56
UNACAR

ENERO
JUNIO 2011

DENSIDAD CELULAR Y ACUMULACION DE LIiPIDOS

EN CULTIVOS LIBRES DE Chlorella vulgaris Y Neochloris

oleoabundans A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
NITROGENO Y CARBONATO DE SODIO

Fecha de recepcion 14 de octubre del 2010

a busqueda en nuevas alternativas de
combustibleshallevado aconsiderarelaprove-
chamiento de microalgas para la obtencién
de biocombustible. Estudios han reportado
que Chlorella vulgaris (59%), Nannochlo-
ropsis sp (68%). y Neochloris Oleoabundans
(54 % ) presentan alto contenido de lipidos,
bajo ciertas condiciones de cultivo como,
limitacion de nitrégeno, salinidad, tempero-
tura y enriquecimiento con CO». En el pre-
sente trabajo se analizan los efectos en el
crecimiento de las microalgas Chlorella vul-
garis y Neochloris oleoabundans en cultivos
libres en medios con variaciones en la con-
centracion de nitrégeno y enriquecimiento
con sal de carbonato de sodio (Na,COs);
asi mismo evaluar el contenido de lipido
bajo esas condiciones de cultivo. Los bio-
reactores empleados fueron de polietilente-
reftalato (PET) de 3 litros (), con un volumen
de operaciéon de 2.5 litros (I) con agua resi-
dual artificial. El estudio consistié en cultivar
C. vulgaris en medio de cultivo con cloruro

Fecha de aceptacion 10 de diciembre del 2010

de amonio (NH4CI) y N. oleoabundans con
nitrato de potasio (KNO3), a concentracio-
nes de 30, 15y 10 mg I'1 a 32 °C. En este
estudio se selecciond la concentracién mds
favorable de acuerdo al crecimiento y acu-
mulacién de lipidos. Posteriormente agrego
la sal de Na,CO3 en solucidn a una concen-
traciéon de 0.1, 0.25y 5% en peso (1, 2.5y
5 g I'"). La mayor densidad celular para C.
vulgaris en el periodo de tratamiento de 8
dias, fue de 21.80 x 106 cel ml-1 en cultivo
con una concentracién de 30 mg N IF1 de
NH4CI, y para N. oleoabundans fue de 28.12
x 106 cel mlI-T con similar concentracion de
KNOs. El mdximo contenido de lipidos fue
de 69.3 % para C. vulgaris y 69.18 % para N.
oleoabundans a concentraciones de 30 mg
N I-1. Los cultivos sometidos a sal de Na,CO3
no mostraron cambios significativos en la
acumulacién de lipidos a las diversas con-
centraciones de la sal. Seleccionando al fi-
nal el nivel de nitrégeno y la concentracion
de sal de Na,CO3 favorable, para obtener
el mayor contenido de lipidos y la mdéxima
produccién de biomasa.

1 Universidad Auténoma del Carmen, Campeche. DES-DACQYP. Facultad de Quimica. Calle 56 x Av. Concordia. Col.

Benito Judrez. C.P. 24180. México

*Autor para correspondencia: nelvira@pampano.unacar.mx

U. Tecnociencia 5 (1) 56 - 71.



ENERO
JUNIO 2011

UNACAR

PALABRAS CLAVE:Chlorella vulgaris,
Neochloris oleoabundans, nitrégeno,

contenido de lipidos, carbonato de
sodio.

he search for new alternative fuels has
led to consider the use of microalgae for
biofuel production. Studies have reported
that Chlorellavulgaris (59%), Nannochloropsis
sp. (68%) and Neochloris Oleoabundans
(54%) have high lipid content, under certain
culture conditions as a limitation of nitrogen,
salinity, temperature and CO, enrichment.
This paper examines the effects on growth
of the microalgae Chlorella vulgaris and
Neochloris oleoabundans free cultures with
variations in the concentration of nitrogen
in culture media, so as to evaluate the lipid
conftent under these culture conditions.
The bioreactors used were polyethylene
terephthalate (PET) of 3 liters (I), with a
volume of operation of 2.5 liters (I) with
artificial wastewater. The study consisted of
cultivating C. vulgaris in the middle of culture
with chloride of ammonium (NH4CI) and N.
oleoabundans with nitrate of potassium
(KNO3), to concentrations of 30, 15 and
10 mg IF1 to 32 °C. In this study the most
favorable concentration of agreement was
selected to the growth and accumulation
of lipids. Later one added the salt of Na,CO4
in solution to a concentration of 0.1, 0.25
and 5 % in weight (1, 2.5 and 5 g I'1). The
highest cell density for C. vulgaris in the
freatment period of 8 was 21.80 x 106 cel
ml=1 in culture with a concentration of 30 mg
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N I-T NH4Cl, and N. oleoabundans was 28.12
x 106 cel mi-! with similar concentrations of
KNO3. The maximum lipid content obtained
was 69.3% for C. vulgaris and 69.18% for
N. oleoabundans. The cultures submitted
to salt of Na,COg3 did not show significant
changes in the accumulation of lipids fo the
diverse concentrations of the salt. Selecting
the final nitrogen level more favorable for
lipid content and the maximum biomass
production.

Key words: Chlorella vulgaris,
Neochloris oleoabundans, nitrogen,

content of lipids, carbonate of
sodium.

arias estrategias de mitigaciéon de CO,
han sido investigadas y estas pueden ser
divididas en dos categorias: 1) reacciones
quimicas de carbonatacién / des-carbona-
tacion y 2) mitigacién CO, biolégica. Esta Ul-
tima ha atraido la atencidon como una alter-
nativa viable debido a que se puede llevar
a cabo la produccién de biomasa y energia
en el proceso de fijacion de CO, a fravés de
la fotosintesis (Ragauskas et al., 2006).

La mitigacién de CO, bioldgica puede ser
realizada por plantas y microorganismos fo-
tosintéticos. En especial atencién al uso de
las microalgas, las cuales corresponden a
un grupo de microorganismos unicelulares
de rdpido crecimiento, con la habilidad de
fijar CO, mientras capturan energia solar (Li
et al., 2008q).
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Las microalgas son células que utilizan la luz
solar para convertir el didxido de carbono a
biocombustibles potenciales (Metting et al.,
1996), y ofrece diferentes tipos de biocom-
bustibles renovables, incluyendo al metano
producido por la digestion anaerobia de la
biomasa algal, biodiesel y biohidrégeno fo-
tobiolégico (Banerjee et al., 2002; Kapdan et
al., 2006). Una caracteristica importante es
que el aceite acumulado en el caso de las
microalgas esta constituido principalmente
por triglicéridos (> 80%) los cuales pueden ser
aprovechados para la producciéon de bio-
diesel (Papanikolaou et al, 2002).

Los sistemas de cultivo de microalgas mues-
tran una versatilidad que les permite ser utili-
zados en diferentes procesos tales como en
el tratamiento de aguas residuales, produc-
cion de alimento para animales, produccion
de fertilizantes y produccién de otros com-
puestos quimicos (De la NolUe y De Pauw,
1988). El aprovechamiento de nutrientes
presentes en agua residual o medios de cul-
fivos convencionales por las microalgas es
incorporado, como proteinas, carbohidratos
y lipidos. Estos Ultimos son de mayor interés
desde el punto de vista energético, dado
que, las células con alto contenido de lipi-
dos y baja concentracion de carbohidratos
y proteinas tiene un elevado valor calorifico
(Scragg et al., 2002). Las habilidades para
producir y acumular aceite por las microal-
gas dependen de las condiciones de culfivo,
tales como temperatura, intensidad de luz,
pH, salinidad, minerales, aportes y conteni-
do de nitrégeno y enriquecimiento de CO,.
Estudios realizador por llman et al. (2000) re-
portaron que la limitacion de nitrégeno pue-
de incrementar el contenido de lipidos en las
cepas de Chlorella. La especie Neochloris
oleoabundans bajo condiciones de limita-
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cién de nitrégeno puede acumular de 35 a
54% de lipidos de la biomasa peso seco vy tri-
glicéridos en un 80% del total de lipidos (Tor-
nabene et al., 1983), mientras que C. vulgaris
puede llegar a presentar hasta un 59.7 % de
lipidos (lliman et al., 2000).

Otro factor que se ha reportado que inter-
viene en el crecimiento y acumulacién de
lipidos es el didxido de carbono. El CO, re-
sulta ser uno de los gases que participan en
el efecto invernadero y una alternativa pro-
puesta para su captura desde chimeneas in-
dustriales es el uso de éste en cultivos de mi-
croalgas. Una de las formas en que se puede
realizar la captura de CO, es por medio de
reacciones quimicas, produciendo carbo-
natos solubles (NaHCO3; y Na,COg3), los cua-
les posteriormente podrian ser adicionados
a los medios de cultivo para la produccion
de biomasa algal. Esto proporcionaria una
alta concentracion de CO,, lo que resulta-
ria benéfico siempre y cuando las microal-
gas sean capaces de tolerar niveles altos de
CO, (Maeda et al., 1995).

Especies de microalgas han demostrado ser
capaces de utilizar carbonatos tales como
Na,COz y NaHCO3 para su crecimiento ce-
lular (Huertas et al., 2000; Ginzburg, 1993; Me-
rrett et al., 1996). Algunas de estas especies
tipicas, tienen una alta actividad carboan-
hidrasa extracelular, la cual es responsable
de la conversién de carbonatos para liberar
CO, y asi facilitar la asimilacion de éste. Por
tanto algunas especies de microalgas pue-
den fijar el CO, liberado de los carbonatos
y puede ser ventajosa en muchos aspectos:
a) el CO, liberado de instalaciones industria-
les podria ser convertido a sal de carbonato
mediante reacciones quimicas; b) ya que
s6lo un numero limitado de especies microal-
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gales prospera en medios que contienen al-
tas concentfraciones de sal de carbonatos,
el control de la especie es relativamente sim-
ple y, c) la mayoria de estas especies tienen
altos valores dptimos de pH (9 - 11).

a microalga fue cultivada en medio
agua residual artificial estéril preparado
con las siguientes concentraciones: 7 mg I
NaCl; 4 mg I'T CaCly; 2 mg IF1 MgSO4.7H,0;
15 mg -1 KHoPOy. Los metales traza y vitami-
nas se agregaron en referencia a las con-
centraciones descritas del medio f/2 por
Guillard y Ryther (1962), el aporte de nitré-
geno para C. vulgaris fue NH4Cly KNO3 para
N. oleoabundans. La microalga se mantuvo
en condiciones no axénica en medio de
agua residual artificial para su aclimatacion
en matraces de 250 ml a 32+1 oC con ilu-
minacién continua a 100 umol m-2 s-1 con
[dmparas de luz fria blanca fluorescente.
Para el aporte de CO, se utilizd sal de No-
2CO3 a concentracionesde 1,2.5y 5gl-1.

La microalga, una vez aclimatadas en me-
dio de cultivo, se transfirieron a fotobiorreac-
tores, los cuales consistieron en recipientes
cerrados de polietilentereftalato (PET) de 3
litros (I) con volumen de operacion de 2.5
litros (). El aire de agitacion en cada uno
de los fotobiorreactores se proporciond a
través de un compresor adaptado a un filtro
con carbdén activado y membrana de fibra
de vidrio (0.2 ym Whatman). El dispositivo di-
fusor de aire se colocd a 1 cm de la base
del biorreactor. Otra salida se adaptd como
sistema de muestreo. Los fotobiorreactores
se desinfectaron antes de cada cultivo me-
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diante el lavado adecuado con una solu-
cion de agua y cloro.

El estudio consistio en cultivar C. vulgaris a
concentracionesde 30, 15y 10 mg de N-NH4
Iy para N. oleoabundans de 30, 15y 10
mg de N-NOS3 |1, ambas a 32+1 °C; se utilizd
una densidad celular de indculo de 1 x 106
células ml-! previamente determinado por
conteo en cdmara Neubauer Hematocito-
metro de 0.1 mm de profundidad vy transfe-
rido a cada fotobiorreactor colocados por
triplicado para cada especie de microalga
con medio agua residual artificial.

Del experimento en cultivos con limitacién
de nitrégeno se selecciond la concentro-
cion de nitrdgeno mds adecuada para
cada especie de microalga, y nuevamente
se cultivaron células libres variando la con-
centracion de Na2COa3. Se redlizaron tres
tratamientos, con soluciones de Na2CO3 al
0.1,0.25y0.5% en peso (1,2.5y 5 g I'!) adi-
cionadas al medio de cultivo seleccionado.
Ademds de un control que consistié en adi-
cionar en un reactor sin sal de Na2CO3. To-
dos los tratamientos fueron por triplicado.

Muestras de biomasa cada 24 horas fue-
ron obfenidas para determinar la biomasa
peso seco. La remocion de nutrientes se
determind mediante el andlisis de nitrégeno
(NH4-N y NO3-N) en agua empleando las
técnicas analiticas del método normalizo-
do -Standard Methods- (AWWA, 1995) cada
48 horas, en un periodo mdximo de trata-
miento de 8 dias. Los lipidos fueron extraidos
siguiendo la metodologia de Bligh y Dyer
(1959) que consiste una extraccion con
una mezcla de cloroformo-metanol-agua,
posteriormente es sometida a una evapo-
raciéon a 45 °C, seguido de una extraccién
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con una soluciéon de dicromato dcido al 2%
sometido a calentamiento a 100 °C durante
15 minutos.

Para cada uno de los reactores se determi-
né la produccién de biomasa, remocion de
nitrégeno y contenido de lipidos, seleccio-
nando al final el nivel de nitrégeno favora-
ble para la produccion de biomasa y con-
tenido de lipidos.

Para conocer si existieron diferencias signi-
ficativas en el crecimiento, remocién de ni-
trégeno y el contenido de lipidos de las dos
especies de microalga cultivadas en esta-
do libre, se realizaron andlisis de covarianza
(ANCOVA; a =0.05).

a densidad celular para ambas especies
cultivadas en agua residual artificial a dife-
rentes concentraciones de nitrégeno (10, 15
y 30 mg I'1), mostré diferencias significativas
(ANCOVA; P<0.005). La mayor densidad ce-
lular para C. vulgaris en el periodo de trata-
miento de 8 dias, fue de 21.80 x 10¢ cel ml-!
en cultivo con una concentracién de 30 mg
N -1, con respecto a los cultivos con 15y 10
mg N -1 de 17.85y 17.80 x 10¢ cel ml-!, res-
pectivamente (Figura 1), utiizando como
aporte de nitrégeno el NH,CI.

La mdxima densidad celular para N.
oleoabundans en cultivos con células libres
en un periodo de tratamiento de 8 dias fue
de 28.12 x 106 cel ml-1 en el cultivo con 30
mg N I, mayor a lo observado en cultivos
con 15y 10 mg N IF1 con una densidad ce-
lular de 16.47 y 13.27 x 106 cel ml-!, respec-
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tivamente (Figura 2), como aporte de nitro-
geno el KNOs.

Esto soporta el hecho de que el contenido
de lipidos (69.31 %) fue mayor en aquellos
cultivos con 30 mg N I-1 con respectoa 15y
10 mg N-NHy4 -1 de 40y 50 % de lipidos de la
biomasa peso seco para C. vulgaris (Figura
3).al final del periodo de tratamiento. Para
los cultivos de N. oleoabundans el mdximo
contenido de lipidos fue de 69.18, 59.28 y
55.99% a concentraciones de 30, 15y 10 mg
N-NO3 I'1, respectivamente (Figura 4), al fi-
nal del periodo de tratamiento. El andlisis es-
tadistico no mostré diferencias significativas
(P>0.005) enftre los tratamientos para ambas
especies de microalgas.

La remocién de nitrégeno para los cultivos
de 30, 15y 10 mg N-NH4 I por C. vulgaris fue
de 77.36 %, 70.37 %y 52.63 % (desde 30 a 6.7,
de 15a 4.4y de 10 a 5.04 mg I1) respectiva-
mente en 144 horas de fratamiento (Tabla 1).
Para el caso de N. oleoabundans la remo-
cion de N-NOg fue de 100 % para las tres dife-
rentes concentraciones de N-NOj(Tabla 1).

Canedo-Lopez, Y., Campos-Garcia, S. C., Cerén-Breton, J. G., Cordova-Quiroz, A. V., Elvira-Antonio, N., Garcio-Zarracino, R., Moreno-
Lopez, J. H., Pérez-Reda, L. J., Ruiz-Marin, A.y Sabido-Perez, M.Y. 2011. Densidad celular y acumulacion de lipidos en cultivos libres
de Chlorella vulgaris y Neochloris oleoabundans a diferentes concentraciones de nitrégeno y carbonato de sodio. U. Tecnociencia 5

(1) 56-71.



ENERO 61

JUNIO 2011 UNACAR TECNOCIENCIA

£

»
£
3
©
o

©

=)
=

x
-

Tiempo (dias)

Figura 1. Curvas de crecimiento de C. vulgaris en cultivo liore con variacion en la concentracion
de nitrégeno.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de N. oleoabundans en cultivo libre con variacion en la
concentracion de nitrégeno.
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Figura 3. Contenido de lipidos de C. vulgaris en cultivo libre con variacion en la concentracion
de nitrégeno.
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Figura 4. Contenido de lipidos de N. oleoabundans en cultivo libre, con variacion en la
concentracion de nitrégeno.
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C. vulgaris N. oleoabundans
Tiempo Tratamiento Tratamiento

(h) 30MgN-NH, T 15mg N-NH, T 10mg N-NH, I | 30 mgN-NOz T 15mg N-NO; I 10 mg N-NO; I'!

0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
24 9.43+1.71 7.41£0.27 15.79 £ 4.44 15.63+0.07 10.41£0.15 62.98+0.12
48 28.30+0.92 40.74+2.19 26.32+3.89 36.27 £0.04 28.78+0.04 100+0.01
120 54.72+0.85 51.85+5.49 36.84+3.33 81.27 £0.01 75.54+0.01 100 +0.00
144 77.36+0.42 70.37 £1.09 52.63+7.78 100+ 0.02 100+ 0.01 100+ 0.00

De acuerdo a los resultados obtenidos en
cultivos de células libres de C. vulgaris y N.
oleoabundans con distinta concentraciéon
de nitrégeno, se selecciond la condicion de
cultivo favorable para ambas microalgas con
respecto al contenido de lipidos obtenido (30
mg N I'T; NH4 o NO3 segun fue el caso), de tal
forma que esta condicién se evalud posterior-
mente con diversas concentraciones de una
solucién de sal de Nay,COs.

Ladensidad celular para C. vulgaris cultivada
en agua residual artificial a 30 mg N-NH, -1y
a las concentraciones de 0.1, 0.25y 0.5 % en
peso de solucion de sal de Na,COgz, mostrd
diferencias significativas (ANCOVA; P<0.05).
Mientras que en los cultivos de N. oleoabun-
dans no se encontraron diferencias significa-
tivas (ANCOVA; P=0.324) en cultivos con 30
mg N-NO3 I a las mismas condiciones de
cultivo que para C. vulgaris.

La mdaxima densidad celular para C. vulgaris
fue de 11.67 x 106 cel mI-1 en el cultivo con 30
mg N-NH,4 -1y 0.1 % de Na,COgz, mayor a lo
observado en cultivos con de 0.25y 0.5 % de
Na,CO3 con una densidad celular de 3.55 y
2.73 x 10¢ cel mi-1, respectivamente (Figura

5). De igual forma para N. oleoabundans la
mdxima densidad celular fue de 9.62 x 106
cel mI-! en el cultivo con 30 mg N-NO3 1 y
0.1 % de Na,CO3, mayor a lo observado en
cultivos con 0.25y 0.5 % de Na,CO3 con una
densidad celular de 7.10y 7.00 x 10¢ cel ml-1,
respectivamente (Figura 6).

El contenido de lipidos para C. vulgaris y N.
oleoabundans a 30 mg -1 (N-NH4 y N-NOgres-
pectivamente) y diferentes concentraciones
de sales de Na,COz no mostrd diferencias signi-
ficativas (ANCOVA; P=0.896 y P=0.611 respecti-
vamente). Cabe mencionar que se determind
el contenido de los lipidos en la fase inicial y en
la fase exponencial de crecimiento.

E contenido mdximo de lipidos de la bioma-
sa peso seco para C. vulgaris para un periodo
de tratamiento de 6 dias fue de 69.5, 57.14 y
56.54% en cultivos a 30 mg N-NH4 -1y 0.1, 0.25
y 0.5% de Na,CO3 respectivamente (Figura 7).
Para N. oleoabundans el contenido de lipidos,
muestra un mdximo de 57.72, 56.12 y 46.07%
de lipidos de la biomasa peso seco a 30 mg
N-NO3 -1y 0.1,0.25y 0.5 % de Na,CO3 respec-
tivamente (Figura 8) en un periodo de trato-
miento de 5 dias durante la fase exponencial.
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Figura 5. Curvas de crecimiento de C. vulgaris en cultivo libre con 30 mg N -1y al 0.1,
0.25y 0.5 % de Na,COs.
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Figura 6. Curvas de crecimiento de N. oleoabundans en cultivo liore con 30 mg N -1y al 0.1,
0.25y 0.5 % de Na,COs.
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Figura 7. Contenido de lipidos de C. vulgaris en cultivo libre con 30 mg N I-1 y al 0.1,
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Figura 8. Contenido de lipidos de N. oleoabundans en cultivo libre con 30 mg N I-1y al 0.1,
0.25y 0.5 % de Na,COs.
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xiste un gran reto cuando se trata de
maximizar la produccién de aceite en algas,
es un hecho que una alta concentracién
de aceite es alcanzado cuando las algas se
someten a estrés, en particular dado a las
restricciones de nutrientes. Sin embargo, se
ha observado que mientras la concentra-
cién de lipidos puede llegar a incrementar
significativamente en condiciones de limita-
ciéon de nitrégeno, la tasa de crecimiento o
produccion de biomasa es reducida lo cual
no es redituable cuando se pretende tener
una alta productividad de aceite (Huntley y
Redalje, 2007).

En el presente trabagjo se pudo obtener un
mayor crecimiento de Chlorella vulgaris de 22
x 106 cel mI-T con 30 mg I-1, disminuyendo la
densidad celular a 17.8 x 106 cel mi-! con una
concentracién de nitrégeno de 15y 10mg I1;
con tasas de crecimiento 0.183 d-1, 0.170 d-!
y 0.157 d-1, respectivamente, a los 6 dias de
cultivo a 32 °C, esto sugiere que una mayor
concentracién de N causa un crecimiento
de la microalga, mientras que podemos ob-
servar que en todos las casos la tasa especi-
fica de crecimiento estadisticamente similar.
Ruiz et al (2010) reportd para C. vulgaris una
menor densidad celular de 6.4 x 106 cel ml-!
y una tasa de crecimiento mayor de 0.377
d-1 cultivada en medio artificial con concen-
traciones de 30 mg N -1 como NH,Cl después
de dos dias de cultivo a 25 °C. Esta diferencia
probablemente esta atribuido a la diferentes
temperaturas en que fueron cultivadas la mi-
croalga C. vulgaris. Mientras que para la mi-
croalga Neochloris oleoabundans la mayor
preferencia fue por nitrato, alcanzando un
mdAximo crecimiento para los cultivos con 30
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mg N-NO3 IF'1 de 28.12 x 10¢ cel ml-1, disminu-
yendo la densidad celular a 16.47 y 13.27 x 106
cel mi-! a concentraciéon de nitrégeno de 15
y 10 mg I'! y tasas de crecimiento 0.219 d-T,
0.182 d-1y 0.168 d-! respectivamente, al igual
que con C. vulgaris se puede observar que
una mayor concentracion de N favorecio al
crecimiento de la microalga con una fasa de
crecimiento estadisticamente similar.

Aungue con diferente aporte de nitrégeno,
Jeanfils et al., (1993) reportd para Chlorella
vulgaris una mdaxima densidad celular de
11.5x 106 cel ml-1 y una tasa de crecimiento
de 0.54 d-! en cultivos con fuente de nitrége-
no como KNOs. Esta diferencia en la méxima
densidad celular puede ser atribuida a los di-
ferentes aportes y concentracién de nitrége-
no dado que en el presente estudio se em-
pleo NH,Cl equivalente a 30 mg N I-1, mayor
a los reportado por Jeanfills et al., (1993) con
12 mM de NOg3, lo que corresponde a una
concentracion de N de 14 mg I-1.

Esta diferencia esta en relacion alos diferen-
tes aportes de nitrdgeno en agua o medio
de cultivo (amonio, ureq, nitrito y nitrato) de
tal forma que la concentracién de dichos
compuestos en los cultivos puede afectar
la asimilacion de nitrégeno inorgdnico (Re-
dalje et al., 1989). En la preferencia de las
diferentes formas de nitrégeno puede pre-
sentarse variaciones especie-especifica, es
decir, para algunas especies de microal-
gas, altas concentraciones de amonio y ni-
trito pueden llegar a ser toxicas y no todas
las microalgas tienen la facilidad de asimi-
lar urea (Syrett, 1981). Jeanfills et al., (1993)
observaron que la acumulacion de amonio
puede inhibir el crecimiento celular y activi-
dad de enzimas reductoras en cultivos de
C. vulgaris en medio enriquecido con nitro-
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to, reportaron una produccién de 10.5 x 106
celml-! lo que indica que alir aumentando
las concentraciones de nitrato decrece la
produccion de biomasa.

De acuerdo a esto, en el presente trabajo se
pudo observar que la inhibicidén por acumu-
lacion de amonio podria ser despreciable
dado que se presentd un mayor produc-
cién de biomasa a lo reportado por Ruiz et
al (2010) para C. vulgaris con una mdxima
densidad celular de 6.4 x 106 cel mI-' y una
tasa de crecimiento de 0.377 d-! cultivada
en medio artificial con concentraciones de
30 mg N I-1 como NH,Cl después de dos dias
de cultivo a 25 °C.

Aunqgue con diferente aporte de nitrégeno
(NOg3); Lau et al., (1995) reportd una menor
densidad de 16 x 106 cel mI! con similar ta-
mafo de inoculo (1 x106 cel mi-1). De igual
forma, Lau et al (1994) obtuvieron una tasa
de crecimiento para C. vulgaris de 0.364 d-1
y Lau et al (1997) reportaron una densidad
celular de 26.5 x 106 cel mI-! y una tasa de
0.362 d-1 en medio de cultivo Bristol con 11.5
mg I'T N-NOs.

Aguilar-May (2002) encontrd que cepas ais-
ladas de una granja de cultivo de camardn
mostraron mayor preferencia por el nitfrato y
no fueron capaces de crecer en medios de
cultivo donde el principal aporte de nitré-
geno fue el amonio. En el presente estudio,
la concentracion de nitratos no presentd
variaciones importantes durante el periodo
de tratamiento, indicando que la nitrifica-
cion (oxidacién de amonio a nitrato) fue
limitada y la posibilidad de pérdida de ni-
frato en forma de gas por procesos de des-
nitrificacion fue improbable debido a que
los reactores fueron mantenidos en condi-
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ciones aerobias. Lo anterior también sugiere
una mayor preferencia de C. vulgaris por
el amonio antes que cualquier otro aporte
de nitrégeno, debido a que la asimilacién
de nitrato por organismos implica una re-
duccion quimica mediante enzimas nitrato
reductasa y nitrito reductasa, lo cual signifi-
ca un mayor gasto de energia (McCarthy et
al., 1977; Redalje et al., 1989).

Diferentes especies de microalgas presen-
tan variadas habilidades para producir
aceite y estas dependen de las condiciones
de cultivo, tales como temperatura, intensi-
dad y calidad de luz, pH, salinidad, minera-
les, fuentes de nitrégeno y edad del cultivo.
lllman et al. (2000) reportaron que la limi-
tacidn de nitrégeno puede incrementar el
contenido de lipidos en las cepas de Chlo-
rella. Ofros estudios sugieren que una alta
intensidad de luz y deficiencia de nitrégeno
son factores importantes para la acumula-
cién de lipidos, como fue reportado para
Chlorella sp. en la cual se observd un Incre-
mentd de contenido de lipidos en condicio-
nes de limitacion de nitrégeno (Oh-Hama y
Miyachi, 1988).

El contenido de lipidos obtenido en el pre-
sente trabajo fue mayor para una concen-
tracién de 30 mg IF1 para el 4 dia en C. vul-
garisy para el dia 6 en N. oleoabundans, fue
evidente que en este tiempo en contenido
de lipidos no mostré diferencias significati-
vas (P=0.05). Esto podria se atribuido a los
efectos de estrés al cual estdn sometidas las
células, particularmente limitacién de nitro-
geno. Richarson et al., (1969) sugiere que si
la luz, didxido de carbono y otros nutrientes
no son limitantes, las células continban cre-
ciendo, aungue menos rapido, después de
que el medio llega a mostrar agotamiento
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de nutrientes, todo el nitrégeno celular es
aparentemente utilizado en enzimas y es-
fructuras celulares esenciales.

De acuerdo a los resultados obtenidos fue-
ron seleccionados aquellos cultivos con 30
mg N I-1; tanto para NHy o NO3 para am-
bas microalgas, siendo posible evaluar pos-
teriormente el efecto de estrés por efecto
de la adicién de sales carbonatadas como
Na,COs.

Las algas son capaces de utilizar CO,, car-
bonato (COj37) y bicarbonato (HCOg37). La
fuente de mayor preferencia bajo condi-
ciones normales es CO, gas. El transporte
de CO, a través de la membrana celular es
dependiente de la energia y su acumulo-
cion en las células se realiza en forma de
HCO3~. Md&s tarde el CO, es convertido por
la anhidrasa carbdnica localizada en los
pirenoides presentes en el cloroplasto (Bad-
gery Price, 1994).

Se ha demostrado que la anhidrasa carbé-
nica es esencial para la utilizacién fotosin-
tética de carbono orgdnico en concentro-
ciones bajas externas de CO, y pH alcalino.
Esta actividad decrece o desaparece en
microalgas eucaridticas bajo aire enrique-
cido de 1 a 5% CO,. Sin embargo, Xian y
Gao reportaron que los niveles de suscep-
tibilidad son dependientes de las especies
(Moroney et al., 1985; Xian y Gao, 2005).

Durante el crecimiento, es evidente que C.
vulgaris mostré una mayor fase adaptacion
en aquellos cultivos con sales carbonata-
das (0.1, 0.25 y 0.5%) con respecto al culti-
vo conftrol; sin embargo, se observa que el
cultivo con 0.1% de carbonato de sodio al-
canzé una mayor productividad de 11.67 x
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106 cel mI-1. A diferencia de C. vulgaris, la
microalga N. oleoabundans no presentd fo-
ses de adaptacién, de igual manera se ob-
tuvo una mayor produccion de biomasa a
concentraciones de 0.1% de Na,COg3. Esto
sugiere que la microalga N. oleoabundans
presenta mayor capacidad de crecer en
medios alcalinos a diferencia de C. vulga-
ris, lo cual resultd para N. oleoabundans en
una ligera disminucién en la densidad ce-
lular a altas concentraciones de sales car-
bonatas en comparacién con C. vulgaris.
Li ef al. (2008) reportaron para cultivos de
N. oleoabundans en medios con bicarbo-
nato de amonio como fuente de nitrégeno
y de iones carbonato para el crecimiento
observado la mitad de biomasa producida
en comparacién con lo obtenido al usar un
medio de cultivo que contenia nitrato de
sodio, sugiriendo que altas concentfracio-
nes de sales provocan estrés salino lo que
produce una inhibicién en el crecimiento
celular. Por su parte, Serpa et al. (2005) re-
portaron que para diversas especies de Du-
naliella salina hay una relacion inversa entre
la densidad celular promedio y el nivel de
salinidad, la minima densidad final prome-
dio obtenida fue de 40.9 x 103 cel mI-! para
dicha especie con 4.5 M de sal industrial
(NaCl), equivalente a 261 grI-1. Se sabe que
el factor salinidad, disminuye los efectos
metabdlicos y la replicacion celular, en ge-
neral existe una correlacién inversa entre la
salinidad y la densidad celular.

El mayor contenido de lipidos para C. vul-
garis se obtuvo en aquellos cultivos con so-
lucion de 0.1% en peso de Na,COgz de 69.5%
con 30 mg I-1 de N en 6 dias de cultivo. Po-
demos concluir en base a los resultados,
con respecto al contenido de lipidos de C.
vulgaris; que con una mayor concentracion
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de sales Na,CO5 disminuye el contenidos
de lipidos esto debido a que pudo presen-
tar procesos de inhibicion al igual que N.
Oleoabundans la cual alcanzé un méximo
contenido de lipidos en el dia 5 de cultivo
de 57. 7% con 0.1 % en peso de Na,COs.
En ambas microalgas se presentd una dismi-
nucion en la acumulaciéon de lipidos lo cual
puede ser atribuido a los efectos causado
por las sales tanto en el crecimiento y con-

tenido de lipidos.

mbas microalgas mostraron un favora-
ble crecimiento en cultivos libres a 30 mg I
de nitrégeno, obteniendo un alto contenido
de lipidos a esa concentracion. Por lo que se
puede decir que la limitacion de nutrientes
es uno de los factores que favorece el incre-
mento del contenido de lipidos.

Se obtienen altas concentraciones de acei-
te Unicamente cuando las microalgas estdn
sometidas a estrés, en particular dado a las
restricciones de nutrientes. Cabe mencio-
nar gque aungue la concentracion de lipidos
puede llegar a incrementar en condiciones
de limitacién de nitrégeno, la tasa de cre-
cimiento o produccion de biomasa puede
ser reducida.

C. vulgaris mostrd un mejor crecimiento
en de cultivo de células libres al cual se
le adicion6é 0.1% en peso de solucion de
sal carbonatada, en comparacién con N.
oleoabundans aunque estos resulfados no
fueron mayores a los obtenidos en el frata-
miento sin sal de Na,COs.
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Se puede concluir en base a los resulta-
dos que a mayor concentracién de sales
Na,CO3, en las microalga C. vulgaris y N.
Oleoabundans se pudo presentar proceso
de inhibicién dado que disminuyen los con-
tenidos de lipidos. Para ambas microalgas
se alcanzd un mdximo contenido de lipidos
en medios de cultivo que contenian 0.1 %
en peso de Na,COs. La disminucion en la
acumulacién de lipidos, puede ser atribuida
a los efectos causados por las sales.
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