calibracién (g-L7?).
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Concentracion de glicerol (g-L?)
Figura D-3: Curva de calibracion Absorbancia a 410 nm en funcién de la cantidad de

glucosa en el medio de cultivos, n=3, Barra error: 1 Desv. Estandar

De esta manera la curva de calibracion que se ajust6 es la descrita por la Ecuaciéon D-1,
donde X es la concentracion de glicerol (g-L ™) y DOuio es la densidad éptica leida a 410

nm.

_ D0410-0,0229
o 0,1281

X R? = 0.9951 Ecuacién D-1

Cuantificacion de glicerol en el medio de cultivo
- Centrifugar cada una de las alicuotas extraidas diariamente del cultivo durante 5
minutos a 2500 x g.
- Transferir 32 pL del sobrenadante a una celda de una placa de 96 pozos.
- Llevar a cabo la adicion de reactivos segun como se describe en la seccion
“Preparacion de la curva de calibracion”.
- Incluir en el ensayo un blanco de reactivos.

- Medir la absorbancia a 410 nm a 44 °C entre el tiempo 1’:15” y 1:40” después de
adicionar el reactivo .
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E. Anexo: Determinacion del contenido de

proteinas en microalgas.

Principio del método

La metodologia propuesta por el método Bradford [220] determina indirectamente el
contenido de proteina en una muestra. El método se basa en la utilizacion del azul
brillante de Coomassie, un compuesto catidnico inestable de color marron-rojizo. El
reactivo se encuentra disuelto en medio acido para facilitar que las proteinas cargadas
positivamente reciban un par de electrones del azul de Coomasie, ambos compuestos se
unen mediante enlaces ionicos y fuerzas de Van de Waals. Cuando el colorante se une a
las proteinas presentes, las moléculas del azul de Coomasie se estabilizan y se torna a
un color azul, la maxima absorbancia del complejo se da a 595 nm, siendo la intensidad

de color directamente proporcional al contenido de proteina.

Materiales

- Tubos de reaccién tipo Eppendorf® de 2,0 mL
- Balén aforado con capacidad para 100 mL

- Balén aforado con capacidad para 1000 mL

- Vaso de precipitado de 500 mL

-Puntas para micropipetas de 10, 100 y 1000 pL
-Microplaca de 96 pozos transparente sin tapa
-Gradilla para Eppendorf® 2,0 mL

-Espéatula

- Platos para pesaje

- Equipo personal de seguridad (guantes, gafas, bata de laboratorio, tapa bocas)
- Papel filtro Whatman #1

- Embudo de vidrio
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- Frasco ambar de 50 mL

Reactivos
- Microalga liofilizada
- Reactivo de Bradford (Dye Reagent Concentrate kit Bio-Rad® Protein Assay)
- Albumina
- Cloruro de Sodio
- Cloruro de Potasio
- Fosfato de sodio dibasico
- Fosfato monobésico de potasio

- Agua destilada desionizada

Equipos
- Balanza analitica AB204 (Mettler Toledo)
- Juego de micropipetas de rangos de 20 a 200 uL y 100 a 1000 uL
- Espectrofotometro Cytation 3 (BioTek®)

Preparacion de soluciones

e Patron de calibracidn: Pesar aproximadamente 0,130 gramos de albumina,

registrar el peso en la bithcora de laboratorio, disolver con 20 mL de agua
destilada desionizada y aforar a 100 mL para obtener una solucién de albumina

de concentracion 1,3 mg-mL™.

o Buffer Phosphate Buffered Saline (PBS): en un vaso de precipitado con

capacidad de 500 mL agregar los reactivos en las siguientes cantidades: NaCl:
8,06 g; KCI: 0,22 g; NapHPOu.: 1,15 g; KH2PO.: 0,2 g. Disolver con 100 mL de

agua y aforar a 1000 mL.

e Reactivo de Bradford diluido: Preparar una solucién de reactivo de Bradford

diluyendo 1 parte de reactivo en 4 partes de agua destilada desionizada. Filtrar y

almacenar en frasco ambar.
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Preparacion de la curva de calibracion
En un ensayo tipico, en un tubo de reaccién de 2 mL, se lleva a cabo la siguiente

metodologia por triplicado [244]:

- Agregar el volumen de patrén de calibracion y de agua especificados en la Tabla
E-1, con ayuda de una micropipeta a tubos de reaccién tipo Eppendorf®

debidamente rotulados.

Conc. final aproximada de

# Volumen de Agua  Volumen de patrén _
albdmina (mg/mL)

1 1000 0 0,000
2 962 38 0,05
3 923 77 0,10
4 885 115 0,15
5 846 154 0,20
6 808 192 0,25
7 769 231 0,30
8 731 269 0,35
9 692 308 0,40

Tabla E-1: Mezclas para la elaboracién de estandares de la curva de calibracion para

determinacion de proteinas.

- Encender el equipo Cytation 3 (BioTek®) y precalentar a 25 °C.

- Cuando se alcance la temperatura, leer la absorbancia a 595 nm de una placa de
96 pozos vacia y sin tapa y utilizar aquellas celdas donde la absorbancia leida
sea menor que 0,08, guardar registro de las absorbancias de los pozos vacios.

- Depositar en cada celda 10 uL de cada una de las mezclas de reaccion.

- Agregar 200 pL de reactivo de Bradford diluido y mezclar 3 veces con la
micropipeta.

- Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos y leer la absorbancia a 595 nm

a 25 °C. El compuesto coloreado es estable por 1 hora.
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- Restar a las absorbancias de la muestra y el blanco, las absorbancias dadas por
la caja vacia.
- Restar a las lecturas de las absorbancias de las muestras, la lectura de

absorbancia del blanco.

Finalmente se elabora la gréafica concentracion de proteina total mg-mL™ vs. Absorbancia
promedio, la cual debe ser una linea recta con un coeficiente de correlacion mayor o
igual a 0,99. Se calcula la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (%CV) para

cada punto de la gréfica.
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Figura E-1: Curva de calibracion Absorbancia a 595 nm en funcion de la cantidad de

proteina. n=3, Barra error: 1 Desv. Estandar

De esta manera la curva de calibracion que se ajusté es la descrita por la Ecuaciéon E-1,
donde X es la concentracion de proteinas (mg-mL™) y DOses es la densidad 6ptica leida a
595 nm.

_ DO395-0,0017
o 0,6696

X R? = 0.992 Ecuacion E-1
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Cuantificacion de proteina algal

- Las muestras obtenidas del rompimiento mediante sonicaciéon deben ser
centrifugadas y los sobrenadantes transferidos a nuevos Eppendorf debidamente
identificados.

- Empleando una micropipeta, transferir 10 uL de los sobrenadantes a celdas de
una placa de 96 pozos. Incluir un blanco de reactivos (buffer PBS).

- Agregar a cada muestra 200 pL de reactivo Bradford.

- Medir la absorbancia de las muestras a 595 nm a 25 °C.

El contenido de proteina de la microalga se determina a partir de la curva de calibracion
elaborada previamente, por medio de la siguiente formula:

_y—b
_m

X

Donde

x = Concentracion de proteina de la microalga en mg-mL™.

y = Promedio de las absorbancias de las muestras (restando el blanco) a 595 nm.
b = intercepto de la curva de calibracion.

m = pendiente de la curva de calibracién (mg-mL™).

Si dado el caso, la absorbancia de alguna de las muestras se encuentra fuera del rango
de las absorbancias de la curva de calibracion se debe realzar una dilucion de la
muestras empleando el buffer PBS y ese factor de dilucién debe ser tenido en cuenta

dentro del célculo de la concentracidn total de proteina de la microalga.
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F. Anexo: Determinacion del contenido de

carbohidratos

Principio del método

La determinacién de carbohidratos en biomasa microalgal se realiza siguiendo el método
descrito por DuBois [221]. El método detecta todas las clases de carbohidratos incluidos
los monos, di, oligo y polisacaridos. Aunque el método detecta casi todos los
carbohidratos, la capacidad de absorcion de los diferentes carbohidratos varia. Por lo
tanto a menos que se sepa que una muestra contiene solo un carbohidrato, los

resultados deben expresarse en términos de un carbohidrato de referencia.

En este método el &cido sulfarico concentrado descompone los polisacéaridos,
oligosacéridos y disacaridos en monosacaridos. Las pentosas (azucares de 5 carbonos)
luego se deshidratan a furfural y las hexosas (compuestos de 6 carbonos) a hidroximetil
furfural. Estos compuestos se condesan con ellos mismos o compuestos fendlicos para
producir complejos de color oscuro. ElI complejo desarrollado absorbe la luz y la
absorbancia es proporcional a la concentracibn de azlcar de una manera lineal, la

maxima absorbancia se observa a 485 nm.

OH

(o | O, HO
0
H,SO / \
s - — -
OH OH OH
Glucosa Hidroximetilfurfural Fenol 80 % p/p
( J | enexceso
T |
Deshidratacién de los azlicares Formacion de complejos fenélicos

Figura F-1: Mecanismo de reaccién del método fenol-sulftrico para glucosa [245].

Materiales
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- Tubos de reaccién tipo Eppendorf® de 2,0 mL
- Bal6n aforado con capacidad para 100 mL

- Puntas para micropipetas de 10, 100 y 1000 L
- Microplaca de 96 pozos transparente sin tapa

- Gradilla para Eppendorf® 2,0 mL

- Espatula

- Platos para pesaje

- Equipo personal de seguridad (guantes, gafas, bata de laboratorio, tapa bocas)
- Reactivos

- Microalga liofilizada

- Acido sulfurico concentrado 98% (Panreac ®)

- Fenol (Baker ®)

- D-glucosa (Panreac ®)

- Agua destilada desionizada

Equipos
- Balanza analitica AB204 (Mettler Toledo)
- Juego de micropipetas de rangos de 20 a 200 uL y 100 a 1000 pL
- Espectrofotémetro Cytation 3 (BioTek®)
- Agitador tipo vortex SBS100 (Select Bioproducts®)
- Microcentrifuga Z-233 M-2 (Hermle®).

- Cabina de extraccion de gases

Preparacion de soluciones

e Patrén de calibracidon: Pesar aproximadamente 0,1 gramos de glucosa, registrar el

peso en la bitacora de laboratorio, disolver con 20 mL de agua destilada desionizada y

aforar a 100 mL para obtener una solucién de glucosa de concentracién 1,0 mg-mL™.

e Solucion de fenol 80% p/p: En un vaso de precipitado pesar 8,0 gramos de fenol en

un frasco ambar y agregar 2,0 gramos de agua destilada, disolver el fenol agitando
fuertemente, transferir a un frasco d&mbar y almacenar a temperatura ambiente en

oscuridad.
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Preparacion de la curva de calibracion:
En un ensayo tipico, en un tubo de reaccién de 2 mL, se lleva a cabo la siguiente

metodologia por triplicado:

Agregar el volumen de reactivos especificados en la Tabla F-1, con ayuda de una
micropipeta a tubos de reaccion tipo Eppendorf® debidamente rotulados.

En una cabina de extraccién agregar 100 pL de la solucion de fenol al 80% y agitar
fuertemente en vortex durante 60 segundos.

Adicionar 500 uL de &cido sulfarico concentrado y agitar fuertemente en vértex durante
60 segundos.

Dejar enfriar a temperatura ambiente y en completa oscuridad. EI compuesto coloreado
gue se forma es estable por 36 horas.

# Volumen de Agua Volumen de patrén Fenol (uL) H2SO4 (uL)
1 100 5 100 500
2 95 10 100 500
3 90 15 100 500
4 85 20 100 500
5 80 25 100 500
6 75 30 100 500
7 70 35 100 500
8 65 40 100 500
9 60 45 100 500
Blanco 105 0 100 500

Tabla F-1: Mezclas de reaccion para la elaboracion de la curva de calibracion para

determinacién de carbohidratos.

Para medir la absorbancia de cada muestra, se sigue los siguientes pasos:

- Encender el equipo Cytation 3 (BioTek®) y precalentar a 25 °C.

- Cuando se alcance la temperatura, leer la absorbancia a 485 nm de una placa de 96
pozos vacia y sin tapa y utilizar aquellas celdas donde la absorbancia leida sea menor

qgue 0,08, guardar registro de las absorbancias de los pozos vacios.
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- Depositar 100 pL de cada una de las mezclas de reaccion en la caja de 96 pozos
incluido el blanco.

- Medir la absorbancia a 485 nm a 25°C.

- Restar a las absorbancias leidas de las muestras y el blanco, las absorbancias dadas
por la caja vacia.

- Restar a las lecturas de absorbancias de las muestras, la lectura de absorbancia del

blanco.

Asi mismo, para calcular el contenido de glucosa en cada tubo de reaccion se sigue la
formula:
C1Vi=CuV,
Donde:
C: = concentracion del patréon de glucosa en ug-mL™.
V1 = volumen que se adiciono del patrén a cada tubo de reaccion (Tabla E-1) en pL.
V2 = volumen total de reaccion en pL (705 pL).
C2 = concentracion final de glucosa en el tubo de reaccién en ug-mL™2.
Finalmente, se elabora la grafica: carbohidratos totales (ug/mL) vs. Absorbancia
promedio, la cual debe ser una linea recta con un coeficiente de correlacibn mayor o
igual a 0,99. Se calcula la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (%CV) para

cada punto de la gréfica.
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Figura E-1: Curva de calibracion Absorbancia a 485 nm en funcion de la cantidad de

carbohidratos. n=3, Barra error: 1 Desv. Estandar

De esta manera la curva de calibracion que se ajusté es la descrita por la Ecuaciéon E-1,
donde X es la concentraciéon de carbohidratos (mg-mL™?) y DOuss es la densidad 6ptica

leida a 485 nm.

_ DO04g5+0,0028
- 5,2565

X R? = (0.994 Ecuacion E-1

Cuantificacion de carbohidratos algales

-Las muestras obtenidas del rompimiento mediante sonicacion deben ser
centrifugadas y los sobrenadantes transferidos a nuevos Eppendorf debidamente
identificados.

- Empleando una micropipeta, transferir 150 pL de los sobrenadantes a tubos de
reaccion tipo Eppendorf®. Incluir un blanco de reactivos (105 pL de agua destilada
desionizada).

- Llevar a cabo el proceso descrito en la seccion “preparacion de curva de calibracion”
para la cuantificacién de carbohidratos.

- Depositar 100 yL de cada una de las muestras de reaccién en la caja de 96 pozos,
incluido un banco de reactivos.

- Medir la absorbancia de las muestras a 485 nm a 25 °C.

El contenido de carbohidratos de la microalga se determina a partir de la curva de
calibracion elaborada previamente, por medio de la siguiente férmula:

_y—-b
 m

X

Donde

x = Concentracion de carbohidratos de la microalga en pug-mL™.

y = Promedio de las absorbancias de las muestras (restando el blanco) a 485 nm.
b = intercepto de la curva de calibracion.

m = pendiente de la curva de calibracion (ug-mL?).
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Si dado el caso, la absorbancia de alguna de las muestras se encuentra fuera del rango
de las absorbancias de la curva de calibracion se debe realzar una dilucion de la
muestras empleando agua y ese factor de dilucién debe ser tenido en cuenta dentro del

célculo de la concentracion total de carbohidratos de la microalga.
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G. Anexo: Determinaciéon del contenido de

lipidos
Principio del método

Para determinar el contenido de lipidos en microalgas, se utiliza la metodologia
propuesta por Cheng [222]. La reaccién ocurre en dos etapas, la primera involucra un
paso de oxidacion en el cual los lipidos insaturados reaccionan con el acido sulfarico a 90
° que genera carbocationes, es decir, &tomos de carbono cargados positivamente. En la
segunda etapa los carbocationes reaccionan con la fosfovainillina, la vainillina es un
aldehido poco reactivo que es activada por la presencia de acido fosférico mediante la
formacion de un grupo carbonilo reactivo capaz ce formar complejos con carbocationes.
Al producirse esta Ultima reaccion se forma un compelo coloreado que absorbe la luz a
540 nm [246].

Materiales
- Tubos de reaccion tipo Eppendorf® de 2,0 mL
- Balén aforado con capacidad para 10 mL
- Puntas para micropipetas de 10, 100 y 1000 pL
- Microplaca de 96 pozos transparente sin tapa
- Gradilla para Eppendorf® 2,0 mL
- Espétula
- Platos para pesaje

- Equipo personal de seguridad (guantes, gafas, bata de laboratorio, tapa bocas)

Reactivos

- Microalga liofilizada

- Acido sulfurico concentrado 98% (Panreac ®)
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Acido fosférico concentrado, 97% (Panreac ®)
Vainillina (99%, Merck)
Aceite de canola comercial.

Cloroformo (Panreac®)

Metanol (Panreac®)

Equipos

Balanza analitica AB204 (Mettler Toledo)

Juego de micropipetas de rangos de 20 a 200 yL y 100 a 1000 L
Espectrofotémetro Cytation 3 (BioTek®)

Agitador tipo vértex SBS100 (Select Bioproducts®)
Microcentrifuga Z-233 M-2 (Hermle®).

Cabina de extraccion de gases

Horno INC 116-001 (Memmert®)

Preparacion de soluciones

Solvente: Mezclar por partes iguales cloroformo y metanol. Almacenar en nevera en un

frasco hermético.

Patréon de calibracién: Pesar 0,015 gramos de aceite de canola en un matraz de 10

mL, registrar el peso exacto en la bitacora de laboratorio. Aforar con la mezcla de

solventes, agitar y almacenar. La concentracion final de este patrén es de 1,5 mg/mL de

aceite.

Reactivo_acido fosférico-vainillina: Pesar 0,2 gramos de vainillina por cada mililitro

de acido fosférico al 17%. Almacenar en frasco &mbar.

Preparacion de la curva de calibracion

En un ensayo tipico, en un tubo de reaccion de 2 mL, se lleva a cabo la siguiente

metodologia por triplicado:
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- Enun tubos Eppendorf® de 2,0 mL, colocar con ayuda de micropipeta la cantidad
de patrén de calibracién especificada en la tabla F-1.

- En una cabina de extraccion y con el equipo de proteccion, agregar 300 uL de
acido sulfdrico concentrado y, agitar fuertemente en un vortex entre 30 y 60
segundos.

- Calentar los tubos en el horno a 90 °C por 20 minutos para evaporar los solventes
y propiciar la reaccién de hidrolisis.

- Una vez transcurrido el tiempo de calentamiento, enfriar rdpidamente en un bafio
de hielo.

- Agregar 500 uL del reactivo acido fosférico-vainillina y agitar fuertemente en un

vortex entre 30 y 60 segundos, el compuesto que se forma es estable por 1 hora.

# Patron(uL) H2SO4 (ML)  H3PO4 — Vainillina (uL)
1 10 300 500
2 20 300 500
3 30 300 500
4 40 300 500
5 50 300 500
6 60 300 500

Tabla G-1: Mezclas de reaccion para la elaboracion para la elaboracion de la curva de

calibracién de lipidos

Para esta metodologia, para cada punto de la curva debe elaborarse un blanco; se debe
partir de las mismas cantidades especificadas en la Tabla G-1 reemplazando el patrén

por volimenes equivalentes de la mezcla cloroformo:metanol sin el aceite.

Para medir la absorbancia de cada muestra, se sigue los siguientes pasos:
- Encender el equipo Cytation 3 (BioTek®) y precalentar a 25 °C.
- Cuando se alcance la temperatura, leer la absorbancia a 540 nm de una placa de
96 pozos vacia y sin tapa y utilizar aquellas celdas donde la absorbancia leida
sea menor que 0,08, guardar registro de las absorbancias de los pozos vacios.
- Depositar 100 uL de cada una de las mezclas de reaccién en la caja de 96 pozos
incluido el blanco.

- Medir la absorbancia a 540 nm a 25 °C.



Evaluacién del efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento y la 155

composicion bioquimica de la microalga Parachlorella kessleri

- Restar a las absorbancias leidas de las muestras y el blanco, las absorbancias
dadas por la caja vacia.
- Restar a las lecturas de absorbancias de las muestras, la lectura de absorbancia

del blanco correspondiente a ese punto de la curva.

Asi mismo, para calcular el contenido de lipidos en cada tubo de reaccién se sigue la
formula:
C1V1=CuV,
Donde:
C1 = concentracion del patron de lipidos en pg-mL™.
V1 = volumen que se adicion6 del patrén a cada tubo de reaccién (Tabla G-1) en pL.
V2 = volumen total de reaccion en pL. Que equivale a 800 uL, debido a que los solventes
son evaporados en el horno.

C. = concentracion final de lipidos en el tubo de reaccién en ug-mL™.

Finalmente, se elaborara la gréafica: lipidos total (ug-mL™?) vs. absorbancia promedio, la
cual debe ser una linea recta con un coeficiente de correlacién mayor o igual a 0,99. Se

calcula la desviacion estandar y el coeficiente de variacion para cada punto de la gréfica.

Cuantificacion de lipidos algales

- Las muestras obtenidas del rompimiento mediante sonicacién deben ser
centrifugadas y los sobrenadantes transferidos a nuevos Eppendorf debidamente
identificados.

- Empleando una micropipeta, transferir 60 pL de los sobrenadantes a tubos de
reaccion tipo Eppendorf®. Incluir un blanco de reactivos (60 uL de mezcla de
solventes).

- Llevar a cabo el proceso descrito en la seccién “preparacion de curva de
calibracion” para la cuantificacion de lipidos.

- Depositar 100 pL de cada una de las muestras de reaccion en la caja de 96
pozos, incluido un banco de reactivos.

- Medir la absorbancia de las muestras a 540 nm a 25 °C.
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El contenido de lipidos de la microalga se determina a partir de la curva de calibracion
elaborada previamente, por medio de la siguiente formula:

_y—b
_m

X

Donde

x = Concentracion de lipidos de la microalga en pug-mL™.

y = Promedio de las absorbancias de las muestras (restando el blanco) a 540 nm.
b = intercepto de la curva de calibracion.

m = pendiente de la curva de calibraciéon (ug-mL™7).

Si dado el caso, la absorbancia de alguna de las muestras se encuentra fuera del rango
de las absorbancias de la curva de calibracion se debe realzar una dilucion de la
muestras empleando la mezcla de solventes y ese factor de dilucién debe ser tenido en
cuenta dentro del céalculo de la concentracion total de lipido.
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H. Anexo: Analisis estadistico

e GLUCOSA: COMPOSICION BIOQUIMICA

Randomized Complete Block AOV Table for PROTEINAS

Source DF SS MS F P
Régimen 2 114.27 57.135 0.99
Concentracidn 3 529.28 176.426 3.06 0.0476
Error 24 1384.87 57.703

Total 29

F critico Régimen: 3.403

Note: SS are marginal (type III) sums of squares
Grand Mean 57.006 Cv 13.33

Relative Efficiency, RCB 1.00

Randomized Complete Block AOV Table for CARBOHIDR

Source DF SS MS F P
Régimen 2 18.842 9.4209 1.18
Concentracidn 3 229.289 76.4297 9.63 0.0002
Error 24 190.404 7.9360

Total 29

F critico: 3.403 Régimen

Note: SS are marginal (type III) sums of squares
Grand Mean 25.057 Cv 11.24

Relative Efficiency, RCB 1.03

Randomized Complete Block AOV Table for LIPIDOS

Source DF SS MS F P
REGIMEN 2 125.584 62.7918 7.6180
CONCENTRACION 3 56.816 18.9387 2.2976 0.1031
Error 24 197.820 8.2425

Total 29

F critico: 3.403 Régimen

Note: SS are marginal (type III) sums of squares
Grand Mean 14.994 Cv 19.15

Relative Efficiency, RCB 2.20
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e GLICEROL

Randomized Complete Block AOV Table for PROTEINAS

Source DF SS MS
REGIMEN 2 5554.43 2777.21
CONCENTRACION 3 282.09 94.03
Error 24 2476 .84 103.20
Total 29

F critico:
Note:
Grand Mean 55.482

Relative Efficiency,

3.403 Régimen
SS are marginal

(type III)
Cv 18.31
RCB 5.71

F
26.91
0.91

sums of squares

Randomized Complete Block AOV Table for CARBOHIDR

Source
REGIMEN
CONCENTRACION
Error

Total

F critico:
Note:
Grand Mean 28.375

Relative Efficiency,

DF Ss Ms
2 2854.53 1427.26
3 289.23 96.41
24 736.18 30.67
29

3.403 Régimen
SS are marginal

(type III)
CV 19.52
RCB 9.28

F
46.53
3.14

sums of squares

Randomized Complete Block AOV Table for LIPIDOS

Source
REGIMEN
CONCENTRACION
Error

Total

F critico:
Note:
Grand Mean 14.486

Relative Efficiency,

SS are marginal

DF Ss MS
2 325.219 162.610
3 136.923 45.641

24 218.709 9.113

29

3.403 Régimen

(type III)
Cv 20.84
RCB 4.06

F
17.84
5.01

sums of squares

0.4503

0.0438

0.0077
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