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Nota Cientifica
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Chlorella vulgaris CLV2 CULTIVADA BAJO
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RESUMEN

El uso de microalgas para el aprovechamiento de biomoléculas (pro-
teinas, carbohidratos y lipidos) ha tomado auge en los ultimos afos.
Entre ellas se encuentra Chlorella vulgaris, microalga unicelular verde
motil de forma esférica del Filo Chlorophyta. En este trabajo se eva-
luaron tres densidades de inoculacion de Chlorella vulgaris CLV2 y su
efecto en el crecimiento bajo condiciones mixotréficas;los datos se ajus-
taron a modelos sigmoidales en cada densidad. En el Tratamiento 1 (1
x 10° células mL"') el mejor modelo tuvo una R*> de 0.85 y un tiempo de
generacion de 59 h. En el Tratamiento 2 (2 x 10° células mL") el mejor
modelo tuvo una R* de 0.89 y un tiempo de generacion de 23.5 h. En
el Tratamiento 3 (5 x 10° células mL"') el modelo tuvo una R*>de 0.92y
un tiempo de generacion de 7.5 h. El Tratamiento 3 que consistié en la
mayor densidad celular de inoculacién, presento6 el mayor crecimiento
y el menor tiempo de generacion, porque redujo el tiempo en alcanzar
cada fase de crecimiento y sin presencia de microorganismos contami-
nantes.

Palabras clave: Microalga, fases de crecimiento, curva de crecimiento,
tiempo de generacion.

SUMMARY

The use of microalgae to produce biomolecules (proteins, carbohy-
drates and lipids) has increased in the last years. One of them is Chlo-
rella vulgaris, a green motile unicellular microalga, of spherical form
in the Chlorophyta Phylum. In this research three cellular inoculation
densities were evaluated regarding their effect on algae growth under
mixotrophic conditions, and sigmoidal models were adjusted to the ob-
tained data in each density. In Treatment 1 (1 x 10° cells mL") the best
model had an R? of 0.85 and a generation time of 59 h. In Treatment 2
(2 x 10° cells mL"') the best model had an R? of 0.89 and a generation
time of 23.5 h. In Treatment 3 (5 x 10° cells mL') the model had an R?
of 0.92 and a generation time of 7.5 h. Treatment 3, with the highest
cellular inoculation density, showed the highest growth and shortest
generation time;thus it decreased the time to reach each growth phase,
and contaminating microorganisms were absent.
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INTRODUCCION

El cultivo de Chlorella vulgaris presenta uso potencial en
produccién de biodiesel, descontaminacién de aguas resi-
duales y gases de chimenea, y en nutriciéon humana y ani-
mal, por lo cual se encuentra en el punto central de diversas
investigaciones. Sin embargo, existen limitaciones que se
deben superar para la produccion de biomasa a gran esca-
la y factores que se deben controlar para hacer un manejo
eficaz del cultivo para la obtencion de biomasa seca (BS);
dentro de estos ultimos se puede mencionar: densidad ce-
lular de inoculacién, cantidad y calidad de luz, tempera-
tura, nivel de agitacién, asi como pH, fuente de carbono,
concentracién y composiciéon de nutrientes y condiciones
estériles de la solucién nutritiva. Ademas, para cada cepa
especifica es imprescindible conocer el manejo adecuado
de los factores anteriormente mencionados, y de esta forma
optimizar la produccion de biomasa (Ogbonna et al., 1999;
Andersen, 2005).

El tiempo de cosecha, intervalo entre muestreos y periodo
adecuado para renovacion del cultivo madre durante la fase
exponencial es contradictorio y depende de las condiciones
de crecimiento y densidad celular de inoculacion (Bertoldi
et al., 2006; Bertoldi et al., 2009; Hongjin y Guangce, 2009;
Liang et al., 2009). El conocimiento de la dindmica de creci-
miento de microorganismos (tasa de inoculacién, densidad
celular en el tiempo, méaxima tasa de crecimiento, tiempo
de generacion y produccién de biomasa, entre otros) y su
manipulacion, es indispensable para generar un sistema
viable de produccidn tanto técnica como econémicamente.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar tres densidades
celulares de inoculacién en Chlorella vulgaris CLV2 y su
efecto en el crecimiento bajo condiciones mixotrdficas.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Bio-
tecnologia Microbiana de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, ubicado en el
Municipio de Escobedo, Nuevo Ledn, México. La cepa de
Chlorella vulgaris CLV2 fue adquirida en el Departamento
de Acuicultura, del Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacién Superior de Ensenada, Baja California Norte,
México.

Manejo del experimento y toma de datos

Se evaluaron tres densidades celulares de inoculacidn:
1 x 10° células mL* (Tratamiento 1), 2 x 10° células mL"*
(Tratamiento 2) y 5 x 10° células mL"' (Tratamiento 3).
El medio de cultivo utilizado fue BBM (Bold’s Basal Me-
dium) (Bertoldi et al., 2006; Bertoldi et al., 2009; Hongjin
y Guangce, 2009). El pH inicial del medio de cultivo fue
ajustado a 6.8. La fuente de carbono utilizada fue glucosa
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a 1 %. Los cultivos fueron mantenidos en incubadora (In-
cubator-Shaker® Model 3525; Lab-Line Instruments Inc.,
India) bajo condiciones de cultivo en lote. La velocidad
de agitacion fue de 125 rpm. La fuente de energia lumini-
ca fue provista por dos lamparas fluorescentes tipo “Cool
White” de 50 W. La temperatura a la cual se mantuvo el
cultivo fue de 28 + 2 °C. De acuerdo con las fuentes de
carbono y de energia empleadas, el cultivo del alga se hizo
bajo condiciones mixotroficas (Liang et al., 2009).

Los tres tratamientos se reprodujeron en frascos Erlen-
meyer de 0.5 L de capacidad, con un volumen de cultivo
367.5 mL. La densidad celular se cuantificé con un hemo-
citometro o camara de Neubauer y con un microscopio
(Colomé et al., 1986). Previamente se evalud la duracion
de cada fase de crecimiento en los tres tratamientos, con
el objetivo de establecer los intervalos de muestreos para
cada uno (datos no reportados). Para el Tratamiento 1 los
muestreos se hicieron cada 24 h (durante 168 h); para el
Tratamiento 2 fueron cada 12 h (durante 72 h); y para el
Tratamiento 3 se hicieron a las 12, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
46 y 70 h. Se colecté 2 mL del cultivo en cada repeticién
del muestreo, y se consideraron cuatro repeticiones por
muestreo. Cada tratamiento fue repetido tres veces en total.
De acuerdo con el procedimiento descrito por Maier et al.
(2000), el tiempo de generacion de Chlorella vulgaris CLV2
fue calculado a partir de los datos correspondientes al ini-
cio y final de la fase exponencial. Los andlisis de varianza
se hicieron conforme a un disefio experimental completa-
mente al azar, con los muestreos de las 24 y 48 h. Los valo-
res medios se separaron con la prueba de rango multiple de
Tukey (P < 0.05), mediante el programa SPSS17.0. Los re-
sultados obtenidos de densidad celular medidos a través del
tiempo fueron graficados en busca del modelo sigmoidal
de mejor ajuste, mediante el programa SigmaPlot10.0™,
donde se tomé como criterio de decision el mayor valor del
coeficiente de determinacion (R2).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los promedios y sus desviaciones estandar (DE) del con-
teo celular se presentan en el Cuadro 1. En general se obser-
v6 una mayor DE en aquellos muestreos con la mayor den-
sidad celular, que correspondié con las fases exponencial y
estacionaria del Tratamiento 3; esto se atribuye a que en és-
tos hubo mayor dificultad para hacer el conteo en la cdma-
ra de Neubauer, ya que al aumentar el numero de células,
éstas se agruparon en forma de colonias o se traslaparon.
También Bertoldi et al. (2009) reportaron que los conteos
celulares realizados durante las tltimas fases de crecimien-
to en el cultivo de Chlorella vulgaris (densidad celular cer-
cana a 10 x 109 células mL"') presentaron una mayor DE.
Si bien un grupo de investigadores (Bertoldi et al., 2006;
Bertoldi et al., 2009) han usado la cimara de Neubauer para
cuantificar el crecimiento celular de Chlorella vulgaris, aqui
se evidencia que este método presenta errores que pueden
afectar los analisis estadisticos en algunos casos, por lo que
seria conveniente optar por determinar BS, medir turbidez,
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o algtin otro método.

Los Tratamientos 1, 2 y 3 se ajustaron a modelos sigmoi-
dales (Cuadro 2), con tiempos de generacion y coeficientes
de determinacion (R?) de: 59 h y 0.85, 23.5 h y 0.89, 7.5 h
y 0.92, respectivamente. La Figura 1 muestra que a medida
que la densidad de inoculacion fue menor, la fase exponen-
cial se alcanz6 en mayor tiempo. Esto concuerda con los
reportes de Maier et al. (2000) y Sarma et al. (2008).

En el Tratamiento 1 se registré un crecimiento lento has-
ta la fase de establecimiento (7 d). En el Tratamiento 2 la
fase de establecimiento durd aproximadamente 18 h y la
fase exponencial se alcanzé a las 41 h. En el Tratamiento 3
la fase de establecimiento duré aproximadamente 18 hy la
fase exponencial se alcanz¢ a las 30 h. En los Tratamientos
1 y 2 no solamente se prolongaron los tiempos necesarios
para alcanzar cada fase de crecimiento, sino también fue
afectado el crecimiento celular al mostrar una disminucion
con respecto al Tratamiento 3 (Figura 1). Lo anterior fue
debido a la presencia de microorganismos contaminantes y
competidores presentes en los cultivos de los Tratamientos
1y 2, los cuales fueron observados al microscopio (100X),
los cuales disminuyeron la coloracién verde intensa carac-
teristica de Chlorella vulgaris CLV2 (datos no reportados).
Por el contrario, en el Tratamiento 3 se alcanzd el méximo
crecimiento (1.66 x 107 células mL" en 36 h), sin haber de-
tectado microorganismos contaminantes al microscopio
(100 X) y se mantuvo la coloracién verde intensa caracte-
ristica de la microalga. Esto concuerda con lo reportado por
Sarma et al. (2008), quienes mencionaron que al aumentar
la densidad celular de inoculacién de Chlorella vulgaris de 2
x 10°a 8 x 10° células mL", también aumento la dominancia
sobre otros microorganismos competitivos.

Algunos investigadores usaron densidades celulares de
inoculacién relativamente bajas (< 1 x 10° células mL™"), y
alcanzaron la fase exponencial en periodos largos (> 5 d);
tal es el caso de Bertoldi et al. (2009), quienes inocularon a
una densidad de 1.16 x 10° células mL™* y la maxima densi-
dad obtenida a los 7 d fue de 10.6 x 10° células mL". Se han
reportado casos de produccion de Chlorella vulgaris a nivel
de escalamiento en los que se ha inoculado a una densidad
de 1 x 10° células mL", y el maximo crecimiento se ha al-
canzado a los 38 d con una produccion de 1.09 x 107 células
mL7, equivalente a 4.5 g L' de biomasa (Armendariz et al,,
2010). Segun Drapcho et al. (2008), un proyecto viable de
produccién microalgal deberd generar biomasa en cortos
periodos de tiempo. Ademas, es necesario considerar que
aunque algunos autores reportan producciones altas de BS
(2 g L' bajo condiciones mixotroficas), ésta es alcanzada en
periodos largos (6 d) y requieren de equipo especializado
(Ogbonna et al., 1999; Liang et al., 2009).

Una vez aplicados los tratamientos, éstos fueron mane-
jados bajo condiciones mixotroéficas, con glucosa como
fuente de carbono. Segiin Haass y Tanner (1974), Martinez
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Cuadro 1. Densidades celular promedio (células mL’) y desviacion estandar (DE) de Chlorella vulgaris

CLV2, por muestreo’ y por tratamiento.

Tratamiento 177

Tratamiento 21

Muestreo (h)  Densidad celular DE Muestreo (h) Densidad celular DE

0 1.00 x 10° 0 0 2.00 x 10° 0
24 3.90x 10° 8.55x 10° 12 2.60 x 10° 9.53x 10°
48 2.25x 10° 8.49x 10° 24 3.50 x 10° 891 x10°
72 2.33x10° 2.23x 10° 36 439x10° 1.49x 10°
96 4.30x 10° 3.25x 10° 48 6.11x10° 9.23x10°
120 9.58 x 10° 5.62 x 10° 60 6.63 x 10° 1.94x 10°
144 6.70 x 10° 3.32x10° 72 5.09 x 10° 4.67x 10°
168 1.08 x 107 4.24x 10°

Tratamiento 3%

Muestreo (h)  Densidad celular DE

0 5.00 x 10° 0

12 6.89 x 10° 2.08 x 10°
24 1.05x 107 2.89 x 10°
26 1.36 x 107 3.17 x 10°
28 1.21x 107 1.58 x 10°
30 1.54x 107 3.04x 10°
32 1.68 x 107 1.59 x 10°
34 1.72x 107 1.99 x 10°
36 1.66 x 107 4.07 x 10°
46 1.60 x 107 3.23x10°
70 1.43x 107 1.41x 10°

"Densidad celular de inoculacion = 1 x 10°células mL'; "Densidad celular de inoculacién = 2 x 10°células mL; Densidad celular de

inoculacion = 5 x 10° células mL™.

Cuadro 2. Comparacion de tratamientos por densidad celular a las 24 y 48 h de cultivo.

Tratamiento Media' (24 h) Media® (48 h) Ecuacion R?
17 3.90 x 10°b 225x10°¢c  y=11431528.9/(1 + ¢'(-(x-103.4)/32.5)) 0.85
2 3.50 x 10°b 6.11x10°b  y=2229346.5 + 3787767.3¢"(-¢(-(x-25.4)/10.6)) 0.89
3n 1.05x 107a 1.61x107a  y=5959061.9 + 10174169.7¢"(-¢'(-(x-23.4)/2.9)) 0.92

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

n = 12; ""Densidad celular de inoculacion = 1x10° células mL"; "Densidad celular de inoculaciéon = 2x10° células mL; "Densidad celular de inoculacién

= 5x10°células mL*

y Orts (1991), Xiong et al. (2008), Hongjin y Guangce
(2009) y Liang et al. (2009), la glucosa como fuente de
carbono induce la absorcién de hexosas e incrementa la
densidad celular y biomasa en menor tiempo que otras
fuentes de carbono organicas e inorganicas.

El analisis de varianza evidencié diferencias significativas
(P <£0.05) entre tratamientos, tanto a las 24 como alas 48 h
(Cuadro 2). A las 24 h, el crecimiento del Tratamiento 3 su-
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pero6 al de los Tratamientos 1y 2, y entre estos dos tltimos
no hubo diferencia significativa, quizas debido a su lento
crecimiento inicial. A las 48 h, el Tratamiento 3 presentd
el mayor crecimiento, seguido por el Tratamiento 2 y final-
mente del Tratamiento 1.

Para la cepa Chlorella vulgaris CLV2, el aumento en la
densidad celular de inoculacién acorté todas las fases de
crecimiento, asi como el tiempo de generacion.
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Tratamiento 2
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100 120 140 160 18(
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Figura 1. Modelos sigmoidales ajustados a los datos de crecimiento celular de Chlorella vulgaris

CLV2. (Procesados con SigmaPlot10.0¥¥).

CONCLUSIONES

Los datos de densidad celular de los Tratamientos 1, 2
y 3 se ajustaron a modelos sigmoidales. La inoculaciéon en
cultivos de Chlorella vulgaris CLV2 a densidades de 5 x 10°
células mL ! (Tratamiento 3) mostraron los mejores resul-
tados al alcanzar el maximo incremento a las 36 h poste-
riores a la inoculacion, con un valor medio de 1.66 x 107
células mL", con un tiempo de generacién de 7.5 h.

BIBLIOGRAFIA

Andersen R A (2005) Algal Culturing Techniques. Academy Press. USA.
596 p.

Armendariz ] F, A Posadas, M A Amezcua-Allieri (2010) Evaluacion del
crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris a nivel de escala-
miento para la produccién de biomasa. In: Mem. II Congreso
Latinoamericano de Biotecnologia Ambiental y Algal. G C
Sandoval E E J Olguin P, G Sanchez G (eds). Canctin, México.
5-9 de diciembre 2010. pp:262-265.

Bertoldi F C, E Sant "Anna, M V da Costa Braga, J L Barcelos-Olivieira
(2006) Lipids, fatty acids composition and carotenoids of Chlo-
rella vulgaris cultivated in hydroponic wastewater. Grasas y
Aceites 27:270-274.

Bertoldi F C, E Sant ’Anna, J L Barcelos-Olivieira (2009) Chlorella vul-
garis cultivated in hydroponic wastewater. Acta Hort. 843:203-
210.

Colomé J, R Cano, A Kubinski, D Grady (1986) Laboratory Exercises in
Microbiology. West Publishing Company. USA. 283 p.

86

Drapcho CM, N P Nhuan, T H Walker (2008) Biofuels Engineering Pro-
cess Technology. McGraw-Hill. USA. 371 p.

Haass D, W Tanner (1974) Regulation of hexose transport in Chlorella
vulgaris. Plant Physiol. 53:14-20.

Hongjin Q, W Guangce (2009) Effect of carbon source on growth and
lipid accumulation in Chlorella sorokiniana GXNNO1. Chin. J.
Oceanol. Limnol. 27:762-768.

Liang Y, N Sarkany, Y Cui (2009) Biomass and lipid productivities of
Chlorella vulgaris under autotrophic, heterotrophic and mixo-
trophic growth conditions. Biotechnol. Lett. 31:1043-1049.

Maier R, I Pepper, C Gerba (2000) Environmental Microbiology. Aca-
demic Press. USA. 585 p.

Martinez F, M I Orus (1991) Interactions between glucose and inorganic
carbon metabolism in Chlorella vulgaris strain UAM 101. Plant
Physiol. 95:1150-1155.

Ogbonna J C, T Soejima, H Tanaka (1999) Development of efficient
large-scale photobioreactors, a key factor for practical produc-
tion of biohydrogen. BioHydrogen VII:329-343.

Sarma S S, J L Franco, S Nandini (2008) Effect of algal food (Chlorella
vulgaris) concentration and inoculation density on the compe-
tition among three planktonic brachionidae (Rotifera: Mono-
gononta). Hidrobiologica 18:123-132.

SigmaPlot (Scientific Data Analysis and Graphing Software) Systat Soft-
ware Inc. (version10.0). Disponible en: http://www.sigmaplot.
com.

SPSS, Statistical Package for the Social Sciences IBM incorporated.
PASW (Predictive Analytics SoftWare). (Version 17.0). Dis-
ponible en: http://www-01.ibm.com/software/analytics/spss/

Xiong W, X Li, J Xiang, Q Wu (2008) High-density fermentation of mi-
croalga Chlorella protothecoides in bioreactor for microbio-die-
sel production. Appl. Microbiol. Biotechnol. 78:29-36.



