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Obtencién de lipidos y carbohidratos a partir de microalgas mediante el disefio de medios de cultivo selectivos

Resumen

La produccién sostenible de biorrefinerias a partir de microalgas presenta varias
complicaciones técnicas a diferentes niveles, entre los que se encuentra la maximizacién de
la productividad de bloques energéticos, como carbohidratos y lipidos, que sean materia
prima para biodiesel y bioetanol. Una alternativa para aumentar la productividad de
bloques energéticos es el uso de cultivos alternativos a los medios quimicos tradicionales, los
cuales se han basado en fuentes de carbono, fosforo, nitrégeno y microelementos. Este
trabajo presenta el disefio de dos medios de cultivo mixotréfico con diferentes fuentes de
carbono, nitrégeno y fosforo, a fin de evaluar la produccién de carbohidratos y lipidos a
partir de Chlorella vulgaris. Los medios de cultivo se disefiaron a diferentes concentraciones
de nitrato de sodio, fosfato de potasio y acetato de sodio/carbonato de amonio como fuente de
carbono. Ademas, se realizaron diagramas de Pareto y Superficies de Respuesta utilizando
el software estadistico STATISTICA 7.0, a fin de conocer la influencia significativa de las
variables de estudio sobre la produccion de metabolitos. Los resultados mostraron que la
concentracién de los nutrientes en los cultivos mixotroficos afecta la producciéon de
metabolitos, para el caso de la obtencién de carbohidratos, el acetato, el carbonato y el
fosfato ejercieron un efecto positivo en su produccién. Para la produccién de lipidos, cuando
el medio de cultivo contenia acetato, no se presenté variable alguna que influyera
significativamente, mientras que, para el cultivo con carbonato de amonio, el nitrato y las
Interacciones carbonato-fosfato, nitrato-fosfato ejercieron una influencia significativa en la
produccién de este metabolito.

Palabras clave
Cultivos mixotroéficos, chlorella vulgaris, nutrientes, carbohidratos, lipidos.

Abstract

Sustainable production of microalgae biorefineries presents several technical bottlenecks
in different levels, including maximization of productivity of energy blocks as carbohydrates
and lipids, which can be used as feedstocks for biodiesel and bioethanol production. An
alternative for increasing productivity of energy blocks is the use of alternative crops to
traditional chemical media, which are based on carbon, phosphorus, nitrogen sources and
microelements. This work presents the design of two mixotrophic crops were designed at
different concentrations of carbon, nitrogen and phosphate sources with the aim of
evaluating the carbohydrates and lipids production from Chlorella vulgaris. The culture
media were designed at different concentrations of sodium nitrate, potassium phosphate
and sodium acetate / ammonium carbonate as carbon source. In addition, Pareto charts and
Response Surface were performed using the statistical software STATISTICA 7.0, in order
to know the significant influence of study variables on metabolites production. Results
showed that the concentration of nutrients in the mixotrophic cultures affect the production
of metabolites, for the case of carbohydrates production, acetate, carbonate and phosphate
had a positive effect on it. Regarding lipids production, when the culture media contained
acetate, there was not any variable that influenced significantly, whereas for the cultivation
with ammonium carbonate, nitrate and interactions carbonate-phosphate, nitrate-
phosphate had a significant influence on production of this metabolite.

Keywords
Mixotrophic cultures, chlorella vulgaris, nutrients, carbohydrates, lipids.
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1. INTRODUCCION

La utilizacién de microalgas como ma-
teria prima para el desarrollo de biorefi-
nerias se ha estudiado con bastante interés
en los dltimos anos, debido al potencial de
esta materia prima para la obtencién de
biocombustibles y bioproductos [1], sin
embargo, aln se tienen diversos cuellos de
botella en diferentes escalas que deben ser
superados. Con respecto al cultivo, este se
ha llevado a cabo de forma natural o artifi-
cial, desde lagos y estanques abiertos hasta
fotobioreactores altamente complejos y
controlados [2]. Sin embargo, para lograr
una productividad por area de cultivo a
escala comercial con una conversién efi-
ciente de la energia, se deben disefar sis-
temas de cultivos sostenibles y rentables.
En los cultivos heterétrofos es necesario
mantener parametros como temperatura,
pH y concentracion de nutrientes dentro de
los limites fisiolégicos de la microalga a fin
de favorecer su crecimiento. Algunas espe-
cies de microalgas utilizan fuentes de car-
bono organico como acetato, glucosa y gli-
cerol [3]. Aunque este tipo de cultivos per-
miten el uso eficiente de la luz, a gran
escala, el crecimiento es lento debido a su
limitada penetraciéon a través del espesor
de la columna de agua y la alta densidad
de células [4]. Una alternativa viable para
algunas especies es el uso de cultivos mixo-
tréficos, en los cuales se pueden utilizar
fuentes de carbono organicas e inorganicas
en presencia de luz que son asimiladas
simultaneamente con el CO2 mediante
metabolismos fotosintético y respiratorio,
llevando a una elevada produccién de bio-
masa [4], [56]. Otra de las ventajas que
representa este tipo de cultivo es que se
asegura una tasa de productividad de lipi-
dos y biomasa de 3 a 10 veces superior a la
generada en cultivos fotoautétrofos en
biorreactores [6],[3]. Sin embargo, en este
tipo de cultivos es necesario controlar la
concentraciéon de los nutrientes debido a
que ciertos cambios pueden aumentar o
inhibir la tasa de crecimiento de las algas

[7]. Zhu et al. [8] reportaron que el conte-
nido de lipidos puede aumentar debido al
estrés generado por la limitacién de nitroé-
geno y fosforo, o de nitrégeno solamente
[9]. Esta situacién se encuentra asociada a
baja productividad de biomasa, por lo que
es necesario contar con una fuente alterna
de nitrégeno que permita mantener una
alta tasa de crecimiento de los microorga-
nismos [10]. Por otra parte, en un estudio
de obtenciéon de biodiesel en Chlorella zo-
fingiensis, la glucosa resulté ser la mejor
fuente de carbono para este propésito y
para el caso de cultivo de Phaeodactylum
tricornutum, se obtuvo la mas alta produc-
tividad de biomasa utilizando glicerol,
acetato y glucosa en el medio mixotréfico
[11]. De hecho, el crecimiento mixotroéfico
utilizando glicerol puede exceder el obser-
vado en cultivos heterétrofos [9]. Final-
mente, algunas especies como Chlorella,
Chlamydomonas y Nannochloropsis han
demostrado altas tasas de acumulacion de
lipidos bajo fuentes de carbono y nitrégeno
a distintas concentraciones [12]. Por lo
tanto, en este trabajo se evaluaron simul-
taneamente diferentes fuentes de carbono,
nitrogeno y fésforo en un medio de cultivo
Bold Basal, como parte de cultivos mixotroé-
ficos disefiados con el fin de mejorar la
producciéon de carbohidratos y lipidos a
partir de Chlorella vulgaris UTEX 1803.

2. METODOLOGIA
2.1 Microalga

Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue ad-
quirida de la Universidad de Texas, USA y
cultivada en medio Bold Basal modificado
[13] durante 15 dias a 25 + 2°C, pH 7, sin
ninguin suministro complementario de COz
e iluminado con lamparas fluorescentes
con un ciclo de luz-oscuridad 12-12 horas.
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2.2 Medio de cultivo

Cada litro de medio de cultivo empleado
tenia la composicién de macronutrientes y
micronutrientes registrada en la Tabla 1.

2.3 Bioreactor

Se usaron biorreactores rectangulares
con dimensiones 20 cm largo, 20 cm altura
y 10,5 cm ancho, donde cada ex-tremo infe-
rior contaba con un suministro de aire
continuo por burbujeo, con el fin de proveer
aire a los cultivos y garantizar que todas
las células estuviesen expuestas a la luz y
los nutrientes del medio.

2.4 Diseno de cultivos mixotroficos

A fin de mejorar la productividad de
carbohidratos y lipidos, se disefiaron culti-
vos mixotroéficos con base en dos fuentes de
carbono (acetato de sodio y carbonato de
amonio), nitrégeno (NaNO3) y fésforo

(K2HPO4 y K2HPO4), manteniendo la
concentracién de los macronutrientes y
micronutrientes constantes segun las espe-
cificaciones del Medio Bold Basal.

Para determinar el efecto de las variables
propuestas se evaluaron 3 concentraciones
de los diferentes nutrientes (Tabla 2 y 4)
empleando disefio experimental de compo-
sicién central no facto-rial 33 empleando el
software STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc.
2004). Cada uno de los experimentos se
realizé por duplicado y tuvo una duracién
maxima de 15 dias. Como control se em-
ple6 el medio Bold Basal Modificado sin
adicién de carbono y con las concetraciones
de nitrogeno y fosforo presente en la Tabla
1.

La Tabla 5 presenta la composicion del
segundo cultivo compuesto por carbonato
de amonio, nitrato de sodio y fosfato de
potasio en las mismas concentraciones del
primer cultivo.

Tabla 1. Composicién del medio de cultivo Bold Basal Fuente: Autores modificado [13]

.Tipo de nutriente Nombre Concentracién final en medio (moles)
NaNO, 2,94x10"
MgS0,.7TH,0 3,04x10

4

Macronutrientes Nacl 4,28x10
K,HPO, 4,31x10
KH,PO, 1,20510
CaCl,.2H,0 1.70x10

Solucién Alcalina EDTA BT L71X10-4
KOH 5.53x10
FeSO,.7H,0

Solucién acidificada de Hierro LSO, 1,79x105

Solucién de Boro H;BO, 1,85)(1074
ZnS0,.7TH,0 3.07x10
MnCl,.4H,0 7.28x10

Micronutrientes MoO, 4,93x10-6
CuS0,.5H,0 6.29x10
Co(NO,),.6H,0 1,68x10
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2.5 Cuantificacion de carbohidratos

Para esta cuantificacién se utilizé el
método colorimétrico fenoldcido sulftrico
[14]. Se tom6 1 mL de medio de cultivo, al
cual se le adicionaron 0,5 mL de fenol al
5% y 2,5 mL de acido sulfirico al 95%,
seguido de homogenizacion.

Tabla 2. Disefio experimental para el medio de cultivo
con acetato de sodio, nitrato de sodio y buffer de potasio.
Fuente: Autores.

Acetato de Nitrato Buffer de potasio (KeHPO4
sodio, mM sodio, mM + KHoPO4), mM

10 0,98 0,57

20 1.96 1,15

30 2,94 1,72

Se midi6 la absorbancia de la muestra a
480 nm, 485 nm y 490 nm a fin de identifi-
car la xilosa, arabinosa, glucosa y fructosa
presentes en la biomasa mediante el uso de
curvas de concentracion previamente pre-
paradas. Por ultimo, se calcul6 el contenido
de carbohidratos de las muestras en mili-
gramos de carbohidrato por litro [15].

Tabla 4. Disefio experimental para el medio de cultivo
con acetato de sodio, nitrato de sodio y buffer de potasio.
Fuente: Autores.

Buffer de potasio

Ace.tato de N%trato (K;HPO, + KHsPO,),
sodio, mM sodio, mM
mM
10 0,98 0,57
20 1.96 1,15
30 2,94 1,72

2.6 Cuantificacion de lipidos

La cuantificaciéon de lipidos se realizd
siguiendo el procedimiento de Chen &
Vaidyanathan (2012) [16] el cual es un
método desarrollado para la cuantificacién
de lipidos en pequernias cantidades de bio-
masa. Se tomaron 0,05 g de biomasa los
dias 5, 10 y 15 de cultivo, se suspendieron
en 100 pL de Tris-HCI 1M a pH 8 y se
anadieron 2.400 pL de reactivo de saponi-
ficacion (25 % de metanol en 1 M NaOH) y
250 mg de perlas de vidrio de 0,1 mm.

Tabla 3. Disefio experimental para el medio de cultivo con acetato de sodio, nitrato de sodio
y fosfato de potasio. Fuente: Autores.

Numero de tratamiento Acetato de sodio, mM Nitrato sodio, mM Fosfato de potasio, mM Relacién C/N/P

1 10
2 10
3 30
4 30
5 20
6 10
7 10
8 30
9 30
10 3,27
11 36,73
12 20
13 20
14 20
15 20

2,94 0,57

1/0,17/0,07
0,98 172 1/0,05/0,22
2,94 1,72 1/0,06/0,07
0,98 0,57 1/0,02/0,02
1,96 1,15 1/0,05/0,07
2,94 1,72 1/0,17/0,22
0,98 0,57 1/0,05/0,07
2,94 0,57 1/0,06/0,02
0,98 1,72 1/0,02/0,07
1,96 1,15 1/0,33/0,45
1,96 1,15 1/0,08/0,04
3,6 1,15 1/0,1/0,07
0,32 1,15 1/0,01/0,07
1,96 0,19 1/0,05/0,01
1,96 2,11 1/0,05/0,13
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Posteriormente, se realizé la ruptura
celular mediante agitacién vigorosa por 3
min y se anadieron 2.500 pul del reactivo de
saponificacion. La mezcla se saponificé en
bafio maria a 90°C durante 30 min y se
agit6 con vortex cada 5 min. Las muestras
se enfriaron a temperatura ambiente, para
luego mezclar 3.000 pL de estas con 4.500
pL de disolvente de cloroformo y metanol
(2:1) en un tubo Eppendorf por 2 min. Pos-
teriormente, se centrifugaron a 5.000 rpm
durante 2 min y se tomé un volumen de
2.500 pL de la fase organica, el cual fue
transferido a un nuevo tubo Eppendorf que
contenia reactivo de cobre. Después de este
paso, se transfirieron 1.500 pL de la fase
organica a una cubeta de cuarzo y se midi6
la absorbancia a 260 nm usando un espec-
trofotémetro

2.7 Analisis estadistico

A fin de conocer la influencia significa-
tiva positiva o negativa de las variables de
estudio sobre los datos obtenidos en el
disefio de experimentos se realizaron dia-

gramas de Pareto, asi como Superficies de
Respuesta con base en los resultados arro-
jados por los diagramas, de modo que se
pudiese observar el efecto que tienen las
interacciones entre las variables significa-
tivas con respecto a la produccion de meta-
bolitos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Produccion de carbohidratos

En la Fig. 1 se presenta la concentracion
de carbohidratos para las dos modificacio-
nes del medio después de 15 dias de culti-
vo.

Para el medio de cultivo con acetato de
sodio, se observa que con los tratamientos
T5 y T10 se obtuvieron las mayores con-
centraciones de carbohidratos (73 y 72%
p/p respectivamente) las menores concen-
traciones se obtuvieron en los tratamientos
T11 y T12. A diferencia del acetato, solo
uno de los experimentos (T2) obtuvo por-
centajes de carbohidratos mayores al 50%

Tabla 5. Disefio experimental para el medio de cultivo con carbonato de amonio, nitrato de sodio
y fosfato de potasio. Fuente: Autores.

Numero de tratamiento Carbonato de Amonio, mM Nitrato sodio, mM Fosfato de potasio, mM Relaciéon C/N/P

1 1,07
2 1,07
3 3,22
4 3,22
5 2,15
6 1,07
7 1,07
8 3,22
9 3,22
10 0,35
11 3,95
12 2,15
13 2,15
14 2,15
15 2,15

2,94 0,57 1/0,39/0,16
0,98 1,72 1/0,13/0,52
2,94 1,72 1/0,13/0,17
0,98 0,57 1/0,04/0,05
1,96 1,15 1/0,13/0,17
2,94 1,72 1/0,39/0,52
0,98 0,57 1/0,13/0,16
2,94 0,57 1/0,13/0,05
0,98 1,72 1/0,04/0,17
1,96 1,15 1/0,77/1,04
1,96 1,15 1/0,07/0,09
3,6 1,15 1/0,23/0,17
0,32 1,15 1/0,02/0,17
1,96 0,19 1/0,13/0,03
1,96 2,11 1/0,13/0,31
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Fig. 1. Concentracién de carbohidratos totales empleando acetato de sodio y carbonato de amonio
después de 15 dias. Fuente: Autores.

con un valor de 66% p/p.

La produccién de carbohidratos es ma-
yor a la reportada por Dragone, Fernandez,
Abreu, Vicente, & Texeira, (2011) [17]
donde el rendimiento maximo fue de 41%,
empleando urea como fuente de nitrégeno
para el medio de cultivo de C. vulgaris.
Asimismo, el rendimiento resulté ser ma-
yor al obtenido por Yanna, Nicolas, & Yi,
(2009) [18], quienes reportaron un porcen-
taje de carbohidratos del 44% empleando
glucosa al 1% en el medio como fuente de
carbono. En la Fig. 2 (a) se observa que la
Unica variable que tiene influencia signifi-
cativa (p=0,05) es el acetato de sodio, el
cual afecta inversamente proporcional (-
3.27211) la produccion de carbohidratos, es
decir, que a menor concentraciéon de aceta-
to (<30 mM), la produccién de carbohidra-
tos se hace mayor, obteniendo concentra-
ciones de hasta 1 g/L.

En cuanto al cultivo con carbonato de
amonio, la Fig. 1 (b) muestra que tUnica-
mente la concentraciéon del carbonato y

fosfato ejercen un efecto positivo en la
produccion de carbohidratos en la biomasa,
mientras que las interacciones nitrato-
fosfato, carbonatonitrato y carbonato-
fosfato no representan una influencia posi-
tiva en la produccién de este metabolito. La
Fig. 2 muestra que el medio de cultivo con
acetato de sodio es selectivo hacia la pro-
duccién de carbohidratos. Sin embargo, es
necesario suministrar concentraciones
promedio de acetato (20 mM), nitrato (1,96
mM) y fosfato (1,08 mM) para obtener altas
concentraciones de este metabolito. Segin
Estévez et al., (2013) [4] el uso de acetato
de sodio es problematico en medios de cul-
tivo debido a que su efecto es dependiente
de la concentracion. En este sentido, algu-
nos autores como Degrenne et al., (2010)
[19] encontraron que las concentraciones
por encima de 1g/L pueden causar la inhi-
bicion del crecimiento por intoxicaciéon. Por
otra parte, cuando el nitrégeno se agota en
el medio de cultivo, la célula utiliza el ni-
trégeno restante en enzimas y estructuras
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Acetato de sodio (mMMMC2)
Mitrato de sodio (mk){(Q)
Fosfato de potasio (mib ()

1Lby2L
2Lby3L 0,665579
{2} Nitrato de sodio {(miM}{L} -0,.547405
{3) Fosfato de potasio {mh}{L) 0,441592
{1} Acetato de sodio (mM)(L) 0,1576862
1Lby 3L 0, 1421641

-1,13373
0,8243483

-3,27211

p=0,05

Efecto estandanzado estimado (Walor Absoluto)

(a)

(1) Garbonato de amonio {m (L)
Carbonato de amanio (mh)Q)
Fosfato de potasio (mh)(Q)

(2} Nitrato de sodio {(mM}L)
Mitrato de sodio (miv){C)

2lby3L

(3} Fosfato de potasio {mM}L)
1Lby3L

1Lby2L

-0,391636

1,023932

3,47181
2,439712
2,23575
-2,08222
1,44792
1,30852 1
1,205291

p=0.05

Efecto estandarizado estimado (Valor Absoluto)

(b)

Fig. 2. Diagrama de Pareto para la produccién de carbohidratos con a) acetato de sodio y
b) carbonato de potasio como fuente de carbono. Fuente: Autores.

celulares esenciales, por lo que una parte
del contenido de didxido de carbono se
convierte en lipidos y carbohidratos [20],
en un estudio previo desarrollado por los
autores se muestra que para el desarrollo
de una biorefineria basada en microalgas
atendiendo una composicién minima ren-
table bajo los parametros establecidos el
contenido de carbohidratos para la produc-
ciéon de la fracciéon bioetanol debe ser tan
alta como sea posible y complementada con
la obtencién de algiin producto de valor
agregado como acidos grasos poliinsatura-
dos en wuna relacibon minima de 1
(PUFASs):27,4 (bioetanol) [21].]

3.2 Produccion de lipidos
En la Tabla 5 se observa que con el tra-

tamiento T13 para el cultivo con acetato de
sodio, se alcanz6 la maxima concentracién

(92]

de lipidos (0,0081 g/L) correspondiente al
0,34% de la biomasa. Por otra parte, se
observa que los tratamientos T1 y T13 con
carbonato de amonio permitieron obtener
los mayores contenidos de concentracion de
lipidos (0,0041 g/Li y 0,0031 g/L, respecti-
vamente). El bajo porcentaje obtenido para
ambos casos (0,28 y 0,3%) el cual no es
superior al obtenido en el cultivo sin modi-
ficar (10% p/p para el control) es atribuido
a las condiciones del medio de cultivo (dos
fuentes de nitrégeno, carbonato de amonio
y nitrato de sodio) y a la forma en que la
microalga se adapta a las condiciones de
cultivo. El porcentaje de lipidos obtenido
en este trabajo es bajo comparado con el
obtenido por Porras & Prada, (2012) [22]
(21%) en un medio de cultivo Bold Basal
modificado con nitrato de sodio y acetato de
sodio.
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Fig. 3. Concentracién de lipidos totales empleando acetato de sodio y carbonato de amonio después de 15 dias.
Fuente: Autores.

Los resultados obtenidos en el presente
estudio revelaron que la variacién simul-
tanea de la fuente de carbono (acetato o
carbonato), nitrato y fosfato provocan una
disminucién general de este metabolito, lo
cual esta de acuerdo con lo presentado por
Estévez et al., (2013) [4], quienes demos-
traron que la regulacion apropiada de la
cantidad de carbono y nitrégeno no solo
puede aumentar la producciéon de biomasa,
sino también promover la deposicién de
ciertos metabolitos como lipidos. La alta
concentracién de lipidos potencia el desa-
rrollo de biorefinerias basadas en microal-
gas por diferentes vias, ya sea por la pro-
duccién in vivo de lipidos y alcanos via
secrecion, o la extraccién y transesterifica-
cién de estos para la produccién de biodie-
sel, o por la via térmica para la produccion
de precursores de biocombustibles como
biocrudo, en conjunto con un alto porcenta-
je de carbohidratos, la selecciéon de la ruta
méas adecuada de procesamiento de micro-
algas con alto porcentaje de carbohidratos
y lipidos bajo el concepto de biorefineria
puede realizarse mediante un enfoque de

superestructura [23], dado el alto nimero
de alternativas de procesamiento, en esta
investigacién el porcentaje de lipidos obte-
nido es significativamente bajo en compa-
raciéon a los otros metabolitos, por lo cual
las rutas de aprovechamiento integral
deben enfocarse en la via carbohidratos.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten con-
cluir que la concentracién de los nutrientes
en los cultivos mixotréficos afecta la pro-
duccién de metabolitos. El acetato, el car-
bonato y el fosfato ejercieron una in-
fluencia significativa en la produccién de
carbohidratos, donde la primera variable
presenté un efecto inverso y las dos tulti-
mas uno directamente proporcional. En la
producciéon de lipidos, no existe variable
que influya significativamente en el cultivo
con acetato de sodio, mientras que, para el
cultivo con carbonato de amonio, el nitrato
y las interacciones carbonato-fosfato, nitra-
to-fosfato ejercieron una influencia signifi-
cativa en la produccién de este metabolito.
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Fig. 4. Diagrama de Pareto para la produccion de lipidos con a) acetato de sodio y
b) carbonato de potasio como fuente de carbono. Fuente: Autores.

Por otra parte, para el medio de cultivo con
acetato, el mayor porcentaje de carbohidra-
tos equivalente 73% de la biomasa se obtu-
vo el dia 15 de cultivo con un tratamiento
de 20 mM acetato, 1,96 mM nitrato y 1,15
mM fosfato, y para el cultivo con carbonato
de amonio, se obtuvo 66% de carbohidratos
a concentraciones de 1,074 mM de carbona-
to de amonio, 0,98 mM de nitrato y 1,721
mM de fosfato. Finalmente, se alcanz6 una
concentracién de lipidos del 0,34% con 20

mM acetato, 0,32 mM nitrato y 1,15 mM
fosfato, mientras que 3,22 mM de carbona-
to, 2,94 mM de nitrato y 1,71 mM de fosfa-
to permitieron obtener 0,3% de lipidos,
dado el bajo contenido de lipidos en compa-
raciéon con el de carbohidratos, el aprove-
chamiento de esta biomasa debe estar
orientada a las vias térmicas y de trans-
formacién de carbohidratos, y la via lipidos
se debe reservar a la presencia de acidos
grasos valiosos.
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