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RESUMEN

Antecedentes. Las microalgas estan siendo estudias como fuente de acidos grasos para la produccion de
alimentos con alto valor agregado. El contenido de aceites en estas puede aumentar o disminuir debido a
cambios en los factores abi6ticos como la concentracion de nitrdgeno y fosforo en el medio de cultivo. Ob-
jetivo. Determinar la relacion carbono/nitrdgeno y carbono/fosforo que favorezcan la produccion de biomasa
y acidos grasos en la microalga nativa Chlorella sorokiniana. Métodos. La microalga aislada del lago del
parque norte en la ciudad de Medellin, Antioquia, Colombia, fue cultivada de forma heterotréfica con glucosa
como fuente de carbono a diferentes relaciones carbono nitrégeno (C/N) (10/1, 25/1 y 50/1) y carbono f6s-
foro (C/P) (200/1, 300/1 y 400/1). Resultades. La maxima concentracion de biomasa que se obtuvo fue de
9.70gL"y 9.17 gL con las relaciones C/N 10/1 y C/P 200/1, sus productividades fueron de 1.08 gL'd'y
1.02 gL'd"" y sus rendimientos de biomasa en glucosa (fueron de 0.43 y 0.44 gg™'. Los acidos grasos totales
se ven favorecidos con las relaciones C/N 50/1 y G/P 400/1 alcanzando un 24.27% y 20.48% de acidos gra-
sos totales sobre la biomasa seca, ademas de mayores productividades de &cidos grasos en biomasa seca
de 26.97 mgL'd"y 22.76 mgL'd"" respectivamente. Conclusiones. Relaciones C/N y C/P bajas favorecen la
produccion de biomasa y disminuyen la produccion de acidos grasos totales, por el contrario, relaciones C/N
y C/P altas, favorecen la produccion de &cidos grasos totales y la productividad de lipidos en biomasa. De
esta manera se debe alcanzar la méaxima produccion de biomasa con bajas relaciones C/N para lograr que en
la etapa de agotamiento nutricional en el medio de cultivo se induzca la elongacion de las cadenas de acidos
grasos poliinsaturados como respuesta a las condiciones de estrés.

Palabras claves: biomasa, carbono, lipidos, nitrégeno, fosforo.

ABSTRACT

Background. Microalgae are being studied as a source of fatty acids to produce food with high added
value. The content of oils can increase or decrease due to changes in abiotic factors such as nitrogen and
phosphorus concentration in the culture medium. Goals. To determine the carbon/nitrogen and carbon/phos-
phorus ratio that favor biomass and fatty acid production in the native microalgae Chlorella sorokiniana.
Methods. Microalgae isolated from the Parque Norte Lake in the city of Medellin, Antioquia, Colombia, was
cultured in a heterotrophic way using glucose as carbon source at different carbon to nitrogen (C/N) (10/1,
25/1'y 50/1) and carbon to phosphorus (C/P) (200/1, 300/1 y 400/1) ratios. Results. The highest concen-
tration of biomass was 9.70 gL' and 9.17 gL" at C/N 10/1 and C/P 200/1. The yields were 1.08 gL'd"" and
1.02 gL-'d"". The biomass yield from glucose (were 0.43gg™ and 0.44gg™". Total fatty acids are favored by the
G/N and C/P ratios of 50/1 and 400/1, yielding 24.27% and 20.48% total fatty acids measured over dried cell
weight alongside higher fatty acid yield from biomass of 26.97m gL'd"" and 22.76m gL'd", respectively.
Conclusions. Lower C/N and C/P ratios favor the production of biomass while lowering the production of
total fatty acids; conversely, higher C/N and C/P rations favor the production of total fatty acids and the lipid
yield from biomass. Therefore, it is necessary to reach the highest production of biomass with low C/N ratio
for enabling the elongation of the polyunsaturated fatty acid chain during the nutrient depletion stage in the
culture medium as a response to the stress conditions.
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INTRODUCCION

Las microalgas han despertado especial interés en los tltimos afios por
su particular manera de acumular aceites, en forma de triglicéridos y
de acidos grasos poliinsaturados, que estan ubicados principalmente
en la membrana celular o en las organelas en forma de glicolipidos,
fosfolipidos, esfingolipidos y lipoproteinas (Canelli et al., 2020). Algunos
de estos microorganismos pueden ser cultivados de forma autotréfica,
mixotrofica y/o heterotréfica; los cultivos heterétrofos proveen ventajas
competitivas ya que no se necesita luz, la luz es un factor limitante del
cultivo debido a que no alcanza a llegar a las células que se encuentran
en cultivos con altas densidades celulares (Singhasuwan et al., 2015;
Zhang et al., 2020), adicionalmente, se utiliza una fuente de carbono
organica lo que disminuye el tiempo de crecimiento y se obtienen altas
concentraciones de biomasa logrando mejorar los rendimientos en la
produccion de lipidos totales hasta un 89% del peso seco de la biomasa
(Safi et al., 2014; Shen et al., 2015; Wang et al., 2017).

El contenido de aceites en las microalgas puede aumentar o dis-
minuir debido a cambios en los factores abitticos que tienen mayor
relevancia en los cultivos microalgales entre los cuales se resaltan la de-
ficiencia de nutrientes como nitrégeno y fosforo, intensidad de luz, foto-
periodo, salinidad, temperatura y pH (Paliwal et al., 2017; Singhasuwan et
al., 2015). Cuando las células se enfrentan a alguna de estas condiciones
se genera estrés ambiental causando disminucion su division celular
y cambiando su metabolismo hacia la produccion y almacenamiento
de lipidos como fuente de reserva de energia (Wang et al., 2017; Xin et
al., 2010) como es el caso de la limitacion de nitrogeno y fosforo, que
puede causar disminucion del contenido de proteinas en la célula, asi
como de tilacoides en la membrana y activar las enzimas que estimulan
la hidrolisis de fosfolipidos y triglicéridos (Fu et al., 2017; Li et al., 2018,
Singhasuwan et al., 2015).

La adecuada composicion del medio de cultivo favorecera enton-
ces el crecimiento de las células, por esta razon muchos medios de
cultivo comerciales han sido modificados y optimizados, a fin de esta-
blecer el efecto que tiene el aumento o la disminucion de la concen-
tracion de algunos nutrientes sobre la produccion de biomasa y lipidos
(Singhasuwan et al., 2015). Para lograr buenos rendimientos de aceites
en las microalgas se debe asegurar una alta concentracion de bioma-
sa con una adecuada concentracion de nutrientes, los aceites, por ser
metabolitos primarios, pueden ser inducidos al someter las microalgas
a condiciones de estrés (Guedes et al., 2011; Wang et al., 2017) y estas
condiciones de estrés dependen tanto de la especie como de los facto-
res asociados a su crecimiento (Tonon et al., 2002).

Este trabajo muestra de qué manera la relacion carbono/nitrégeno
y carbono/ fosforo, favorecen la produccion de biomasa y la sintesis
de &cidos grasos totales en la microalga nativa Chlorella sorokiniana.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y medio de cultivo: La microalga Chlorella sorokinia-
na se aisld del lago del parque norte en la ciudad de Medellin, Colombia
(2004), La cepa aislada se hizo axénica mediante subcultivo continuo
utilizando medio basal Bold (BBM) en placas de agar suplementadas
con ampicilina y kanamicina (10 y 50 pg mL" en el medio, respecti-
vamente). La colonia aislada se identificd mediante analisis molecular
del espaciador transcrito interno ribosémico (Ribosomal Internal Trans-

Lugo-De Ossa C. A. et al.

cribed Spacer- ITS) y se conservo a 12 °C en medio de cultivo estandar
modificado por Quevedo (2011) (Tabla 1). Para su mantenimiento, se
realizan resiembras de la cepa cada 3 meses.

Preparacion del inoculo: se preparo el medio de cultivo estandar mo-
dificado en un erlenmeyer de 250mL con 100mL de volumen efectivo.
En otro recipiente se prepard 10ml de una solucion de glucosa a 10gL™".
Estas soluciones se esterilizaron a 120°C/15min. Después de la esteri-
lizacion se adicion la solucion de glucosa al medio de cultivo, se ajusto
pH a 6.0 y se sembro la microalga Chlorella sorokiniana transfiriendo
una colonia de un caja de petri con un asa de aro al medio liquido. El
indculo se dejo en incubacion a 28°C bajo completa oscuridad en un
agitador orbital a 120rpm/3dias.

Diseio experimental para la Relacion Carbono/Nitrogeno y re-
lacion CGarbono/Fosforo: Con el fin de aumentar la produccion de
biomasa y el contenido de lipidos en la microalga nativa Chlorella so-
rokiniana se realizo una evaluacion del comportamiento del cultivo he-
terotréfico de esta microalga con tres relaciones G/N (10/1, 25/1y 50/1)
manteniendo la concentracion de glucosa inicial fija 20gL" y la relacion
C/P inicial (200/1) fija en todos los ensayos. Estos se llevaron a cabo
en erlenmeyer de 250mL con 120mL de medio de cultivo (volumen de
trabajo), cada experimento se realizo por triplicado. La microalga se
inocul al 5%v/v con respecto al volumen total del cultivo. Los cultivos
se mantuvieron bajo completa oscuridad a 28°C en un agitador orbital
a 120rpm/9dias. Se tomaron 6mL de cultivo para realizar los métodos
analiticos.

Una vez seleccionada la mejor relacion C/N, se procedio a evaluar
de la relacion C/P (200/1, 300/1 y 400/1) en un medio de cultivo con
20 gL' de glucosa.

Analisis estadistico: Los resultados se analizaron por medio de un
Andlisis de Varianza (ANOVA) y analisis de comparaciones multiples
utilizando el software libre estadistico RStudio Version 0.99.902 — ©
2009-2016 RStudio, Inc.

Concentracion de biomasa: Se empled la metodologia de peso seco
ligeramente modificada de Arredondo & Voltolina (2007). Se tomaron
2mL del cultivo en crecimiento en eppendorfs previamente secados y
pesados, se centrifugd a 15000rpm/10min. El sobrenadante se descar-
to y el pellet se lavo con agua destilada, se llevé nuevamente a centri-
fugacion bajo las mismas condiciones, se descarto el sobrenadante y

Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo estandar modificado
por Quevedo (2011)

Macronutrientes (gL ™) Micronutrientes (mgL™)

FeCl, 6H,0 00073  H;BO, 0,002859
EDTA 0,00916  NaMoO,2H,0 0,05
K,HPO, 0,04 Zns0, 0,1234
MgSO,7H0 0,05 CaCl, 2H,0 0,05
CaCl, 2H0 0,04 MinCl, 1,146
KNO, 0,1 CuCl, 2H,0 0,054

Para medio solido se adiciona agar-agar a 15gL" y NaHCO, 1gL"!
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el pellet con la biomasa se llevo a un horno a 105 °C/12 h. Finalmente
se puso en un desecador hasta alcanzar un peso constante (Arredondo
&Voltolina, 2007).

Concentracion de nitratos: La concentracion de nitratos fue cuantifi-
cada mediante el método del &cido salicilico. Las lecturas se realizaron
en un lector de microplatos Synergy a 410 nm. La curva de calibracion
se construye a partir de una solucion concentrada de KNO, (Palomino
etal., 1997)

Concentracion de fosfatos: La concentracion de fosfatos se determi-
nd por el método del acido ascorbico modificado (Baird & Bridgewater,
2017). Las lecturas se llevaron a cabo en un lector de microplatos Sy-
nergy a 880 nm. La curva de calibracion se construyo a partir de una
solucion concentrada de K HPO,.

Concentracion de glucosa: La concentracion de Glucosa se cuanti-
ficd por el método de la glucosa oxidasa, utilizando el kit Glucose de
Biosystem. Las lecturas se llevaron a cabo en un lector de microplatos
Synergy a 500 nm.

Extraccion y contenido de lipidos: El contenido de lipidos (g lipidos/g
biomasa seca*100) se determind por la metodologia gravimétrica, mo-
dificando el método de Bligh & Dyer (1959) y rompiendo las células por
sonicacion. Para esto, se tomaron 4ml de medio de cultivo, se separd
la biomasa del medio de cultivo por centrifugacion a 15000rpm/10min;
esta se resuspendié en TmL de solucion cloroformo:metanol (relacion
2:1) y se llevé a un ultrasonido por 2 horas a 30 hz, posteriormente
se centrifugd a 15000rpm/10min separando la biomasa del solvente,
se recuperd la fase del solvente con los aceites en un tubo eppendorf
previamente pesado, se adiciond 1mL de solucion salina (0.9%) para
remover material no lipidico que se arrastro con el solvente y se cen-
trifugd nuevamente bajo las mismas condiciones, la fase acuosa se
descartd y el eppendorf con los solventes se llevo a una estufa para su
evaporacion a 80°C hasta tener peso constante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la Relacion G/N: La Figura 1a representa las cinéticas
de crecimiento y consumo de Glucosa de las 3 relaciones C/N evalua-
das y la Figura 1b, muestra el consumo de nitratos. Las cinéticas con
relacion C/N 10/1 y 25/1 mostraron tendencias similares de consumo
de glucosa, dandose un mayor consumo y posterior agotamiento de
esta fuente de carbono a los 8 dias de cultivo aproximadamente, ade-
mas, tienen una mayor concentracion de nitrégeno por lo tanto hay
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mayor produccion de biomasa. Sin embargo, con la relacion C/N 50/1
se observd un menor consumo de glucosa, quedando glucosa residual
al final de la cinética, y la microalga alcanza mas rapido la fase esta-
cionaria debido a que se agota el nitrégeno en el medio de cultivo en el
dia 3 (Fig. 1b), siendo la cinética con menor concentracion de biomasa
6.83+0.80gL". El nitrdgeno, al igual que el carbono, son nutrientes li-
mitantes del crecimiento de las microalgas y deben estar presentes en
el cultivo para asegurar la produccion de proteinas y acidos nucleicos
importantes para la division celular (Beuckels et al., 2015; Singha-
suwan et al., 2015; Wang et al., 2017).

El analisis de varianza (ANOVA), para la variable respuesta con-
centracion final de biomasa (a los 9 dias de cultivo) mostré que hay
diferencias estadisticamente significativas entre las tres relaciones C/N
evaluadas (valor p=0.00027). A pesar de esto, el analisis de compa-
raciones multiples realizado por el método de Tukey o método HSD,
evidencia que no hay diferencias significativas en la concentracion final
de biomasa al utilizar las relaciones C/N 25/1y 10/1.

En la Tabla 2 se resumen los parametros de los cultivos evaluados
al dia 9. Las relaciones C/N 10/1 y 25/1 alcanzaron las mayores con-
centraciones de biomasa (9.70+0.33 gL' y 9.17+0.06 gL, respecti-
vamente) y mayores productividades de biomasa (1.08+0.04 gL'd" y
1.02+0.01 gL"'d", respectivamente) en comparacion a la relacion C/N
50/1 (6.83+0.80 gL' de biomasa y 0.76+0.09 gL'd"").

Los resultados obtenidos en este trabajo con una relacion C/N 10/1
coinciden con los reportados por Wei et al. (2009), quienes evaluaron
una concentracion de glucosa inicial de 40 gL' de los cuales la mi-
croalga Chlorella protothecoides consumié 20 gL' de glucosa aproxi-
madamente, obteniendo una concentracion de biomasa de 10.7 gL,
productividad de biomasa 1.07 gL'd"" y rendimiento de biomasa en
sustrato de 0.5gg™" aproximadamente en 10 dias de cultivo, se observa
que son resultados similares a los alcanzados por esta investigacion a
pesar de trabajar con especies de Chlorella diferente. Wei et al. (2009)
también obtuvieron un efecto similar cuando sometieron las microalgas
a relaciones de C/N altas (50/1), encontrando bajas concentraciones de
biomasa. Por lo que se corrobora que el factor limitante del crecimiento
de la biomasa microalgal de los cultivos con altas concentraciones de
glucosa es el nitrdgeno, si el nitrégeno se agota en muy poco tiempo la
microalga no es capaz de seguir sintetizando proteinas, DNA y RNA, y
entra en una etapa de estrés nutricional conduciendo su metabolismo
a la produccion de lipidos neutros y triglicéridos como almacenamiento
de energia (Sakarika & Kornaros, 2017; Xin et al., 2010).

Tabla 2. Parametros de cultivo: cultivos heterotréficos de Chlorella sorokiniana para las diferentes relaciones C/N evaluadas al dia 9.

Parametros Cinéticos Relacion Relacion Relacion

C/N 10/1 C/N 25/1 C/N 50/1

Concentracion final de biomasa (gL™) 9.70+0.33 9.17+0.06 6.83+0.80
Rendimiento de biomasa en sustrato Yxs (gg™) 0.43+0.03 0.44+0.01 0.38+0.03
Productividad de biomasa (gL"d"") 1.08+0.04 1.02+0.01 0.76+0.09
Contenido de lipidos (%) (g lipidos/g biomasa seca) 15.65+0.85 18.82+1.63 24.27+0.33
Productividad de lipidos (mgL"d"") 17.39+0.94 20.92+1.82 26.97+0.36
Rendimiento de lipidos en biomasa Ypx(gg™) 0.13+0.01 0.15+0.03 0.20+0.01
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Figura1. Curvas Cinéticas para el cultivo heterotréfico de Chlorella sorokiniana, a 28°C, 120rpm y pH inicial 6.0 con las diferentes relaciones C/N 10/1, 25/1y 50/1.

a) Produccion de Biomasa y Consumo de Carbono. b) Consumo de Nitratos.

Singhasuwan et al. (2015) evaluaron 3 relaciones C/N 29/1, 63/1y
95/1 para la microalga Chlorella sp. TISR8990, encontraron que con la
relacion menor 29/1 se obtienen mayores concentraciones de biomasa
2,7gL", y con la mas alta relacion C/N 95/1 encontraron la menor pro-
duccion de biomasa 1.3 gL la cual es un 48% menor a la relacion C/N
29/1, lo mismo ocurre con nuestro estudio en el cual con la més alta re-
lacion C/N se obtiene un 74% menos de hiomasa, todo esto indica que
altas relaciones C/N disminuyen la concentracion de biomasa debido al
rapido agotamiento de nitrégeno en el medio de cultivo.

El contenido de lipidos en la microalga Chiorella sorokinia-
na (Tabla 2), alcanzé un mayor porcentaje con la relacion C/N 50/1
(24.27+0.33%) que con las relaciones C/N 10/1 y 25/1 (15.65+0.85%
y 18.82+1.63% respectivamente). EI ANOVA realizado para la variable
respuesta contenido de lipidos (a los 9 dias de cultivo) mostré en que
hay diferencias estadisticamente significativas entre las tres relacio-
nes carbono nitrdgeno avaluadas (valor p=1.392e-05), esto se con-
firma con el analisis de comparaciones mdiltiples realizado el método
de Tukey en el cual se evidencia diferencias significativas en las tres
relaciones C/N en el dia 9.

Este resultado confirma que la deficiencia de nitrégeno induce la pro-
duccion de lipidos en la microalga Chlorella sorokiniana, como se observa
en la curva cinética de consumo de Nitratos (Fig. 1b),en la cual, para la
relacion G/N 50/1 se agota este nutriente el dia 3, por lo tanto la microal-
ga comienza a almacenar lipidos de reserva, aumentando la productivi-
dad de lipidos intracelulares (26.97+0.36mgg"d""), esta productividad es
mayor que la obtenida con las relaciones C/N 10/1 y 25/1 (17.39+0.94
mgg'd' y 20.92+1.82 mgg'd"' respectivamente) (ver Tabla 2).

El estudio realizado por Wei et al. (2009), en el cual se obtuvo un
contenido de lipidos de 28% con 20gL"" de glucosa en 10 dias de culti-
vo, utilizando urea como fuente de nitrégeno, es similar a lo encontrado
en nuestro estudio con la microalga nativa Chlorella sorokiniana donde
se obtuvo un contenido de lipidos de 24.27+0.33% con 20 gL' de Glu-
cosa en 9 dias de cultivo utilizando nitrato de potasio como fuente de
nitrégeno. Otros autores como Wang et al. (2017) también han traba-
jado con limitacion de nitrogeno en el medio de cultivo para evaluar el
efecto de este nutriente en la acumulacion de lipidos intracelulares en
un cultivo en Batch con glucosa a 38 gL' y NaNQ,, la fuente de nitro-
geno es agotada aproximadamente a los 3 dias de cultivo, obteniendo
una mayor concentracion de biomasa 18.38 gL' y mayor contenido de
lipidos de 27.2% al igual que en nuestro estudio.

Singhasuwan et al. (2015) encontraron que la relacion C/N 63/1
es la mejor para la produccion de acidos grasos totales en la microal-
ga Chlorella sp TISR8990, obtuvieron un contenido de lipidos de 394
mgg' y una productividad de lipidos de 186mgL'd"". Este resultado es
parecido a lo encontrado en nuestro trabajo con la relacion C/N 50/1
(242.7 mgg" y 26.97+0.36 mgL'd"" respectivamente) y nos confirma
que esta relacion C/N es la mejor para inducir la produccion de acidos
grasos totales en la microalga nativa Chlorella sorokiniana.

Evaluacion de la Relacion G/P: Los comportamientos cinéticos para
todas las relaciones C/P evaluadas son similares en el crecimiento y
consumo de glucosa (Fig. 2a), la cinética de consumo de fosfatos (Fig.
2b) es mas lenta para la relacion C/P 200/1 agotandose los fosfatos
a los 5 dias de cultivo, mientras que para las relaciones C/P 400/1 y
300/1 se agotan los fosfatos a los 3 y 4 dias de cultivo respectivamente.
Sin embargo, a pesar de la diferencia en el consumo de fdsforo, la ten-
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Figura 2. Curvas Cinéticas para el cultivo heterotréfico de Chlorella sorokiniana a 28°C, 120rpm y pH inicial 6.0, con las relaciones C/P 200/1, 300/1 y 400/1. a)

Produccion de Biomasa y Consumo de Carbono. b) Consumo de Fosfatos.

dencia de crecimiento de la biomasa en las tres cinéticas es el mismo,
esto se debe a que algunas microalgas pueden reducir su demanda
de fdsforo fisioldgico en hasta un 50% en respuesta a la limitacion de
fosforo, por tanto, se disminuye la tasa de sintesis de acidos nucleicos
y fosfolipidos (Belotti et al., 2013) Otras microalgas también poseen la
capacidad de almacenar fésforo en forma de polifosfatos como reserva
de energia, que puede ser utilizada posteriormente por la célula debido
a la limitacion de nutriente en el medio de cultivo (Fu et al., 2017; Li et
al., 2018). Es por esto que cuando encontramos una deficiencia de fds-
foro como la observada en nuestro trabajo, no se observa una marcada
diferencia en la concentracion final de biomasa.

La Tabla 3 resume los parametros de los cultivos evaluados al dia
9. La relacion C/P 200/1 alcanzd la mayor concentracion de biomasa
(9.17+0.06gL ") en comparacion a las relaciones C/P 300/1 y 400/1
(8.80+0.05 gL'y 8.70+0.17 gL' respectivamente). El andlisis de va-
rianza (ANOVA), para la variable respuesta concentracion final de bio-
masa mostrd que hay diferencias estadisticamente significativas entre

las 3 relaciones G/P evaluadas (valor p= 0.002432). A pesar de esto el
analisis de comparaciones multiples realizado por el método de tukey
evidencio que no hay diferencias significativas entre las relaciones C/P
300/1y 400/1 para la concentracion final de biomasa en el dia 9.

La Tabla 3 muestra que el que contenido de lipidos en las rela-
ciones C/P 200/1, 300/1 y 400/1 fue 18.82+1.63%, 21.31+1.72% y
20.48+1.27% respectivamente, este contenido de lipidos es practica-
mente el mismo para las tres relaciones evaluadas, esto se confirma
con el ANOVA, para la variable respuesta contenido de lipidos, mostrd
que no hay diferencia estadisticamente significativa entre las relacio-
nes C/P evaluadas (valor p= 0.2686), por lo tanto la acumulacion de
lipidos en la microalgas nativa Chlorella sorokiniana bajo deficiencia de
fosforo no es tan evidente como la acumulacion de lipidos cuando hay
deficiencia de nitrogeno, ademas, el contenido de lipidos de las tres
relaciones C/P evaluadas estan alrededor del 20% como se observa
para la relacion C/N 25/1 (20.92+1.82%).

Tabla 3. Parametros de cultivo heterotrofico para Chlorella sorokiniana a diferentes relaciones C/P evaluadas al dia 9.

Parametro Relacion C/P 200 Relacion C/P 300 Relacion C/P 400
Concentracion final de biomasa (gL ™) 9.17+0.06 8.80+0.05 8.70+0.17
Rendimiento de biomasa en sustrato Yxs (gg™') 0.44+0.01 0.44+0.06 0.43+0.03
Productividad de biomasa (gL"d"") 1.02+0.01 0.98+0.01 0.97+0.02
Contenido de lipidos (%) (g lipidos/g biomasa seca) 18.82+1.63 21.31+£1.72 20.48+1.27
Productividad de lipidos (mgL"d"") 20.92+1.82 23.67+1.91 22.76x1.41
Rendimiento de lipidos en biomasa Ypx(gg™) 0.15+0.03 0.17+0.02 0.16+0.02
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En el estudio realizado por Rodolfi et al., (2009), la disminucion
de la concentracion de fosforo en el medio de cultivo de la microalga
Nannochloropsis sp., provoco un aumento en el contenido lipidico de
13,2 % a 50,1%, sin embargo no se presentd un efecto benéfico en
la productividad de lipidos debido al bajo crecimiento celular, pues a
medida que aumentd el tiempo de deficiencia de fosforo disminuyd la
productividad de biomasa hasta 0.1gL"d"", en el presente estudio la
evaluacion de la relacion C/P para Chlorella sorokiniana no mostré un
notable aumento en el contenido de lipidos a pesar de haber deficiencia
de fosforo en el medio de cultivo, sin embargo si hay un aumento en la
productividad de biomasa de hasta 1.02+0.01gL"'d"" para la relacion
C/P 200/1 y un incremento en la productividad de lipidos, las cuales
oscilan entre 20.92+1.82mgL'd"'y 23.67+1.91mgL'd"

En la Tabla 4 se encuentran los perfiles de &cidos grasos obteni-
dos bajo las diferentes relaciones C/N y C/P evaluadas en la microalga
Chlorella sorokiniana, se puede observar que bajo condiciones hetero-
troficas en general se obtiene muy buen perfil de &cidos grasos mo-
noinsaturados y poliinsaturados de tipo omega 6 y omega 3.

Es importante resaltar que en el trabajo realizado bajo condiciones
heterotroficas con la relacion G/N 25/1 se obtiene un 13.6% de acido
eicosapentaenoico (EPA), y al compararlo con el trabajo realizado por
Quevedo en el 2011 bajo condiciones autotroficas utilizando la misma
microalga, vemos que ellos no reportan este acido graso poliinsaturado.

Comparando el perfil heterotrdfico obtenido en nuestro estudio con
el perfil obtenido por Singhasuwan et al. (2015) con la microalga Chlo-
rella sp. TISR8990 se observa que son bastante similares menos en
el acido linoleico que es mayor para Chlorella sp. TISR8990 y no hay
presencia de acido eicosapentaenoico (EPA).

Los resultados obtenidos en este trabajo utilizando la microalga
nativa Chlorella sorokiniana muestran que al tener una menor relacion

Lugo-De Ossa C. A. et al.

C/N'y C/P aumenta la concentracion de biomasa hasta 9.7gL" debido
a que hay suficientes nutrientes para el apropiado crecimiento celular,
y al tener altas relaciones C/N y G/P se obtienen mayores contenidos
de lipidos 24.27% y productividades de lipidos de hasta 26.97mgL'd"".
También se observo, que a pesar que el fosforo no haya mostrado una
diferencia estadisticamente significativa para la produccion de lipidos
intracelulares, el Nitrégeno muestra ser un nutriente limitante tanto en
la produccion de biomasa como en la acumulacion de lipidos en la
microalga nativa Chlorella sorokiniana.

Lo anterior nos lleva a sugerir que realizar una estrategia de cultivo
en dos etapas puede ser una opcion para aumentar la productividad de
lipidos totales en la microalga nativa Chlorella sorokiniana. Es evidente
que al optimizar las condiciones de cultivo de la microalga Chlorella so-
rokiniana con suficientes nutrientes para su crecimiento se puede ase-
gurar una alta produccion de biomasa en poco tiempo, y en la segunda
etapa donde habra deficiencia de nutrientes como nitrégeno y fdsforo,
se puede alcanzar una alta productividad de lipidos totales como res-
puesta al estrés abittico, pero se debe asegurar la presencia de fuente
de carbono en el medio de cultivo para que se produzca la elongacion
de los acidos grasos.
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Tabla 4. Perfil de acidos grasos heterotréfico para la microalga Chlorella sorokiniana a diferentes relaciones C/N y C/P y comparacion con otros

estudios.
Cultivo Heterotrofico Cultivo Autotrofico
Perfil de &cidos grasos (%) Singhasuwan Quevedo Arora et al.,
C/N10/1 C/N25/1 C/N50/1 C/P200/1 C/P300/1 C/P 400/1 etal 2015 2011 2016
Miristico (C14:0) 0.6 1
" Octanoico (C17:0) 0.8 12.6
§ Octadecanoico (C18:0) 29 9.4 2.6 3.9 2.7 1
2 Palmitico (C16:0) 35.9 39.9 36.5 40.8 37.0 20.1 28.6 10
w
Eicosanoico (C20:0) 0.8
Pentadecanoico (C15:0) 5.6
§ Palmitoleico (C16:1) 28.5 3.4 2.2
o . .
5 Eicosenoico
3 (C20:1) 0.4
=
(=)
é Oleico (C18:1, n-9) 17.2 13.2 13.7 18.8 18.4 18.5 20.1 9.01 40
% Eicosapentaenoico (C20:5, n-3) 13.6
2 Linoléico (C18:2, n-6) 7.9 291 341 36.3 35.9 50.2 9.9 7
(72}
o
:;3_ Gama Linolénico (C18:3,n-6)  39.9 4.3 4.0 26,1
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