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RESUMEN

Las microalgas son organismos microscópicos capaces de convertir la energía solar en biomasa con

una eficiencia de 2a 5 veces mayor que las plantas superiores. Asimismo, la intensidad luminosa

juega un papel fundamental sobre la capacidad fotosintética, densidad celular y producción de

lípidos. El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la intensidad luminosa en la tasa de

crecimiento, producción de biomasa y acumulación de lípidos totales de las microalgas oleaginosas

amazónicas (Ankitrodesmus sp. Chlorella sp. Senedesmus quadrikauda y Scenedesmus sp.). Las microalgas

fueron cultivadas por triplicado en medio CHUlO, bajo tres condiciones de intensidad luminosa y

un grupo control. Los cultivos fueron evaluados por siete días. Se hizo el conteo diario de las

células mediante microscopia usando una cámara de Neubahuer. La biomasa microalgal se obtuvo

por centrifugación y el contenido de lípidos totales se determinó por gravimetría. Los resultados de

la mayor tasa de crecimiento lo obtuvo Senedesmus sp. (0,55 dia') al ser cultivada con intensidad

luminosa de 73 E.m'.s', Además Scenedesmus sp. mostró una alta producción de biomasa de

175,40 mg/L y mayor porcentaje de lípidos totales (22 %); mieotras queAnkistrodesmus sp. Ch/ore/la

sp, y Scenedesmus quadricauda mostraron producción de biomasa de 102 mg/L, 120 mg/L y 110

mg/L respectivamente en la intensidad luminosa de 121 E.n".s'. Sin embargo, no se encontró

diferencias significativas entre las intensidades luminosas cultivadas (p>0,05). En conclusión,

Scenedesmus sp, obtuvo una producción de biomasa, contenido lipídico y tasa de crecimiento

óptimo al ser cultivada con una intensidad luminosa de 73 E.m2.s'.

Palabras clave: microalgas amazónicas, capacidad fotosintética, intensidad luminosa
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ABSTRACT

Microalgae are microscopic organisms capable of converring solar energy into biomass vith an efficiency of

2-5 times greater than the upper foors. Also, light intensity plays an important role on the

photosynthetic capacity, cell desity and lipids production. The ain of the study was to determine

the effect of light intensity on the growth rate, biomass production and accumulation of total lipids

from microalgae Amazon (Ankisrodesmus sp. Chlorella sp. Scenedesmus quadricauda and Scenedesmus

sp.). The microalgae ere cultured in triplicate in the medium CHU1O under three conditions of

light intensity and a control group. Cultures were tested for seven days. Daily cell count was done

by microscopy using a Neubauer. Microalgal biomass was obtained by centrifugation and the total

lipid content was determined gravimetrically. The results of the highest growth rate was obtained

by Scenedesmus sp. (0.55 day-1) when grown with light intensity of 73 E.m2.s-1, addition

Scenedesmus sp. showed high biomass production of 175.40 mg / L and increased total lipid (22%);

while Ankistrdesmus sp. Chlorella sp, and Scenedesmus quadricauda biomass production shoved 102

mg/L, 120 mg/L and 110 mg/L respectively in light intensity of 121 E.m2.s'. However, no

significant differences between cultivated light intensities (p> 0.05). I conclusion, Senedesmus sp,

obtained a biomass production, lipid content and optimal growth rate when grown with a light

intensity of 73 µE.m2.•·1•

Keywords: Amazon microalgae, photosynthetic capacity, light intensity.
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CAPÍTULO I

INTRODUCCIÓN

Debido a la condición actual de agotamiento de los combustibles fósiles, incremento de los

precios del petróleo y calentamiento global como consecuencia de la acumulación de gases

de efecto invernadero, el panorama para la producción de bioenergía a partir de microalgas

es alentador (1-5). Las microalgas se caracterizan por acumular triglicéridos debido a su

capacidad fotosintética (por encima del 77% de su peso seco), pueden secuestrar carbono

de fuentes industriales y demandan menos área que los cultivos tradicionales (2, 6,7). El

contenido total de los lípidos en las microalgas puede variar desde 1 hasta 90% del peso

seco, dependiendo de la especie y de la condiciones del cultivo (6,8).

Asimismo, las microalgas son organismos microscópicos que poseen una maquinaria

fotosintética capaz de convertir la energía solar en biomasa con una eficiencia de 2 a 5

veces mayor que las plantas superiores (9). Sus elevadas productividades lipídicas son

deseables para la elaboración de biodiesel, razón por la cual la cantidad de lípidos

contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabólica

y la robustez del microorganismo, son parámetros relevantes para su selección (6, 7). Ea

este sentido, el sistema de cultivo microalgal debe poseer ciertas condiciones ambientales

para un mejor resultado en la producción de biomasa. Entre estas, el medio de cultivo debe

ser rico en nutrientes, luz optima y temperatura adecuada (10). Siendo, los parámetros más

importantes que regulan el crecimiento de las algas la, cantidad y calidad de nutrientes,

intensidad de luz, pH, turbulencia, salinidad y temperatura (11).

Considerando lo publicado por Torillo (12), al realizar un cálculo del rendimiento de la

biomasa y de los lípidos para una microalga, en un cultivo deNannochloropsis en condiciones

a la intemperie, quienes hallaron una productividad superficial máxima de biomasa de 5,8

g/m2.d y un contenido de lípidos de 43,4 % reportado por Martinez (13) en condiciones de

estrés por salinidad.

La biomasa puede ser usada para diferentes aplicaciones, como son: alimento para

animales, producción de biodiesel, biofertilizaotes, condicionador del suelo, alimento de los
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acuarios o puede ayudar a resolver problemas de salud pública, por medio de la

purificación biológica de las aguas negras de las ciudades (14-16). Además, se han

considerado diferentes especies de Chlorella y Senedesmus como candidatos para la

producción comercial de lípidos debido a su rápido crecimiento y fácil cultivo (17). Las

microalgas bajo condiciones normales de cultivo presentan un contenido de lípidos que por

lo general varía entre el 20 y el 50 o/o de su peso seco, sin embargo cuando son sometidas a

situaciones de estrés, frecuentemente incrementan su fracción lipídica, por lo que se han

reportado valores en rangos más amplios(2).

Debido a escasos trabajos con especies de microalgas oleaginosas amazónicas, el objetivo

general de este trabajo fue determinar el efecto de la intensidad luminosa en la producción

de biomasa microalgal y acumulación de lípidos totales en cuatro especies de microalgas

oleaginosas amazónicas a fin de contribuir con el fortalecimiento de las bases científicas

sólidas para el mejoramiento de las condiciones de cultivo óptimo de las microalgas

amazónicas del banco de cepas del Laboratorio de Biotecnología y Bioeaergética-UCP.
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CAPÍTULO II

OBJETIVOS

2.1.

•

General

Determinar el efecto de la intensidad luminosa ea la producción de biomasa

microalgal y acumulación de lípidos totales en cuatro especies de microalgas oleaginosas

amazónicas

2.2. Específicos

• Determinar la tasa de crecimiento de cuatro especies microalgales (Ankistrdesmus

sp., Chlorella sp., Scenedesmus quadricauda y Scenedesmus sp.) cultivadas en tres condiciones de

intensidad luminosa.

• Conocer la producción de biomasa en cuatro especies de microalgas oleaginosas

amazónicas (Ankisrdesmus sp., Chlorella sp., Scenedesmus quadricanda y Scenedesmus sp.)

cultivadas en tres condiciones de intensidad luminosa.

• Evaluar la acumulación de lípidos total de cuatro especies de microalgas oleaginosas

amazónicas (Ankistrdesmus sp., Chlorella sp., Senedesmus quadricauda y Senedesmus sp.)

cultivadas en tres condiciones de intensidad luminosa.
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CAPÍTULO 111

MARCO TEÓRICO

3.1. Antecedentes:

Las tecnologías bioeoergéticas se están desarrollando actualmente a una velocidad sin

precedentes, debido a las políticas mundiales para mitigar el cambio climático, los precios

crecientes del petróleo y la inseguridad del abasto de energéticos fósiles. Por lo tanto, la

biomasa al ser una fuente de energía renovable puede ayudar a mitigar cambios, siempre y

cuando se produzca de manera sostenible (18), la posibilidad de cultivar microalgas con

fines económicos se ha venido explorando desde hace varias décadas, pero sin duda alguna

uno de los campos en donde ha cobrado mayor auge, es en la acuicultura para la

producción de alimento de larvas de moluscos, crustáceos y peces. (19). Las microalgas con

elevadas productividades lipídicas son deseables para la elaboración de biodiesel, razón por

la cual la cantidad de lípidos contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento,

sumados a la eficiencia metabólica y la robustez del microorganismo, son parámetros

relevantes para su selección (7) y la producción de lípidos dentro de una investigación es

sometida a condiciones de estrés impuestas por estímulos físicos y/o químicos(3).

Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas revisten de gran importancia dada su

amplia aplicación biotecnológica y comercial. En tal sentido, se han utilizado los cultivos

discontinuos por su relativo fácil manejo, para determinar la cinética de crecimiento y los

parámetros que influyen en el desarrollo poblacional de las microalgas (20). Sin embargo, el

uso de los medios de cultivo sintéticos ha incrementado sustancialmente el valor

económico para la producción de la biomasa de estos microorganismos (21). Por lo tanto,

las condiciones óptimas de temperatura, intensidad luminosa, salinidad y nutrientes para el

cultivo de microalgas, varían ampliamente de una especie a otra. Estos parámetros

fisicoquímicos, han sido determinados en laboratorio y nos ayudan a comprender las

condiciones óptimas para el desarrollo de las diferentes especies en cultivo.

Asimismo, las microalgas presentan altas tasas de producción, adaptabilidad a distintas

condiciones ambientales y se encuentran presentes en cualquier medio acuático donde

exista una fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con los márgenes
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apropiados de temperatura (22). Además, la composición de aminoácidos esenciales tales

como los de Scenedesmus sp., se encuentra dentro de las normas establecidas por la

organización de las naciones unidas para la agricultura y la alimentación (FAO) y puede

compararse con la proteína de la leche y del huevo (1).

Sin embargo, en las últimas décadas se ha destacado que las microalgas representan una

alternativa más conveniente que cualquier otro tipo de organismo para la producción de

triacilglicéridos y su conversión a biodiesel, ya que algunas especies oleaginosas, siendo

Organismos fotosintéticos, solo requieren energía solar, agua, CO y algunas sales para

producir muy altos rendimientos de biomasa rica en lípidos (23), la temperatura, el régimen

de luz impuesto para el cultivo de las microalgas es uno de los aspectos críticos puesto que

determina el rendimiento y la productividad de las biomasas (24).

También, algunos investigadores (25) observaron que Algunas microalgas son capaces de

crecer a temperaturas elevadas respecto a otras cuyas óptimas temperaturas se encuentran

entre 18 y 25°C.Aooque, las células a bajas intensidades luminosas expresaron mayor

eficiencia fotosintética; pero comenzaron a saturarse a elevadas intensidad de luz. Además,

indican que las células a bajas intensidades incrementaron la concentración de clorofila.

Otros autores han demostrado que, Chlorella sp, al igual que muchas algas son capaces de

utilizar substratos orgánicos, tales como azucares y ácidos orgánicos, en completa

oscuridad (26). El hecho que esta cepa de microalga optimice la producción de biomasa a

bajas intensidades luminosas, sugiere su adaptación a cuerpos de agua con baja intensidad

de luz, como suele ocurrir en los embalses.

Página 16



3.2. Bases Teóricas

3.2.1. Generalidades de microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos que dependen de la

luz para su desarrollo y producción de materia orgánica. La respuesta fotosintética a la

energía luminosa se caracteriza por una respuesta lineal baja al incremento en la irradiación,

hasta llegar a su máxima capacidad fotosintética, donde las células son independientes de la

irradiación (27). Bajo condiciones estables (no movimiento) las células se aclimatan a un

nivel de irradiación, obteniendo bajo esas condiciones tasas de crecimiento y fotosintéticas

no necesariamente optimas mediante un ajuste en sus procesos fisiológicos. En células

aclimatadas a bajas irradiancias, la concentración de clorofila se incrementa para poder

obtener la energía luminosa necesaria para continuar con el proceso fotosintético. Por otro

lado, células aclimatadas a altas irradiación, decrece la concentración celular de clorofila-a e
incrementan la concentración de pigmentos accesorios foto protectores (carotenos) para

evitar la oxidación de los fotosistemas. Maclntyre (28), reportó que células aclimatadas a

alta iluminación no mostraron una tasa de crecimiento mayor que células en baja

iluminación, porque a saturación de luz, las concentraciones de clorofilas fueron

proporcionalmente mucho menores de la masa total de los pigmentos celulares expuestos a

alta iluminación

3.3. Factores que influyen sobre el cultivo

Intensidad de luz.- La luz constituye un factor fundamental en todo cultivo de

microalga, tanto para sí misma como por sus interrelaciones con otros parámetros.

Representa la fuente de energía para la fotosíntesis, y tanto la intensidad luminosa como

la longitud de onda y el fotoperiodo afectan al crecimiento y metabolismo microalgal

(18). Asimismo, se necesita de cierta intensidad de luz para que se realice la fotosíntesis.

La tasa de fotosíntesis aumenta con la intensidad luminosa, alcanzándose el nivel de

saturación a intensidades variables en función de la especie, después de lo cual la

intensidad se hace limitante, provoca la disminución de la tasa fotosintética y por tanto,

del crecimiento. Una célula que se encuentre en condiciones limitadas de luz crecerá

lentamente, pero hará que la mayor parte de la energía luminosa sea asequible al producir

un sistema más eficiente de captura de luz. La adaptación a bajas intensidades implica un
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incremento de dos a diez veces el contenido de clorofila por célula, a una intensidad de

saturación menor y una pendiente inicial más pronunciada. Aunque, las células adaptadas

a intensidades son más eficientes para absorber la energía luminosa, el rendimiento del

quantum permanece constante, lo cual sugiere que no pueden utilizar la luz absorbida con

mayor eficiencia. Si la intensidad de luz es alta, existe suficiente luz, el crecimiento celular

es limitado más bien por la tasa de fijación de carbono, que a su vez depende del

metabolismo de la célula. Así las células expuestas a intensidades altas de luz utilizan

menos recursos propios para la síntesis de clorofila y más para la carboxilasa y quizás otra

enzima de las reacciones oscuras.

Además, la radiación solar está íntimamente vinculada con el crecimiento y la

productividad de las plantas, especialmente en la fracción del espectro comprendida entre

400 y 700 a, definida como radiación fotosintéticamente activa (PAR). La conversión

de la radiación PAR incidente y absorbida en energía química libre por la fotosíntesis, es

vital en los sistemas biológicos.

La radiación fotosintéticamente activa, a su vez, puede considerarse compuesta por tres

bandas, delimitadas por diferentes longitudes de onda (30), considerando, una banda en

la que existe una fuerte absorción de luz por la clorofila, con alto efecto morfogenético,

entre 400 y 510 nm. Una porción del espectro en la cual la clorofila absorbe muy

débilmente la radiación, sin presentar efectos morfogenéticos, entre 510 y 610 nm.

Además, una banda en la cual la absorción de la clorofila es muy importante, en la cual se

presentan fuertes efectos morfogeoéticos y ontogenéticos, entre 610 y 720m.

De la medición del PAR puede obtenerse información que permita, por ejemplo estimar

el balance energético de un determinado sistema biológico, o el crecimiento de un cultivo

en particular (31 ).

Si bien la radiación PAR es una de las informaciones requeridas para estudiar y modelar

el crecimiento de los cultivos, no es frecuente contar con mediciones directas de esta

variable, ya que no es una de las medidas de rutina en las estaciones meteorológicas. En

general suele disponerse del dato de irradiación global (medida o estimada).
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Para la medición directa del PAR existen sensores desarrollados a tal efecto, como el LI-

190SA fabricado por LI-COR, y el PARLite, de la empresa KIPP & ZONEN. En ambos

casos se utiliza como sensor un fotodiodo de silicio al que se modifica su respuesta y se le

agrega un filtro para proporcionar una respuesta "cuántica" en el rango de longitudes de

onda que van de 400 a 700m (32).

Aaslyng etal, (33) construyeron y testearon un sensor que consistió de un fotodiodo de

GaAsP y un disco difusor de acrilato blanco. Examinaron la respuesta al coseno,

sensibilidad espectral y estabilidad de la calibración a largo plazo, y estas características

satisficieron los requerimientos de un sensor PAR. La correlación con un sensor

comercial estándar fue superior a 0.97.

En condiciones normales las microalgas están sometidas a periodos de luz/oscuridad y

esta alternativa generalmente se utiliza en su cultivo. Sin embargo muchos aspectos de la

fisiología microalgal fluctúan en un ciclo de 24 horas, esta periodicidad Souria (18) se

observa en la división celular, en muchas especies la mayoría de las células se dividen en

un momento determinado del día o de la noche, lo que favorece su sincronización; al

parecer la división nocturna ocurre en muchas especies. Además en la capacidad

fotosintética se observa que las tasas máximas de fotosíntesis se producen en la mañana y

las mínimas en las noches mientras que absorción de nutrientes de N y P son mayores

durante el día que durante la noche, lo que refleja la influencia de la luz sobre la

absorción.

La adaptación de las microalgas a variaciones extremas en la intensidad de luz, es decir, a

la luz y sombra, es un fenómeno muy conocido y caracterizado por cambios en el

contenido intracelular de pigmentos, generalmente acompañados en cambios en la

respuesta fotosintética y en la composición bioquímica.

Los periodos de luz/oscuridad se ajustan para el cultivo de cada especie en particular. La

introducción de un ciclo celular es un importante adelanto ya que el ciclo día-noche es

quizás el factor cíclico ambiental más importante en la mayoría de los sistemas.

En cuanto a la calidad de luz (longitud de onda) se sabe que tiene efectos marcados sobre el

crecimiento y varios procesos metabólicos, y puede afectar también a la composición
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bioquímica. Así, la luz azul es un disparador para ciertos procesos metabólicos (18). La luz

azul estimula un aumento de la respiración acompañado por la síntesis de novo de enzima y

la producción de especies enzimáticas de mayor afinidad por el sustrato. En microalgas se

ha establecido que varias enzimas relacionadas con la fotosíntesis están bajo el control de la
luz azul (18).

La actividad de la fosfatasa alcalina enDunaliella tertiolecta, Thalassio.sirapseudonana, Phaeodsacty

bum tricorutum y Prymnesium parvum varía con la intensidad y calidad de luz de forma

característica para cada especie (18). La composición espectral de la luz también afecta a la

incorporación de fósforo e induce asimismo cambios en la radio N:P óptima también de

forma característica en cada especie (18). La luz roja también afecta a ciertos aspectos del

metabolismo microalgal.

Cuando los demás factores están dentro de límites razonables, la disponibilidad de luz es

un factor que influye en la productividad de los cultivos microalgales masivos, de ahí la

importancia de la fuente de luz para el cultivo.

La luz utilizada para el cultivo de microalgas puede ser luz natural, además tiene la ventaja

de no suponer un gasto energético, pero tiene los inconvenientes de que no se puede

controlar ni el fotoperiodo ni la intensidad: asimismo, se producen variaciones diarias,

estacionales, en función del tiempo atmosférico, y la luz artificial tiene espectro de emisión

que no son necesariamente idéntica a la luz del sol y la calidad de luz puede afectar al

crecimiento, metabolismo, reproducción y morfología de una clase de microalga, por lo que

hay que estudiar el espectro más favorable para cada tipo a cultivar.

Las lámparas fluorescentes tubular son la fuente de luz preferida para la iluminación de

cultivos interiores. Estas dan menor calor que otros tipos de luz artificial y son igualmente

eficientes en promover tasas de división y crecimiento máximos. Los tipos usados

comúnmente son "Daylight, "Coll-White y "Grolu".
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3.4. Lipidos

Gran parte de los lípidos de las microalgas son ésteres de glicerol y ácidos grasos. La

composición de los lípidos puede variar por diversos factores como son: la combinación de

la luz, nutrientes, nitrógeno (nitratos) y temperatura. La fracción lipídica puede dividirse en

dos grupos principales: los lípidos polares (glicolípidos y fosfolípidos) y los lípidos neutros

(tiglicéridos, diglicéridos, hidrocarburos, alquenonas, esteroles y pigmentos) (Fig. 1) (34).

La mayoría de los lípidos microalgales son lípidos polares que son componentes de

membrana; mientras que los triglicéridos son una reserva de ácidos grasos para la división

celular, energía metabólica, mantenimiento de la membrana, síntesis y una amplia variedad

de funciones fisiológicas. Los triglicéridos pueden llegar a constituir hasta el 80% del total

de lípidos en microalgas eucariotas. Las cantidades relativas de cada clase de lípido en las

células microalgales pueden cambiar considerablemente con variaciones de las condiciones

de cultivo (18). En las algas verdes, los ácidos grasos saturados pueden constituir del 15 al

30% de los ácidos grasos totales. Las microalgas verdes presentan bajas concentraciones de

ácidos grasos mono insaturados (5-20%) y altas concentraciones de poli insaturados (50­

80%) (35).

SIPLES

1
Acilglicéidos
Céidos

LIPIDOS

1

COllPCESTOS

1
Fosfoliidos
1. Fosfogli céridos
2. Fosfoesfngolípidos
Glucolpidos
1. Ceebrósidos
2. Gangló idos

1
D5SAPONIFICABLES

1 1 1
Esteroides Postaglandinas

SAPOXIFIC.-\BLES

Figura 1: Clasificación de lípidos. ne: MeMo;y, J. (20049.

Página 21



Las grasas y los aceites son los lípidos más abundantes e importantes para la aplicación

industrial. Químicamente son mezclas de triglicéridos, con cantidades menores de otros

lípidos. Los triglicéridos están constituidos por una molécula de glicerol (alcohol) a la cual

se encuentran unidos tres ácidos grasos (36).

Los ácidos grasos son cadenas hidrocarbonadas lineales con un grupo metil (CH3) y un

grupo carboxilo al final (37). Existe un amplio espectro de ácidos grasos de diferentes

longitudes de cadenas de carbonos. Estos ácidos grasos también pueden presentar dobles

enlaces, si solo presentan un enlace dentro de la estructura, se denomina ácidos grasos

monoinsaturados, si hay dos o más dobles enlaces poliinsaturados y si por el contrario la

cadena no presenta dobles enlaces, son designados saturados (38). Los ácidos grasos

poliinsaturados, se clasifican en n-6(0-6) y n-3 (0-3) según la posición del doble enlace con

respecto al medio terminal de la molécula. El principal ácido graso n-6 es el ácido linoléico

(18:2 0-6), presente en los aceites vegetales de maíz, girasol y soya. El ácido y-linolénico

(18:3 0-3) predomina en las plantas; y aquellos ácidos grasos n-3 de cadena más larga, como

el Eicosapentanoico (EPA, 20:5 0-3) y el Decosahexanoico (DHA, 22:6 0-3) abundan en

los pescados, mariscos y aceites marinos (39).

Los principales componentes de las fracción lipídica en las microalgas son los triglicéridos

o triacilgliceroles, ácidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, glucolipidos

(predominantes en membranas de los cloroplastos), fosfolípidos (abundantes en

plasmalema y diversos sistemas endomembranosos), aunque pueden presentarse

compuestos inusuales tales como ácidos grasos halogenados e hidroxilados, entre otros (3).

3.5. Microalgas oleaginosas.

Las microalgas contiene ácidos grasos como componentes de su membrana, productos de

almacenamiento, metabolitos y fuente de energía (40). Estos microorganismos representan

una opción viable como materia prima para producir biodiesel , debido a la mayor

productividad de biomasa y mayor velocidad de replicación con respecto a plantas

cultivables (6), algunas especies pueden acumular entre 20-80% (peso seco) de triglicéridos

(41), no requieren terrenos cultivables para el crecimiento celular y no compiten por

alimento humano (42).Pa.ra la producción exitosa de biodiesel empleando microalgas como
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sistemas biológicos para la acumulación de biomasa y lípidos, el primer punto crítico es

buscar e identificar cepas híper productoras de lípidos (43). A pesar de que el intervalo de

lípidos contenidos en microalgas oscila entre 1-75% (peso seco), algunas especies pueden

alcanzar hasta el 90% (peso seco) bajo condiciones específicas de cultivo (6).

Para elegir una cepa se debe considerar una estrategia de selección en base a diversos

criterios que sean prácticos a los siguientes problemas: a) velocidad de crecimiento,

cuantificado normalmente por biomasa total acumulada por unidad de tiempo y unidad de

volumen; b) cantidad y calidad lipídica; c) respuesta a alteraciones del ambiente, se

consideran variaciones de temperatura, entrada de nutrientes y fuente lumínica, así como

competencia con otras especies de microalgas o bacterianas; d) velocidad de absorción y

afinidad por nutrientes, particularmente CO2, nitrógeno y fósforo; e) cultivo de biomasa

sencillo para su posterior procesamiento (44).

3.6. Definición de términos básicos:

Microalgas: organismos acuáticos microscópicos que viven en agua o superficies

húmedas. Tienen numerosas utilidades: industriales, medicinales y agricultura Son

esenciales para el mantenimiento de la vida acuática. Existen alrededor de 18,000 especies,

entre ellas las verdes, las pardas, las rojas y las azuladas.

Ácidos grasos: Son los componentes característicos de muchos lípidos y rara vez se

encuentran libres en las células. Son moléculas formadas por una larga cadena

hidrocarbonada de tipo lineal, y con un número par de átomos de carbono. Tienen en un

extremo de la cadena un grupo carboxilo (COOH).

Biomasa: masa total de organismos en un área determinada.

Lípidos: término colectivo que describe un grupo de sustancias en la célula caracterizadas

por su solubilidad en solventes orgánicos como el éter y el benceno, y su no solubilidad en

agua. A nivel simple u compuesto.

Fotosíntesis: se llama así al proceso mediante el cual las plantas producen se propio

alimento. En la fotosíntesis intervienen el agua, las sales minerales, el aire y la energía solar.

Los únicos seres vivos capaces de crear su propio alimento son las plantas.
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Intensidad luminosa: se de.fine como la cantidad de flujo luminoso que emite una fuente

por unidad de ángulo sólido.

Temperatura: es una magnitud referida a las nociones comunes de caliente, tibio

o frío que puede ser medida con un termómetro. En fsica, se define como una magnitud

escalar relacionada con la energía interna de un sistema termodinámico, definida por

el principio cero de la termodinámica.

Autótrofo: Dicho de un organismo: Que es capaz de elaborar su propia materia orgánica a

partir de sustancias inorgánicas; p. ej., las plantas clorofílicas.

Cultivar: es dar a la tierra y a las plantas las labores necesarias para que produzcan.

Medio de cultivo: Solución u otro substrato utilizado para cultivar microorganismos.
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CAPÍTULO IV

MATERIALES YMÉTODOS

4.1. Lugar y desarrollo de la investigación.

El presente trabajo de investigación se realizó en el Laboratorio de Biotecnología y

Bioenergética de la Universidad Científica del Perú (UCP), ubicada en la Av. José Abelardo

Quiñones km 2,5, distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas, Departamento de

Loreto. La extracción de lípidos totales se realizó en la Unidad Especializada de

Biotecnología del Centro de Investigación de Recursos Naturales de la Amazonia Peruana

(CIRNA - UNAP).ubicado ea la Av. José Abelardo Quiñones km 2,0 distrito de San Juan

Bautista, pasaje Los Paujles s/n. AA.HH Nuevo San Lorenzo del Distrito de San Juan

Bautista.

4.2. Recursos utilizados.

4.2.1. Materiales.
✓ Placas Petri (15x 100 mm, Duran).
✓ Frascos Elemeyer de 500 y 1000 mL
✓ Mandil y guantes de laboratorio.
✓ Láminas portaobjetos y cubreobjetos
✓ Gradillas
✓ Mascarilla, Gorro
✓ Papel de Aluminio
✓ Pipetas de 20 hasta 1000l
✓ Probetas
✓ Tips de 100,200l
✓ Alcohol (70%y 96%)
✓ Microtubos (1.5ml)
✓ Tubos de 15ml
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4.2.2. Equipos.
✓

✓

✓

✓

✓

✓

✓

✓

f

✓

✓

Computadora

Balanza analítica Marca Sartorius

Centrifuga Kert Lab

Autoclave Yamato

Cámara fotográfica

Microscopio de Fluorescencia Marca Zeiss.

Microscopio óptico marca Zeiss.

Cámara de Neubahuer.

Estufa.

Cabina de flujo laminarmarcaTelstar.

Bombas de aireación.

4.2.3. Reactivos.
✓ Rojo de Nilo.
✓ Alcohol isopropilico
✓ CaCh.2Hz()
✓ MgSO.7HO
✓ NaHCO,
✓ KHPO,
✓ NaNO,
✓ Ácido cítrico (CHO»)
✓ Citrato frico (CH,FeOXh.O)
✓ NaEDTA
✓ H,BO,

✓ CuSo.5HO
✓ ZSO..7H.O
✓ CoCl.6H.O
✓ MnCl.4H.O
✓ Na.M0O.2H.O
✓ Metasilicato de sodio (Na,SiO)
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✓ Ácido clorhídrico (HCl)

✓ Cloroformo

✓ Etanol

✓ NaCl

4.2.4. Programas.

✓ ANOVA
✓

✓

4.3.

ZEN (programa de visualización y procesamiento de imágenes conectado al

microscopio de Fluorescencia)

Excel de Microsoft Office

Aspectos metodológicos:

Tipo y diseño de investigación

Este estudio aplicó la investigación descriptiva, permitiéndonos estudiar los efectos de la

intensidad luminosa en la producción de biomasa microalgal y en la acumulación de lípidos

totales en cuatro especies de microalgas oleaginosas amazónicas. El diseño fue de tipo

experimental, que consistió en cultivar cuatro especies de microalgas en 200mL de medio

CHU con todos los nutrientes que lo constituyen, en frascos de 1000 m.L. por triplicado. Al

cabo de 04 semanas se realizó la cosecha de la biomasa microalgal para dar inicio a la

evaluación. Para ello se colocó 1mL de biomasa microalgal en frascos de 250 m1

conteniendo 200 ml de medio CHU1O por 7 días. Se instalaron los cultivos microalgales

bajo tres condiciones de intensidad luminosa (34 E.m'.s', 73 E.mi.s',121 E.m'.s1).

Posteriormente, cumplido el periodo de evaluación, se cosecharon las microalgas por

centrifugación para realizar el análisis de lípidos total. Estos tratamientos se realizaron por

triplicado.
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Cultivo de cuatromicroalgas oleaginosas en medio CHU

34E.m'.s'

ESPECIES:
Ankistradesmus sp,
Chlorella sp.
Scenedesmus sp,
Scenedesmus Quadrikauda

Centrifugación de la evaluación
evaluación por 7 días

Preparación del medio CHU

Extracción de lfpidos
Secado biomasa

73 µE.m•.s-1

pesado y trituración de
biomasa Transferencia a

microtubos

121E.m.s'

Centrifugación de microtubos y
vaciado de líquido

Figura 02. Diseño del experimento.

4.4. Muestra.

La muestra estuvo representada por las microalgas oleaginosas (A11kistrodesm11s sp. Chlorella

sp., Scenedesmus quadricanuda y Scenedesmus sp.) del banco de cepas de microalgas del

laboratorio de Biotecnología y Bioenergética de la Universidad Científica del Perú (UCP).

4.5. Técnicas, instrumentos y procedimientos de recolección de datos.

4.5.1. Técnica de recolección de datos:

Los equipos, métodos y técnicas que se utilizaron en el laboratorio establecidas para las

siguientes variables, fueron de acuerdo a Ettorre et al(45) Además se procedió a recopilar

los datos procediendo de la siguiente manera:

Observación: Estuvo dirigida para la obtención de información directa de los resultados de

la acumulación de lípidos totales por las diferentes intensidades lumínicas en cada una de

las microalgas para la extracción de lipidos totales.

La biomasa se calculó por diferencia de peso de la placa petri con y sin biomasa seca y

mientras que para la Tasa de crecimiento micrnalgal se realizaron por conteo directo
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utilizando la cámara Neubahuer, anotándose los datos en fichas de registro, para luego

calcularlos mediante la siguiente fórmula:

L= log.,(N,/N,,)
t, - t,,

En donde: N,- número de células o densidad óptica al tiempo final
N- nimeo de células o densidad óptica al tiempo mue1al
t, = tiempo final
to= tiempo mmcial.

4.5.2. Instrumento de recolección de datos:

Los instrumentos para la recolección de datos que se utilizaron fueron los siguientes:

a). Fichas o guías de observación. Se utilizaron para registrar la información obtenida de la

tasa de crecimiento microalgal.

b). Los equipos que se utilizaron para obtener directamente el registro de datos fueron el

microscopio de Fluorescencia, el microscopio compuesto, cabina de flujo laminar y la

cámara Neubauer.

4.5.3. Procedimiento Experimental.

4.5.3.1. Cultivo inicial y cosecha microalgal.

Se emplearon cuatro cepas de microalgas oleaginosas que fueron proporcionadas por e1

Banco de cepas del Laboratorio de Biotecnología y Bioeergética-UCP. Las mismas que

fueron cultivadas en matraces de 1000 mL por duplicado con 200 mL de medio CHU10

hasta su saturación. Cada matraz tuvo un flujo de aire constante, a 25°C y un fotoperiodo

de (12:12) luz/oscuridad con una intensidad lumínica de 31 E. m?. S'.
Una vez alcanzado la saturación (4 semanas) del cultivo se realizó la cosecha respectiva, que

consistió en distribuir 15 mL del cultivo en 12 tubos de 15 mL para centrifugar a 4000 rpm

por 10 mio a temperatura ambiente. Se descartó el sobrenadante e inmediatamente se

añadió más cultivo en los mismos tubos y se centrifugó bajo las condiciones indicadas.

Estos pasos se repitieron hasta obtener todo el precipitado microalgal.

4.5.3.2. Evaluación de los bioensayos con intensidad luminosa

Para los ensayos, se usaron 12 mL de biomasa microalgal obtenida de la cosecha de cada

especie de microalga y fueron distribuidas en matraces de 250 mL para los ensayos
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respectivos, que contaron con un grupo control y un grupo problema: 200 mi de medio

CHUtO más 1 mI de biomasa. El grupo control estuvo bajo las siguientes condiciones: 31

µE. m2. S'de intensidad lumínica, 25°C de temperatura, aireación constante, fotoperiodo

(12:12) luz/oscuridad por 46% de humedad relativa. El grupo problema estuvo bajo tres

condiciones de intensidad luminosa (34 E.m".s', 73 E.m'.s'121 E.m'.s1) seguido de

los mismos parámetros del grupo control. Estos ensayos se realizaron por triplicado por 7

días. Durante este proceso de evaluación se realizó la lectura diaria de la densidad celular.

4.5.3.3. Cosecha de la Biomasa microalgal.

Una vez culminado la evaluación, se cosecharon las microalgas como se indicó

previamente, la biomasa obtenida fue secada a 50 °C por 24 horas (55)

4.5.3.4. Extracción y análisis de lípidos totales.

La extracción de lípidos totales se realizó de acuerdo a Yu et al, (46). Que consistió en

transferir la biomasa seca a morteros para su trituración con 8 mL de una mezcla de

cloroformo: metanol (2:1). El extracto obtenido se transfirió a microtubos de 2 mL y se

añadió 100 µL de NaCI 0,9% por cada 1000 L de extracto. La solución se homogenizó en

vórtex por 30 seg y centrifugó a 23000g a 4ºC por 5 min. La fase clorofórmica se esterilizó

con filtros para jeringa de 0,45m y se transfirió a vasos de precipitado de peso conocido.

Los restos celulares y otros componentes fueron retenidos en la fase intermedia (entra fases

acuosa y clorofórmica) y fueron tratados varias veces con la solución extractora de lípidos

(cloroformo:metanol) después de su homogenización en el vórtex. Todos los extractos con

solventes orgánicos fueron filtrados y transferidos al mismo vaso de precipitado. Los

solventes orgánicos se evaporaron del vaso de precipitado en un recipiente a SOºC por 4

horas. Luego los componentes lipídicos retenidos en el vaso de precipitado fueron secados

a 50°C por 4 horas. Finalmente, el vaso de precipitado se atemperó a 25°C y se determinó

su peso. Por diferencia de peso del vaso de precipitado con y sin los lípidos se

determinaron la cantidad de lípidos totales obtenidos. Utilizando la siguiente ecuación:

Contenido de lípidos (%)= PL/PMX 100

Donde PL es el peso seco de los lípidos totales y PM es el peso seco de las microalgas.
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4.6. Análisis de datos

Se determinó el promedio, desviación estándar, para conocer si existen diferencias

estadísticas significativas en la producción de lípidos totales, la producción de la biomasa, la

tasa de crecimiento microalgal y la relación entre la producción la biomasa y lípido total,

para los cuales se empleó la estadística descriptiva e inferencia! mediante el programa IBM

SPSS Statistics 21 y las figuras fueron diseñados en ANOVA con prueba de HSO de

Tukey.
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CAPÍTULOV

RESULTADOS

5.1 Tasa de crecimiento (u) de cuatro microalgas cultivadas bajo tres condiciones de
intensidad luminosa.

En general, las cuatro microalgas evaluadas mostraron un incremento gradual en las tasas de

crecimiento conforme fueron tratadas en mayores intensidades luminosas. Sin embargo, es

evidente que las microalgas Scenedesmus sp. y Ch/ore/la sp. alcanzaron mayores tasas de crecimiento

(0,548 d'y 0,378 d'respectivamente) respecto a Sendesmus quadricauda que reportó una tasa de

crecimiento máxima de 0,098 d' al ser sometida a 121 E.mn'.s' (Tabla 1). Por lo que, la

intensidad de luz influye en la tasa de crecimiento de las cuatro especies de microalgas, es decir a

mayor intensidad de luz mayor tasa de crecimiento.

Tabla 1. Valores promedio de la tasa de crecimiento(µ) de cuatro especies microalgales oleaginosas

cultivadas en diferentes condiciones de intensidad luminosa

ESPECIE tasa de crecimiento (dia ')

31E.m?.s' 34E.m'.s' 73 E.m?.s' 121 E.m.s' 'Ankistrodesmus sp. 0,102 ± 0.007 0,111±0.012 0,109 ± 0.006 '0,105 ± 0.020
Chlorella sp. 0,339 ± 0.030 0,335 ±0.034 0,349 ±0.040 0,378 ±0.011
Scenedesmus quadrlcauda 0,078 ± 0.032 0,079 ± 0.008 0,084 ± 0.029 0,098 ± 0.028
Scenedesmus sp. 0,506 ± 0.020 0,536 ± 0.020 0,548 ±0.020 0,519 ± 0.020 ,
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5.2. Perfil de crecimiento de cuatro microalgas oleaginosas cultivadas en diferentes

condiciones de intensidad luminosa.
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Figura 3: perfil de crecimiento de cuatro especies de microalgas oleaginosas amazénicas
cultivadas en diferentes condiciones de intensidades luminosas.
Observamos las especies estudiadas Ankistrdesmus sp., Chlorella sp., Scenedesmus quadricauda y
Scenedesmus sp. Los colores diferencian las distintas intensidades luminosas ( 31 µE.m2s1, •14
E.m?.s',73 ¡E.me.s'+y121 ¡E.ms')
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El perfil de crecimiento de las microalgas evaluadas por lo general muestran un comportamiento similar en

Ankistrodesmus sp, Chlorella sp y Scenedesms qadricauda en donde es evidente que a mayor intensidad

luminosa mayor densidad celular, a excepción de Senedesmus sp que muestra un perfil de crecimiento

particular (mayor densidad celular a 34 E.m?.s'). Tal como se evidencia en la figura 03, la especie que

alcanzó la mayor densidad celular fue Senedesmus quadricauda con un máximo de 18 X 10 célula/ml y la

microalga con menor densidad celular fue Chlorella sp. Además, es notorio que en Ankistrdesmus sp. y

Scenedesmus qnadricauda conforme transcurren los días de evaluación, el crecimiento celular se incrementa

gradualmente diferenciándose claramente entre las demás especies evaluadas. Además, en el día 1 se

observa que todas las microalgas evaluadas, muestran un comportamiento característico llamado fase de

adaptación o acondicionamiento. A partir de la cual, se evidencia que lograron tener un crecimiento

diferenciado alcanzando la fase exponencial el día 7.

En general, todas las microalgas evaluadas tuvieron un crecimiento bastante similar cuando fueron

expuestas a una intensidad lwninosa de 31 E.m?.s', ya que en la fase de adaptación (día 1) iniciaron con

una densidad celular de 2,8 x 10 célula/ml, 2,26 r 10 célula/ml, 0,27 r 10° célula/ml y 0,41r 10

célula/ml respectivamente. Las microalgas que mostraron un crecimiento muy marcado fueron

Ankistrodtsn11ts sp. y scenedesmms sp. Ya que se puede evidenciar que ambas mostraron en la fase exponencial

una mayor densidad celular (día 7) con 13x 10 célula/ml y de 9,38 10 célula/ml respectivamente.

En Scenedesmus sp. y Ankistrodesmus sp a partir del tercer día de evaluación se evidencia que la densidad

celular se incrementa muy rápidamente con respecto a las otras dos microalgas evaluadas, donde es notorio

la existencia de una fase de acondicionamiento, en el cual cada una de las microalgas mantiene su densidad

celular de 1.99 x 106 célula/mi, 0.32 xr 10% célula/ml, 2.20 r 10 célula/ml y 0.41 x 10 célula/ml

respectivamente, a partir de la cual se observa el inicio de la fase exponencial a partir del día dos. Siendo

más pronunciado en Ankistrdesms sp., que mostró una densidad celular máxima el día 7 con 14.70 x 10

células/nL. T h., S J • sp reportó una densidad celular márima de 7.71 r 10% células/ml,am, 1en cenedems 1.o

iniciándose la c.. . 1 1 dí" tres con una densidad celular de 2.53 r 10 células/ml.rase exponencial e!
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5.3. Producción de biomasa y contenido de lípidos totales en cuatro especies de

microalgas oleaginosas amazónicas cultivadas en medios CHU10 a distintas intensidades
luminosas

En general, en las cuatro especies de microalgas evaluadas se observa una relación directa entre la cantidad

de biomasa y la intensidad de la luz a que fueron sometidos los cultivos. Asimismo, el contenido de lipidos

también mostró incremento en función a la intensidad de la luz en el cultivo de la microalgaAnkistrdesmus

sp y una tendencia similar se observó en Senedesmus sp, pero este patrón no se observó en las demás

especies evaluadas. Además, la mayor producción de biomasa y mayor porcentaje lipídico se evidencia en

Scenedesmus sp (136 mg/ml y 38.5% respectivamente) seguido deAnkistrdesmus sp que presentó porcentajes

lipídicos de 25% y 26%. Al ser sometidas a mayores intensidades de luz. Estadísticamente estas microalgas

también mostraron las mayores proporciones de lípidos, tal como se puede apreciar en la figura 4, mientras

que Chlorella sp._y Scenedesmusquadricaudamostraron proporciones menores.

Por lo que. la inducción de lípidos totales en medio CHU1O tratados con diferentes intensidades luminosas

no mostraron diferencias significativas, tal como se evidencia en la figura 4, donde Ankistrdesmus sp tiene

un valor de 27% en la acumulación de Iípidos totales en la intensidad luminosa de 73 µE.m2.s-1, sin

embargo, no muestra una diferencia significativa (p=> 0,05), de igual manera, Sendesmus sp. tuvo valores

altos de 22% en la acumulación de Iípidos totales en la misma intensidad luminosa del mismo modo no

mostró diferencia significativa con p=> 0,05).
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Figura 4: Biomasa en peso seco (mg/L) y contenido de lípidos totales (%) de cuatro especies de

microalgas oleaginosas cultivadas en medio CHU10 a diferentes intensidades luminosas. En las
ban:as de ·ib. . la di · idadarr1. a de observa las especies microalgales con los trat:an:uentos en s stmtas 10tens1 a es
1 .
uminosas (T: 31 E.m.s', T;: 34E.m.s',T: 73E.m>.s 'yT: 121E.m'.s')
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CAPÍTULO VI

DISCUSIÓN

Las aplicaciones productivas y comerciales de las microalgas son tao diversas como numerosas, sus

usos van desde la producción de alimento para consumo humano hasta la producción en cantidad

de ácidos grasos con aplicaciones energéticas. Son organismos apenas explorados, que en la

actualidad son objeto de intensas investigaciones para la búsqueda de nuevas alternativas

energéticas (47). Uno de los aspectos más estudiados es la obtención de biomasa y acumulación de

lípidos microalgales bajo diversas condiciones de cultivo (48).

Es por ello> que los resultados obtenidos en el presente estudio refieren que los mayores

porcentajes de lípidos totales (22% y 27%) fueron reportados para las microalgas Sendesmus sp. y

-1nkistrodesmus sp., al ser sometidas a una intensidad luminosa de 73 µE.m2.s·1• Estos resultados son

similares a los obtenidos por (Sánchez-Saavedra yVoltolina) (49) quienes reportaron que Chaetoceros

sp. y Chroomonas sp. mostraron mayor producción lipídica (>25%) al ser sometidas a intensidades

mayores (100 E.m".s'). Asimismo, Bermúdez et al (50) y Helm et al (51) trabajaron con

Tetrasetn, ~, <sdad1i 3algal siis sueaca y reportaron que para que exista incremento en la denSI a rrucro se reqwere

energía total Y anhídrido carbónico (CO:?)• Al respecto, Ruiz (52) indica que numerosas especies de

microalgas pueden ser inducidas, manipulando las características físico-químicas del medio de

Cultivo, ª producir elevadas cantidades de lípidos o ácidos grasos, que pueden ser posteriormente

empleados 1, _.para la producción de biodiesel. Estas manipulaciones pueden ser simples, como

Variación de la salinidad, temperatura, pH O disponibilidad de micronutrientes. La acumulación de
lí .
pidos se atribuye a un consumo de azúcares mayor al crecimiento celular, que favorece la

conversión a lipidos de los azúcares eo exceso. Sin embargo, y por regla general, las microalgas con

alto cont 'd el "d des de crecimiento. Es por ello que lo que seenido lipídico no presentan altas vlocida

Página 37



busca optimizar es la producción neta de lípidos por unidad de volumen de reactor o de superficie

ocupada.

Por lo que, el menor crecimiento de las dos microalgas (Chlorlla sp. y Scenedesmus qnuadricauda) bajo

condiciones mínimas de intensidad luminosa probablemente se debe a que las microalgas no se

adaptaron a estas condiciones, ocurriendo un déficit en la energía necesaria para la reproducción

celular atribuible a la disminución en la actividad fotosintética y/o al aumento en la respiración

(52). EI mayor crecimiento presentado bajo condiciones altas de intensidad luminosa (73 µE. m·2.s"1

y 121 E. m".s') en las especies Senedesmus sp yAnkyitrdesmus sp. son similares a los resultados

obtenidos por James et al. (50) quienes trabajaron con Chlorella sp. yNannochloropsis sp. Por lo que,

Dawson (53) afirma que es posible que el crecimiento puede mantenerse si la intensidad lumínica

es lo suficientemente alta para permitir que la fotosíntesis mantenga la respiración, en lugar de las

rese dirvas corporales. Corroborando los resultados obtenidos en el presente estu o.

En este estudio, se sugiere que los ensayos de mayor intensidad luminosa ocasionaron un aumento

en la tasa fotosintética por encima de la tasa respiratoria dando como resultado mayores

densidades algales que en condiciones de baja intensidad luminosa. Contrariamente, en los

tratamientos de baja luminosidad, se pudo provocar el aumento en la tasa de fotosíntesis,

ocasionand b · · · · lulareO ajos crecimientos y densidades cel 2s.

Los resultados obtenidos en las tres diferentes condiciones de iluminación aparentemente

favoreció la producción de biomasa microalgas y la acumulación de lípidos totales en cada una de

las cuatro especies sin embargo, el análisis estadístico no mostró diferencias significativas en ambos

Casos.

Por lo studios más detallados utilizando otros datos deque se recomienda continuar con es

'tensidaq1,· ,, de ecies de microalgas oleaginosas nativas.uminosa y en mayor numero e espe
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CAPÍTULO VII

CONCLUSIONES

e La microalga que mostró la mayor tasa de crecimiento fue Senedesms sp., al ser sometida a

condiciones de intensidad luminosa de 73E.m?.s'.

• La mayor producción de biomasa fue reportado por Sttntdesnna sp., al ser sometida a

condiciones de intensidad luminosa de 73 µE.m2.s-1•

-

• La especie microalgal que mostró la mayor producción de lípidos totales fueAnlystrdesmus

sp., con intensidad luminosa (73E.r?.s').

• Las altas tasas de crecimiento son debido a la grao capacidad fotosintética de aJgunas

microalgas a altas intensidades luminosas, así mismo el efecto que tiene la temperatura son

también otra variable a la contribución del crecimiento, acumulación de lípidos y aumento
de biomasa
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CAPÍTULO VIII

RECOMENDACIONES

Los valores de biomasa, densidad celular y del contenido lipídico fueron obtenidos en un periodo de 7 días

sin embargo el incrementar aún más por un mayor omenor tiempo de estrés cabe la posibilidad el aumento

de todos los valores lo cuaJ se hubiera podido observar en este trabajo de investigación. Por lo que se

recomienda ampliar los estudios con u tiempomayor y con otras especies de microalgas amazónicas.

Los valores de biomasa y del contenido lipídico fueron obtenidos expuestos por distintas intensidades

luminosas donde se observó comportamientos similares. Por lo que se recomienda reali7.at 6-Perimenros

estableciendo una determinada intensidad e incluyendo la temperatura de acuerdo ª lo analizado en este

trabajo se tendrá mejores resultados y mejor calidad de los cultivos y evaluaciones.

Los cultivos deberán ser unialgales para garantizar los resultados de buena calidad del contenido lipídico y

evitar la cor . . . ' b dremos una mejor calidad YInapetencia por los nutrientes entre microorganismos y así obten

mejores resultados l abai de:- ¿. • •en los tral jos fe investigación
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