Efecto de la glicerina residual en la deposicion de
metabolitos para la chlorella vulgaris utex 1803,
mediante técnicas de inmovilizacion
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Resumen- El objetivo del presente estudio fue evaluar
la viabilidad del uso de glicerina como fuente de carbo-
no, usando algas inmovilizadas para la produccion de
metabolitos como carbohidratos, proteinas y lipidos. Se
encontro, mediante el uso de analisis estadistico, que
la acumulacién de hidratos de carbono se favorece con
concentraciones de glicerina de 3-5% (v/v) y 0,37 (g/L)
de nitrogeno. La deposicion de lipidos, se favorece con
una concentracion de 3% (v/v) de glicerinay 0,04 (g/L)
de nitrégeno; Por otro lado, las proteinas se favorecen
con mayores concentraciones de glicerina (5% v/v), y
una concentracion de nitréogeno similar a la utilizada
para hidratos de carbono.

Palabras clave- Glicerina, inmovilizacion, chlorella vul-
garis.

Abstract- The purpose of the present study was to eva-
luate the viability of glycerol as carbon source using
immobilized algae coupled with a modification on nitro-
gen (NO, -) and phosphate (PO,) concentration, for the
production of high valuable compounds (carbohydrates,
proteins and lipids). The best conditions for carbohydra-
te accumulation were found by statistical analysis and
they were achieved within a 3-5% (v/v) glycerol and an
initial concentration of nitrogen source of 0,37 (g/L).
Lipid deposition was favored with a concentration of
3% (v/v) glycerol and 0.04 (g/L) nitrogen. On the other
hand, proteins were favored with higher concentrations
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of glycerol (5% v/v) and a concentration of nitrogen simi-
lar to that used for carbohydrates
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1. INTRODUCCION

El uso de microalgas en la biotecnologia se ha
incrementado en los Gltimos afos, debido a que
contienen numerosos compuestos bioactivos que
pueden aprovecharse para uso comercial. El ta-
mano de las microalgas (< 50 uym) implica serias
dificultades a la hora de disenar biorreactores; la
pérdida de biomasa cuando se trabaja con siste-
mas de flujo continuo y la recoleccion de la bioma-
sa celular en suspension, es un proceso costoso
y a menudo ineficaz. Con el fin de resolver ambos
problemas, la biotecnologia ha recurrido a técni-
cas de inmovilizacién de los organismos unicelu-
lares fotosintéticos, los cuales se utilizan hoy en
dia en la industria farmacéutica, la acuicultura, la
alimentacioén, cosmética [1], procesos de depura-
cion [2], y la produccién de biocombustibles, entre
otros [3].
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Las microalgas tienen una tendencia natu-
ral de adherirse a las superficies y crecer en
ellas. Esta capacidad también se ha aprove-
chado con el fin de preconcentrar estas sus-
tancias y facilitar asi la medicién de trazas en
el medio ambiente [4]. La seleccion del soporte
es una de las decisiones cruciales del proceso
de inmovilizacién [5]. Los materiales de sopor-
te deben cumplir con los siguientes criterios:
ser insolubles, no biodegradables, no téxicos,
de bajo peso, flexibles, tener alta estabilidad
mecanica, quimica y tener un bajo costo [6].

Hoy en dia no hay muchas investigaciones
realizadas sobre inmovilizacion de microalgas
dedicadas a la produccion de biocombustibles
[7], la mayoria de los estudios estan aplicados
en el tratamiento de aguas residuales. Zama-
lloa et al. [8], disenaron un reactor de placas
paralelas para inmovilizar los nutrientes de las
aguas residuales domésticas tratadas quimi-
camente, donde se elimind nitrégeno y fosforo
con una eficiencias del 67% del nitrogeno total
y 96% de fosforo total. En 2009, Hsieh, et al.
(2009) construyeron un sistema para cultivar
Chlorella destinada a la produccion de biocom-
bustibles con remocién de nitrégeno y fésforo
simultanea [9], ademas de probar diferentes
materiales como espuma de poliestireno, car-
tén, polietileno de fibra paisaje y esponja vege-
tal. Entre todos estos materiales, el mejor en
términos de produccion de biomasa y acidos
grasos fue la espuma de poliestireno [10], ade-
mas de facilitar la recuperacion de la biomasa.

Segln Liang et al. [11], las condiciones que
promueven la alta productividad y el crecimien-
to rapido son la suficiencia de nutrientes, es
por esto que se propone un método de inmo-
vilizacion de biomasa con el fin de evaluar el
efecto de acumulaciéon de biomasa y metaboli-
tos de valor agregado.

Por otro lado, Dominguez et al [12], propo-
nen el uso del glicerol como suplemento orga-
nico para el cultivo mixotréfico de la microalga,
el cual se produce en cantidades significativas
como subproducto de la transesterificacion
con una demanda comercial muy baja. Por
lo tanto, el uso de glicerol constituye una pro-
puesta innovadora y puede contribuir a mitigar
efectos ambientales y diversificar la oferta en
la industrial de biodiesel.

2. METODOLOGIA

2.1 Meétodo de cultivo

Chlorella vulgaris UTEX 1803 fue adquiri-
da de la coleccion de cepas proveniente de la
Universidad de Texas (Austin, Texas, EE.UU.).
Inicialmente la cepa se cultivd en medio Bold
Basal, cada litro de medio de cultivo esta com-
puesto por: macronutrientes (moles) NaNO,
(2,94x10%), MgS0,.7H,0 (3,04X10%), NaCl (4,28x10),
K,HPO, (4,31x10*), KH,PO, (1,29x10°), CaCl,.2H,0
(4,70x10%) 'y micronutrientes  (g/L) ZnS0O,.7H,0
(3,07x10°), MnCl,.4H,0 (7,28x10°), MoO, (4,93x10°),
CuS0,.5H,0 (6,29x10°), Co(NO,),.6H,0 (1,68x10°),
H,BO, (1,85x10%), EDTA (1,71x10*), KOH (5,53x10%),
FeS0,.7H,0 (1,79x10°). Se usaron reactores rec-
tangulares de vidrio con capacidad de 2L, aco-
plando un soporte polimérico con espuma de
poliuretano. El sistema reactor-polimero fue
acoplado a un difusor de hule en su parte in-
ferior, para burbujear constantemente aire su-
ministrado desde un compresor; esto con el fin
de garantizar la homogeneidad de todo el cul-
tivo asi como evitar la sedimentacion celular.

2.2 Diseno experimental

El polimero con las células ya inmovilizadas es
ahora el nuevo inéculo y el medio de cultivo se com-
pone de glicerina residual como fuente de carbono, el
medio Bold Basal con una variacion de NaNO, como
fuente de nitrogeno y K,HPO, como fuente de fos-
foro.Para determinar el efecto de la glicerina
residual en la deposicion de metabolitos, se
plante6 un disefio de experimentos factorial 33
de composiciéon central, tomando como varia-
bles las concentraciones de glicerina, nitroge-
no y fésforo (Tabla I).

Cada experimento fue realizado por triplica-
do con una duracion total de 16 dias, en los
que cada 4 dias, se tomaron muestras para la
cuantificaciéon y seguimiento de la produccion
de biomasa, carbohidratos, lipidos, proteinas,
consumo de glicerina, nitrogeno y fésforo,
bajo condiciones controladas de temperatura
23+2°C e iluminacion artificial con periodos
de 12h dia/12h noche.
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DISENO EXPERIMENTAL, CULTIVO CON MODIFICACIONES EN CONCENTRACION DE GLICERINA, NITROGENO Y FOSFORO

Tratamiento 1 2 3 4 5% 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Glicerina(%v/v) 1 1 5 5 3 1 1 5 5 3 0 6 3 3 3
KH,PO,

0.12 | 0.38 | 0.12 | 0.38 | 0.25 | 0.12 | 0.38 | 0.12 | 0.38 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.04 | 0.46 | 0.25
+K,HPO, (g/L)
NaNO,
&) 0.12 | 0.37 | 0.37 | 012 | 0.25 | 0.37 | 0.12 | 012 | 0.37 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.25 | 0.04

* El tratamiento 5 es el promedio aritmético de las pruebas 16y 17.

Fuente: los autores.

2.3 Consumo de glicerina

Para la cuantificacién del consumo de gliceri-
na se filtraron las muestras de medio de cultivo,
usando membranas PVDF (Di-fluoruro de polivinili-
deno) OlimPeak de 0.22 um. La técnica empleada
fue la de cromatografia liquida de alta eficacia con
una columna Biorad Aminex HPX-87H acoplada a
un equipo UFLC 20AD (Shimadzu), seguida de un
detector de indice de refraccion RID-10A. El equi-
po operd a una temperatura de 65 °C, con flujo de
0.6mL/min. La fase movil empleada fue una so-
lucion de acido sulfurico 5mM. El tiempo de cada
analisis fue 30 minutos como factor de seguridad
para no contaminar posteriores muestras.

2.4 Consumo de nitrogeno

El consumo de nitr6geno esta representado
por la cuantificaciéon de Nitrato que se realizé por
medio del método espectrofotométrico ultraviole-
ta [12], la lectura de la absorbancia a una longijtud
de onda de 220 y 275nm. La correccion de los
valores obtenidos debido al material organico pre-
sente [13], fue realizada mediante (1).

(2% Asrs) = Aso (1)

2.5 Consumo de fosforo

El consumo de fésforo esta representado por
la cuantificaciéon de fosfato para lo cual se empled
el método colorimétrico del acido Metavanadato
Molibdato [13]. Se tomd una muestra de 3 mL de
medio de cultivo, posteriormente se filtro al va-
cio adicionando 1mL de agua destilada y 1mL de
acido Metavanadato Molibdato, dejando reaccio-

nar durante 10 minutos; finalmente, se realizd la
lectura de la absorbancia a una longitud de onda
de 750nm en un espectrofotometro (Pharo300
Merck).

2.6 Cuantificacion de biomasa

La cuantificacion de la biomasa fue evaluada
utilizando el parametro de peso seco, mediante
toma de alicuotas, a partir de un raspado unifor-
me realizado al polimero. Las muestras se filtra-
ron al vacio y secaron durante 24h en el horno
a 105 °C para posteriormente transferirlas a un
desecador por 12h. Finalmente, por diferencia de
peso del papel filtro se obtuvo las cantidades en
gramos de biomasa.

2.7 Cuantificacion de metabolitos

Los carbohidratos fueron cuantificados si-
guiendo el método colorimétrico fenol-acido sul-
flrico propuesto por Dubois et al. [14]. Las absor-
bancias se realizaron a 480 nm, 485 nm, 487 nm
y 490 nm, para identificar xilosa, arabinosa, glu-
cosa, galactosa y fructosa, respectivamente.

La extraccion de lipidos fue realizada siguien-
do el protocolo propuesto por Chen et al. [15]. Se
evalu6 la absorbancia a 260 nm en un espectrofo-
tometro (Pharo300, Merck).

El proceso de cuantificacion de proteinas inicid
con la extraccion de las mismas por medio del mé-
todo de Rausch (1981), empleado por Chen & Vai-
dyanathan [16]. Para el calculo de la cantidad de
proteinas totales en la muestra se empled el mé-
todo de cuantificacion de proteinas por reaccion
de Folin [17], empleado por Dorey & Draves [18].
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3. RESULTADOS

3.1 Produccion de carbohidratos

En la Tabla Il se presenta una comparacion entre
los tratamientos con mejores resultados en cuanto a
produccién de carbohidratos, siendo el tratamiento
3 el que reporta mayor concentracion de carbohidra-
tos, al representar el 46% de la biomasa.

Con el fin de tener un panorama general, en la
Fig.1 se muestra el comportamiento desde el pri-
mer hasta el Gltimo dia de experimentacién para
la produccién porcentual de carbohidratos, a par-
tir del consumo de la fuente de nitrégeno, fésforo
y carbono (glicerina) en su mejor tratamiento. Se
observa entonces una acumulacion de los mis-
mos a partir del dia 4; cuando se hace presente la
limitaciéon o consumo de nutrientes como fosforo
y nitrogeno.

3.2 Produccion de proteinas

La mayor concentracion de proteinas se obtu-
vo en el tratamiento 9, con un valor de 4.32 g/L
que corresponde al 20% de la biomasa. Este tra-
tamiento cont6é con una concentracion inicial de
glicerina 5% v/v y una concentracion inicial de ni-
trégeno 0.37 g/L.

De la misma manera fue imperativo ver el
cambio porcentual en la produccién de proteinas
respecto a la biomasa, a través del consumo de
nutrientes y sustrato con el paso de los dias expe-
rimentales, Fig. 2. Hasta el dia 8 existe un aumen-
to de proteinas. En dias posteriores se registra un
descenso de este metabolito debido a la limita-
cion de nutrientes.

3.3 Produccion de lipidos

En la produccién de lipidos no se encontro dia
o tratamiento significativo, pero se evidencia, a
través del analisis de datos, que hubo una produc-
cién superior de estos durante todos los dias del
tratamiento 15, Tabla lll, el cual presentaba una
concentracion baja de nitrégeno 0.04 g/L y una
concentracion media de glicerina 3% v/Vv.

Para este metabolito la limitaciéon en los nu-
trientes es de suma importancia, por lo que se
estudié el comportamiento de la produccion de
lipidos a partir del consumo de nitrogeno, fosfo-
ro y glicerina durante el tiempo experimental. Se
puede observar en la Fig. 3, que la produccién de
lipidos se favorece después del dia 12, al encon-
trarse la microalga frente a una limitacién de nu-
trientes.

TABLAII
COMPARACION MEJORES TRATAMIENTOS DIA 12 PARA CARBOHIDRATOS
Tratamientos | Glicerina (%v/v) | Fuente de Nitrogeno (g/L) Carbohidratos (g/L) Biomasa (g/L)
1 1 0.12 1.78 £ 0.05 9.81+ 0.05
3 5 0.37 5.34 £ 0.05 11.62+ 0.05

Fuente: los autores.

Fig. 1. CONSUMO FUENTE DE NITROGENO A), FOSFORO B) Y GLICERINA C) VS PRODUCCION CARBOHIDRATOS [%], TRATAMIENTO 3
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Fig. 2. CONSUMO FUENTE DE NITROGENO A), FOSFORO B) Y GLICERINA C) VS PRODUCCION PROTEINAS [%], TRATAMIENTO 9
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Fuente: los autores.

TABLAIII

PRODUCCION PORCENTUAL LiPIDOS RESPECTO A LA PRODUCCION DE BIOMASA (g/L) MEJOR TRATAMIENTO

Tiempo (dia) 0 4 8 12 16
Biomasa (g/L) 14.13 £ 0.05 30.03+ 0.05 22.73+ 0.05 24.07+ 0.05 20.23+ 0.05
Lipidos % 15 9 11 15 11

21

Fuente: los autores.

Fig. 3. CONSUMO FUENTE DE NITROGENO A), FOSFORO B) Y GLICERINA C) VS PRODUCCION LIPIDOS [%], TRATAMIENTO 150
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

La cantidad de carbono fijado para produccién
de carbohidratos, proteinas y lipidos se ve muy
influenciada por la disponibilidad de nutrientes.
Es por esto que las microalgas al ser expuestas
a diversas condiciones permiten modificaciones
en la produccion de biomasa y metabolitos pre-
sentes en su composicién celular. Existen dos
macronutrientes importantes en el crecimiento y
el metabolismo de las células, que son el nitr6-
geno y fésforo, los cuales son parte fundamental
para la formacion de proteinas y acidos nucleicos,
ademas de estar incluidos en la columna verte-
bral del ADN y ARN como moléculas esenciales
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en las células vivas. Se pudo evidenciar que, una
limitacién severa en dichos nutrientes, aumenta
la acumulacion de lipidos y carbohidratos, lo que
concuerda con Branyikova et al. [19], y Belotti et
al. [20], confirmando que bajo condiciones de es-
trés, en este caso de limitaciéon de nutrientes, se
generd un aumento de metabolitos de interés; sin
embargo, analizando el efecto de la limitacién de
nutrientes en la produccion de proteinas, ocurre
totalmente lo contrario, ya que para que exista un
aumento de proteinas debe ir acompafiado de un
mayor contenido de nutrientes, confirmando lo re-
portado en la literatura segln Shifrin et al. [21].

Respecto a la glicerina crudo, cabe resaltar
que fue consumido totalmente por la microalga C.
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vulgaris en todos los tratamientos. De la misma
manera, se prueba que la inmovilizacion consti-
tuye una parte fundamental en la adaptacion de
la microalga a este sustrato, ademas de impedir
posibles procesos de inhibicién [22], facilitando
adicionalmente la extraccion de la biomasa.

Al realizar una comparacion con los resultados
obtenidos por Estevez et al. [23], este estudio en-
contré una concentracion superior respecto a la
produccion de biomasa y lipidos bajo una concen-
tracion de 3% de glicerol y cantidades similares de
nitrégeno. Vale la pena resaltar que el glicerol uti-
lizado en este estudio no tuvo tratamiento previo,
debido a los costos que el proceso genera. Los re-
sultados obtenidos basados en la concentracién
de biomasa son positivos, teniendo en cuenta que
la baja concentracion de biomasa ha sido obsta-
culo en los cultivos microalgales para que el pro-
ceso sea comercialmente asequible, consideran-
do el costo de recoleccion y su separacion [24],
lo que demuestra la viabilidad de usar glicerol sin
tratamiento previo como fuente de carbono.

El alto contenido de lipidos hace atractiva a
las microalgas para la produccién de biocombus-
tibles, seglin Hu et al. [7]. Sin embargo, es posi-
ble aprovechar los demas metabolitos presentes
en la biomasa, tal es el caso del uso de estas
como fuente de proteinas, para la produccion de
alimentos de alto valor nutricional [25], teniendo
en cuenta que ademas del consumo de glicerina

TABLA IV

por la microalga durante el tiempo de cultivo, se
pudo observar una alta produccion de los diferen-
tes metabolitos, Tabla IV, aln para el tratamiento
donde se obtuvieron altos valores de lipidos. Cabe
resaltar que aunque se obtuvieron producciones
similares de biomasa en los mejores tratamientos
y alin en el tratamiento control, existe una notable
diferencia en la produccion de metabolitos, obte-
niéndose una cantidad muy superior en cultivos
con glicerina en comparacién con el cultivo control.

5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en la
experimentacion se puede decir que la glicerina
constituye una fuente de carbono potencial para
la Chlorella vulgaris UTEX 1803, encontrandose
como concentraciones éptimas un rango entre 3y
5% v/v.

Para estimular la acumulacion de lipidos y car-
bohidratos debe existir una limitacion en las fuen-
tes de nitrégeno y fésforo. Sin embargo, para favo-
recer la acumulacion de proteinas se obtuvo que el
proceso se comporta de forma totalmente opuesta.

La utilizacion de glicerina como sustrato para el
cultivo de las microalgas constituye una alternativa
promisoria, debido a que ayuda a mitigar el impacto
ambiental del proceso de produccion de biodiesel
asociado con la disponibilidad de glicerina y ofrece
una diversificacion en la industria de los biocom-
bustibles bajo el concepto de biorrefineria.

RESUMEN MEJORES TRATAMIENTOS PRODUCCION CARBOHIDRATOS, PROTEINAS Y LiPIDOS, PARA EL MEJOR DIA DE EXPERIMENTACION (DIiA 12)

Tratamiento Biomasa (g/L) Proteinas % Carbohidratos % Lipidos %
5% Glicerina
T9 21 +0.05 20 14 0.015
0.37g/LP-0.37g/LN
3% Glicerina
T15 14 + 0.05 15 29 15.5
0.25g/LP-0.04¢g/LN
5% Glicerina
T3 12 + 0.05 22 46 0.025
0.12g/LP-0.37g/LN
0% Glicerina
Control 25+ 0.05 3 6 0.011
0.25g/LP-0.25g/LN

Fuente: los autores.
REFERENCIAS

P. Spolaore, C. Joannis-Cassan, E. Duran, & A. Isam-
bert, “Commercial applications of microalgae”. Jour-
nal of bioscience and bioengineering, 101(2), pp. 87-
96, 2006.

[2] J. V. Haveren, E. L. Scott, and J. Sanders, “Bulk chemi-
cals from biomass”. Biofuels, Bioproductos & Biorefi-
ning. vol 2, pp. 41-57, 2008.

[3] L. Christenson, & R. Sims, “Production and harvesting

of microalgae for wastewater treatment, biofuels, and



Efecto de la glicerina r

Py

Il en la dep

Ardila, Quintero, Blanco, Villamizar, Barajas, Barajas

(5]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

bioproducts”. Biotechnology Advances, vol. 29, No. 6.
pp. 686-702, 2011.

N. Shifrin, & S. Chisholm, “Phytoplankton Lipids: In-
terspecific Differences and Effects of Nitrate, Silicate
and Lightdark Cycles”. J. Phycol., vol 17, pp. 372-384,
1981.

0. Zacheus, E. livanainen, T. Nissinen, M. Lehtola, & P.
Martikainen, “Bacterial Biofilm Formation on Polyvin-
ylchloride, Polyethylene And Stain Less Steel Exposed
Too Zonated Water”. Water Res., vol. 34. pp. 63-70,
2000.

E. Leenen, V. Dos Santos, K. Grolle, J. Tramper, R.
Wijffels, “Characteristics of and selection criteria for
support materials for cell immobilization in wastewater
treatment”. Water Res., 12, pp. 2985-2996, 1996.

Q. Hu, M. Sommerfeld, E. Jarvis, M. Ghirardi, M. Po-
sewitz, M. Seibert, A. Darzins, “Microalgal triacylglyce-
rols as feedstocks for biofuel production: Perspectives
and advaces”. Plant J., 54, pp. 621-639, 2008.

C. Zamalloa, N. Boon, & W. Verstraete, “Decentralized
two-stage sewage treatment by chemical-biological
flocculation combined with microalgae biofilm for nu-
trient immobilization in a roof installed parallel plate
reactor”. Bioresource technology, 130, pp. 152-160,
2013.

C. H. Hsieh, & W. T. Wu, “Cultivation of microalgae for
oil production with a cultivation strategy of urea limi-
tation”. Bioresource technology, 100(17), pp. 3921-
3926, 2009.

N. Patil, Y. Veeranagouda, M. Vljaykumar, S. Nayak, T.
Karegoudar, “Enhanced and potential degradation of
o-phthalate by Bacillus sp. Immobilized cells in algina-
te and polyurethane”. International Journal of Biode-
tergents Biodegradable, 57, pp. 82-87, 1996.

Y. Liang, N. Sarkany, Y. Cui, “Biomass and lipid produc-
tivities of Chlorella vulgaris under autotrophic, hetero-
trophic and mixotrophic growth conditions”. Biotech-
nol Lett., 31, pp. 1043-1049, 2009.

C. I. Dominguez, Z. Arbib, F. Chinalia, S. C. Oliveira, J.
Perales, P. Almeida, J. I. Druzian, I. Andrade, “From
waste to energy: Microalgae production in wastewa-
ter and glycerol”. Applied Energy, 109, pp. 283-290,
2013.

L. S. Clesceri, A. E. Greenberg, A. D. Eaton, Standard
methods for examination of water and wastewater.
American Public Health Association, 20th ed. Wash-
ington, D.C., 1999.

M. Dubois, K. Gilles, P. Rebers, F. Smith. “Colorime-
tric Method for Determination of Sugars and Related
Substances”. Analytical Chemistry, 3(28), pp. 350-
356, 1956.

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

on de metabolitos para la chlorella vulgaris utex 1803, mediante técnicas de inmovilizacién -

Y. Chen, S. Vaidyanathan, “A simple, reproducible and
sensitive spectrophotometric method to estimate mi-
croalgal lipids”. Analytica Chimica Acta, 724, pp. 67-
72,2012.

Y. Chen, & S. Vaidyanathan, “Simultaneous assay of
pigments, carbohydrates, proteins and lipids in mi-
croalgae”. Analytica chimica acta, 776, pp. 31-40,
2013.

0. H. Lowry, N. J. Rosenbrough, A. L. Farr, R. J. Randall,
“Protein measurement with the Folin Phenol Reagent”.
Journ. Biol. Chem, 193, pp. 65-275, 1951.

C. R. Dorey, & J. A. Draves. Quantitative analysis la-
boratory: a new approach. Laboratory Manual. De-
partment of Chemistry, University of Central Arkansas,
Conway, AR. 1998.

|. Branyikova, B. MarSalkova, J. Doucha, T. Branyik,
K. Bisova, V. Zachleder, M.Vitova, “Microalgae no-
vel highly efficient starch producers”. Biotechnology
Bioengineering, 108 (4), pp. 766-776, 2011.

G. Belotti, M. Bravi, B. De Caprariis, P. De Filippis, M.
Scarsella, “Effect of Nitrogen and Phosphorus Star-
vations on Chlorella vulgaris Lipids Productivity and
Quality under Different Trophic Regimens for Biodiesel
Production”. American Journal of Plant Sciences, 4,
pp. 44-51, 2013.

[241] N. S. Shifrin, S. W. Chisholm, “Phytoplankton li-
pids: Interspecific differences and effects of nitrate,
silicate and lightdark cycles”. J. Phycol., 17, pp. 372-
384, 1981.

S. Silveira Martins, C. Martins, L. Cidrao, S. Santaella,
“Immobilization of microbialcells: A promising tool for
treatment of toxic pollutants in industrial wastewater”.
African Journal of Biotechnology, 12 (28), pp. 4412-
4418, 2013.

L. Estévez, A. Barajas, C. Barajas, V. Kafarov, “Improve-
ment of Lipid Productivity on Chlorella vulgaris Using
Waste Glycerol and Sodium Acetate”. Ciencia, Tecno-
logia y Futuro, 5 (2), pp. 113-126, 2013.

T. Heredia-Arroyo, W. Wei, R. Ruan, & B. Hu, “Mixotro-
phic cultivation of Chlorella vulgaris and its potential
application for the oil accumulation from non-sugar
materials”. Biomass and Bioenergy, 35 (5), pp. 2245-
2253, 2011.

E. W. Becker, “Microalgae as a source of protein”. Bio-
technological Advances, 25, pp. 207-210, 2007.



