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RESUMEN

Las microalgas son organismos microscdpicos capaces de convertir la energia solar en biomasa con
una eficiencia de 2 a 5 veces mayor que las plantas superiores. Asimismo, la intensidad luminosa
juega un papel fundamental sobre la capacidad fotosintética, densidad celular y produccién de
lipidos. El objetivo del estudio fue determinar el efecto de la intensidad luminosa en la tasa de
crecimiento, produccién de biomasa y acumulacion de lipidos totales de las microalgas oleaginosas
amazonicas (Ankistrodesmus sp. Chiorella sp. Scenedesmus quadrikauda y Scenedesmus sp.). Las microalgas
fueron cultivadas por triplicado en medio CHU10, bajo tres condiciones de intensidad luminosa y
un grupo control. Los cultivos fueron evaluados por siete dias. Se hizo el conteo diario de las
células mediante microscopia usando una cimara de Neubahuer. La biomasa microalgal se obtuvo
por centrifugacion y el contenido de lipidos totales se determind por gravimetria. Los resultados de
la mayor tasa de crecimiento lo obtuvo Scenedesmus sp. (0,55 dia™) al ser cultivada con intensidad
luminosa de 73 pE.m%s”, Ademas Scenedesmus sp. mostrd una alta produccion de biomasa de
175,40 mg/L y mayor porcentaje de lipidos totales (22 %); mientras que .Ankistrodesmus sp. Chlorella
Sp, y Seenedesmus quadricanda mostraron produccion de biomasa de 102 mg/L, 120 mg/L y 110
mg/L respectivamente en la intensidad luminosa de 121 pE.m*s™. Sin embargo, no se encontrd
diferencias significativas entre las intensidades luminosas cultivadas (»>0,05). En conclusién,
Scenedesmus sp, obtuvo una produccién de biomasa, contenido lipidico y tasa de crecimiento

6ptimo al ser cultivada con una intensidad luminosa de 73 pE.m2.s™.

Palabras clave: microalgas amazénicas, capacidad fotosintética, intensidad luminosa




ABSTRACT

Microalgae are microscopic organisms capable of converting solar energy into biomass with an efficiency of
2-5 times greater than the upper floors. Also, light intensity plays an important role on the
photosynthetic capacity, cell density aad lipids production. The aim 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 (Ankistrodesmus sp. Chlorella sp. Scenedesmus quadricanda and Scenedesmus
s$p.). The microalgae were cultured in triplicate in the medium CHU10 uader three conditions of
light intensity and a control group. Cultures were tested for seven days. Daily cell count was done
by microscopy using a2 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 pE.m2s-1, addition
Scenedesmus sp. showed high biomass production of 175.40 mg / L and increased total lipid (22%);
while Ankistrodesmus sp. Chilorella sp, and Scenedesmus quadricanda biomass production showed 102
mg/L, 120 mg/L and 110 mg/L respectively in light intensity of 121 pE.m2s". However, no
significant differences between cultivated light intensities (p> 0.05). In conclusion, Scenedesmus sp,

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

intensity of 73 uE.m2.".

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

INTRODUCCION

Debido a la condicién actual de agotamiento de los combustibles fosiles, incremento de los
precios del petréleo y calentamiento global como consecuencia de la acumulacién de gases
de efecto invernadero, el panorama para la produccion de bioenergia a partir de microalgas
es alentador (1-5). Las microalgas se caracterizan por acumular triglicécdos debido a su
capacidad fotosintética (por encima del 77% de su peso seco), pueden secuestrar carbono
de fuentes industriales y demandan menos drea que los cultivos tradicionales (2, 6,7). El
contenido total de los lipidos en las microalgas puede vanar desde 1 hasta 90% del peso
seco, dependiendo de la especie y de la condiciones del cultivo (6,8).

Asimismo, las microalgas son Organismos microscOpiCOs que poseen una maquinacia
fotosintética capaz de convertir la energia solar en biomasa con una eficiencia de 2 a 5
veces mayor que las plantas supedores (9). Sus elevadas productividades lipidicas son
deseables para la elaboracién de biodiesel, razén por la cual la cantidad de lipidos
contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabdlica
y la robustez del microorganismo, son parimetros relevantes para su seleccion (6, 7). En
este sentido, el sistema de cultivo microalgal debe poseer ciertas condiciones ambientales
para un mejor resultado en la produccién de biomasa. Entre estas, el medio de cultivo debe
ser rico en nutrientes, luz optima y temperatura adecuada (10). Siendo, los parimetros mas

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

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

Considerando lo publicado por Torzllo (12), al realizar un cilculo del rendimiento de la
biomasa y de los lipidos para una microalga, en un cultivo de Nannochloropsis en condiciones
a la intemperie, quienes hallaron una productividad superficial maxima de biomasa de 5,8

g/m*d y un contenido de lipidos 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, produccion de biodiesel, biofertilizantes, condicionador del suelo, alimento de los

 Pigina 12



acuarios o puede ayudar a resolver problemas de salud publica, por medio de la
punificacion bioldgica de las aguas negras de las ciudades (14-16). Ademds, se han
considerado diferentes especies de Chlbrella y Scemedesrmus como candidatos para la
produccién comercial de lipidos debido a su répido crecimiento y facil cultivo (17). Las
microalgas bajo condiciones normales de cultivo presentan un contenido de lipidos que por
lo general varia entre el 20 y el 50 % de su peso seco, sin embargo cuando son sometidas a

sttuaciones de estrés, frecuentemente incrementan su fraccion lipidica, por lo que se han

reportado valores en rangos mas amplios(2).

Debido a escasos trabajos con especies de microalgas oleaginosas amazonicas, el objetivo
general de este trabajo fue determinar el efecto de la intensidad luminosa en la produccién
de biomasa microalgal y acumulacién de lipidos totales en cuatro especies de microalgas
oleaginosas amazénicas a fin de contribuir con el fortalecimiento de las bases cientificas
solidas para el mejoramiento de las condiciones de cultivo dptimo de las microalgas

amazonicas del banco de cepas del Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética-UCP.




CAPITULO I1

OBJETIVOS

2.1. General

. Determinar el efecto de la intensidad luminosa en la produccién de biomasa
microalgal y acumulacidon de lipidos totales en cuatro especies de microalgas oleaginosas

amazonicas
2.2. Especificos

° Determinar la tasa de crecimiento de cuatro especies microalgales (Ankistrodesmus

sp., Chiorella sp., Scenedesmus quadricanda y Scenedesmus sp.) cultivadas en tres condiciones de

intensidad luminosa.

o Conocer la produccion de biomasa en cuatro especies de microalgas oleaginosas
amazonicas (Ankistrodesmus sp., Chiorella sp., Scemedesmus quadricanda 'y Scenedesmus sp.)

cultivadas en tres condiciones de intensidad luminosa.

® Evaluar la acumulacion de lipidos total de cuatro especies de microalgas oleaginosas

amazénicas (Ankisirodesrmus sp., Chlorella sp., Scemedesmus quadricanda y Scenedesmus sp.)

cultivadas en tres condiciones de intensidad luminosa.




CAPITULO I1II

MARCO TEORICO

3.1.  Antecedentes:

Las tecnologias bioenergéticas se estin desarrollando actualmente a una velocidad sin
precedentes, debido a las politicas mundiales para mitigar el cambio climatico, los precios
crecientes del petrdleo y la inseguridad del abasto de energéticos fosiles. Por lo tanto, la
biomasa al ser una fuente de energia renovable puede ayudar a mitigar cambios, sicmpre y
cuando se produzca de manera sostenible (18), la posibilidad de cultivar microalgas con
fines econdmicos 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
produccién de alimento de larvas de moluscos, crusticeos y peces. (19). Las microalgas con
elevadas productividades lipidicas son deseables para la elaboracion de biodiesel, razén por
la cual la cantidad de lipidos contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento,
sumados a la eficiencia metabdlica y la robustez del microorganismo, son parametros
relevantes para su seleccién (7) y la produccion de lipidos dentro de una investigacion es

sometida a condiciones de estrés impuestas por estimulos fisicos y/o quimicos(3).

Las investigaciones sobre el cultivo de microalgas revisten de gran importancia dada su
amplia aplicacién biotecnoldgica y comercial. En tal sentido, se han utilizado los cultivos
discontinuos por su relativo facil manejo, para determinar la cinética de crecimiento y los
parametros 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
econ6mico para la produccion de la biomasa de estos microosganismos (21). Por lo taato,
las condiciones ptimas de temperatura, intensidad luminosa, salinidad y nutdentes para el
cultivo de microalgas, vardan ampliamente de una especie a otra. Estos parametros
fisicoquimicos, han sido determinados en laboratonio y nos ayudan a comprender las

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

Asimismo, las microalgas presentan altas tasas de produccion, adaptabilidad a distintas
condiciones ambientales y se encuentran presentes en cualquier medio acuitico donde

exista una fuente de carbono, nutdentes y luz suficiente, junto con los margenes
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apropiados de temperatura (22). Ademis, la composicién de aminodcidos esenciales tales
como los de Scenedesmus sp., se encuentra dentro de las normas establecidas por la
organizacion de las naciones unidas paca la agricultura y la alimentacién (FAO) y puede

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

Sin embargo, en las Gltimas décadas se ha destacado que las microalgas representan una
alternativa mds conveniente que cualquier otro tipo de organismo para la produccién de
triacilglicéndos y su conversion a biodiesel, ya que algunas especies oleaginosas, siendo
organismos fotosintéticos, solo requieren energia solar, agua, CO; y algunas sales para
producir muy altos rendimientos de biomasa rica en lipidos (23), la temperatura, el régimen
de luz impuesto para el cultivo de las microalgas es uno de los aspectos criticos 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 Optimas temperaturas se encuentran
entre 18 y 25°C.Aunque, las células a bajas intensidades luminosas expresaron mayor
eficiencia fotosintética; pero comenzaron a saturarse 2 elevadas intensidad de luz. Ademas,
indican que las células a bajas intensidades incrementaron la concentracién de clorofila.
Otros autores han demostrado que, Chlorlla sp, al igual que muchas algas son capaces de
utilizar substratos organicos, tales como azucares y acados orginicos, en completa
oscuridad (26). El hecho que esta cepa de microalga optimice la produccion de biomasa a

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

de luz, como suele ocurnr en los embalses.

Pigina 16




3.2.  Bases Teéricas

3.2.1. Generalidades de microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos que dependen de la
luz para su desarrollo y produccion de materia organica. La respuesta fotosintética a la
energia luminosa se caracteriza por una respuesta lineal baja al incremento en la irradiacién,
hasta llegar a su maxima capacidad fotosintética, donde las células son independientes de la
irradiacién (27). Bajo condiciones estables (no movimiento) las células se aclimatan 2 un
nivel de irradiacién, obteniendo bajo esas condiciones tasas de crecimiento y fotosintéticas
no necesanamente optimas mediante un ajuste en sus procesos fisiologicos. En células
aclimatadas a bajas irradiancias, la concentracion de clorofila se incrementa para poder
obtener la energia luminosa necesaria para continuar con el proceso fotosintético. Por otro
lado, células aclimatadas a altas irradiacidn, decrece la concentracion celular de clorofila-a e
incrementan la concentracién de pigmentos accesorios foto protectores (carotenos) para
evitar la oxidacion de los fotosistemas. Maclntyre (28), reportd que células aclimatadas a
alta iluminacién no mostraron una tasa de crecimiento mayor que células en baja
luminacién, porque a saturacién de luz, las concentraciones de clorofilas fueron

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

alta iluminacidn

3.3.  Factores que influyen sobre el cultivo

Intensidad de luz.- La luz constituye un factor fundamental en todo cultivo de
microalga, tanto para si misma como por sus interrelaciones con otros parimetros.
Representa la fuente de energia para la fotosintesis, 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 fotosintesis.
La tasa de fotosintesis aumenta con la intensidad luminosa, alcanzindose el nivel de
saturacion a intensidades vanables en funcion de la especie, después de lo cual la
intensidad se hace limitante, provoca la disminucidn de la tasa fotosintética y por tanto,
del crecimiento. Una célula que se encuentre en coandiciones limitadas de luz crecera

lentamente, pero hara que la mayor parte de la energia luminosa sea asequible al producir

un sistema mais eficiente de captura de luz. La adaptacién a bajas intensidades implica un

w
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incremento de dos a diez veces el contenido de clorofila por célula, a una intensidad de
saturacién menor y una pendiente inicial mas pronunciada. Aunque, las células adaptadas
a intensidades son mis eficientes para absorber la energia 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 més bien por la tasa de fijacién de carbono, que a su vez depende del
metabolismo de la célula. Asi las células expuestas a intensidades altas de luz utilizan

menos recursos propios para la sintesis de clorofila y mas para la carboxilasa y quizis otra

enzima de las reacciones oscuras.

Ademis, la radiacion solar estd intimamente wvinculada con el crecimiento y la
productividad de las plantas, especialmente en la fraccion del espectro comprendida entre
400 y 700 nm, definida como radiacién fotosintéticamente activa (PAR). La conversidon

de la radiacién PAR incidente y absorbida en energia quimica libre por la fotosintesis, es

vital en los sistemas bioldgicos.

La radiacion 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 absorcién de luz por la clorofila, con alto efecto morfogenético,
entre 400 y 510 nm. Una porcion del espectro en la cual la clorofila absorbe muy
débilmente la radiacién, sin presentar efectos morfogenéticos, entre 510 y 610 nm.
Ademis, una banda en la cual la absorcién de la clorofila es muy importaate, en la cual se

presentan fuertes efectos morfogenéticos y ontogenéticos, entre 610 y 720 nm.

De la medicién del PAR puede obtenerse informacion que permita, por ejemplo estimar

el balance energético de un determinado sistema biologico, o el crecimiento de un cultivo
en particular (31).

St bien la radiacion PAR es una de las informaciones requendas para estudiar y modelar
el crecimiento de los cultivos, no es frecuente contar con mediciones directas de esta

vanable, ya que 00 es una de las medidas de rutina en las estaciones meteorologicas. En

general suele disponerse del dato de irradiacion global (medida o estimada).

T T R e e e S e e e S e
P4gina 18



Para la medicién directa del PAR existen sensores desarrollados a tal efecto, como el LI-
190SA fabricado por LI-COR, y el PAR Lite, de la empresa KIPP & ZONEN. En ambos
casos se utiliza como sensor un fotodiodo de silicio al que se modifica su respuesta y sele

agrega un filtro para proporcionar una respuesta “cudntica” en el rango de longitudes de

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

Aaslyng et al,, (33) construyeron y testearon un sensor que consistié de un fotodiodo de
GaAsP y un disco difusor de acrlato blanco. Examinaron la respuesta al coseno,
sensibilidad espectral y estabilidad de la calibracion a largo plazo, y estas caracteristicas

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

comercial estindar fue supenior a 0.97.

En condiciones normales las microalgas estin sometidas a periodos de luz/oscuridad y
esta alternativa generalmente se utiliza en su cultivo. Sin embargo muchos aspectos de la
fisiologia microalgal fluctian en un ciclo de 24 horas, esta periodicidad Sournia (18) se
observa en la division celular, en muchas especies la mayoda de las células se dividen en
un momento determinado del dia o de la noche, lo que favorece su sincronizacidn; al
parecer la division noctuma ocurre en muchas especies. Ademds en la capacidad
fotosintética se observa que las tasas maximas de fotosintesis se producen en la madana y
las minimas en las noches mientras que absorcién de nutrentes de N y P son mayores

durante el dia que durante la noche, lo que refleja la influencia de la luz sobre la
absorcion.

La adaptacion de las microalgas a vaniaciones extremas en la intensidad de luz, es decir, a
la luz y sombra, es un fenémeno muy conocido y caracterizado por cambios en el
contenido 1ntracelular de pigmentos, generalmente acompafiados en cambios en la

respuesta fotosintética y en la composicién bioquimica.

Los periodos de luz/oscuridad se ajustan para el cultivo de cada especie en particular. La
introduccién de ua ciclo celular es un importante adelanto ya que el ciclo dia-noche es

quizas el factor ciclico ambiental mas importaate en la mayoria 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 metabolicos, y puede afectar también a la composicion

m
Pagina 19



bioquimica. Asi, la luz azul es un disparador para ciertos procesos metabélicos (18). La luz
azul estimula un aumento de la respiracién acompafiado por Ia sintesis de #ow de enzima y
la produccion de especies enzimiticas de mayor afinidad por el sustrato. En microalgas se
ha establecido que varias enzimas relacionadas con la fotosintesis estan bajo el control de la

luz azul (18).

La actividad de la fosfatasa alcalina en Dunaliella tertiolecta, Thalassiosira psendonana, Phaeodsacty
lum iricornutum 'y Prymnesium parvum varia con la intensidad y calidad de luz de forma
caracteristica para cada especie (18). La composicion espectral de la luz también afecta a la
incorporacion de fésforo e induce asimismo cambios en la radio N:P éptima también de

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

metabolismo microalgal.

Cuando los demas factores estin dentro de limites razonables, la disponibilidad de luz es

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

importancia de la fuente de luz para el cultivo.

La luz utilizada para el cultivo de microalgas puede ser luz natural, ademas 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 dianias,
estacionales, en funcidn del tempo atmosférico, y la luz artificial tiene espectro de emisién
que no son necesariamente idéntica a la luz del sol y la calidad de luz puede afectar al
crecimiento, metabolismo, reproduccién y morfologia de una clase de microalga, por lo que

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

Las lamparas fluorescentes tubular son la fuente de luz preferida para la luminacién de
cultivos interiores. Estas dan menor calor que otros tipos de luz artificial y son igualmente
eficientes en promover tasas de division y crecimiento maximos. Los tipos usados

comunmente son "Daylight, "Coll-White y "Grolux".

= ]
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3.4. Lipidos

Gran parte de los lipidos de las microalgas son ésteres de glicerol y 4cidos grasos. La
composicién de los lipidos puede variar por diversos factores como son: la combinacién de
la luz, nutrientes, nitcégeno (nitratos) y temperatura. La fraccién lipidica puede dividirse en
dos grupos principales: los lipidos polares (glicolipidos y fosfolipidos) y los lipidos neutros
(toiglicéridos, diglicéridos, hidrocarburos, alquenonas, esteroles y pigmentos) (Fig. 1) (34).

La mayoria de los lipidos microalgales son lipidos polares que son componentes de
membrana; mientras que los triglicénidos son una reserva de icidos grasos para la divisién
celular, energia metabélica, mantenimiento de la membrana, sintesis y una amplia variedad
de funciones fisiolégicas. Los toglicéndos pueden llegar a constituir hasta el 80% del total
de lipidos en microalgas eucariotas. Las cantidades relativas de cada clase de lipido en las
células microalgales pueden cambiar considerablemente con variaciones de las condiciones
de cultivo (18). Ea las algas verdes, los 4cidos grasos saturados pueden constituir del 15 al
30% de los 4cidos grasos totales. Las microalgas verdes presentan bajas concentraciones de

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

80%) (35).

LIPIDOS
SAPONIFICABLES INSAPONTFICABLES
[ | | | ]
SDMPLES COMPUESTOS Tepenos  Estenoides  Prostagiandinas
Acilghicésidos Fosfolipidos
Cendos 1. Fosfoglicéridos
2. Fosfoesfingolipidos
Glucobpidos
1. Cerebrosidos
2. Gangliosidos

Figura 1: Clasificacion de lipidos. Fueate: McMurry, J. (2004).
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Las grasas y los aceites son los lipidos mas abundantes e importantes para la aplicacién
industrial. Quimicamente son mezclas de triglicéridos, con cantidades menores de otros
lipidos. Los triglicéndos estn constituidos por una molécula de glicerol (alcohol) a la cual

se encuentran unidos tres acidos grasos (36).

Los dcidos grasos son cadenas hidrocarbonadas lineales con un grupo metil (CH3) y un
grupo carboxilo al final (37). Existe un amplio espectro de icidos grasos de diferentes
longitudes de cadenas de carbonos. Estos icidos grasos también pueden presentar dobles
enlaces, si solo presentan un enlace dentro de la estructura, se denomina acidos grasos
monoinsaturados, si hay dos o mas dobles enlaces poliinsaturados y si por el contrario la
cadena no presenta dobles enlaces, son designados saturados (38). Los dcidos grasos
poliinsaturados, se clasifican en 0-6(w-6) y n-3 (w-3) segtn la posicion del doble enlace con
respecto al medio terminal de la molécula. El principal dcido graso n-6 es el dcido linoléico
(18:2 w-6), presente en los aceites vegetales de maiz, girasol y soya. El acido y-linolénico
(18:3 w-3) predomina en las plantas; y aquellos dcidos grasos n-3 de cadena mas larga, como
el Eicosapentanoico (EPA, 20:5 w-3) y el Decosahexanoico (DHA, 22:6 w-3) abuadan en

los pescados, mariscos y aceites marinos (39).

Los principales componentes de las fraccion lipidica en las microalgas son los trglicéndos
o toacilgliceroles, acidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, glucolipidos
(predominantes en membranas de los cloroplastos), fosfolipidos (abundantes en
plasmalema y diversos sistemas endomembranosos), aunque pueden presentarse

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

3.5. Microalgas oleaginosas.

Las microalgas contienen acidos grasos como componentes de su membrana, productos de
almacenamiento, metabolitos y fuente de energia (40). Estos microorganismos representan
una opcién viable como matena pama para producic biodiesel , debido a la mayor
productividad de biomasa y mayor velocidad de replicacién con respecto a plantas
cultivables (6), algunas especies pueden acumular entre 20-80% (peso seco) de tnglicéndos
(41), no requicren terrenos cultivables para el crecimiento celular y no compiten por

alimento humano (42).Para la produccién exitosa de biodiesel empleando microalgas como

D e e ]
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sistemas biologicos para la acumulacion de biomasa y lipidos, el pdmer puato critico es
buscar e identificar cepas hiper productoras de lipidos (43). A pesar de que el intervalo de
lipidos contenidos en microalgas oscila entre 1-75% (peso seco), algunas especies pueden

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

Para elegir una cepa se debe considerar una estrategia de seleccion en base a diversos
Criterios que sean pricticos 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 lipidica; c) respuesta a alteraciones del ambiente, se
consideran variaciones de temperatura, entrada de nutdentes y fuente luminica, asi como
competencia con otras especies de microalgas o bactenanas; d) velocidad de absorcion y
afinidad por nutrentes, particularmente CO2, nitrogeno y fésforo; €) cultivo de biomasa

sencillo para su postetior procesamiento (44).

3.6. Definicién de términos bdsicos:
Microalgas: organismos acuéticos microscOpicos que viven en agua o superficies
humedas. Tienen numerosas utilidades: industdales, medicinales y agrcultura. Son

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

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

Acidos grasos: Son los componentes caracteristicos de muchos lipidos y rara vez se
encuentran libres en las células. Son moléculas formadas por una larga cadena
hidrocarbonada de tipo lineal, y con un nimero par de dtomos de carbono. Tienen en un

extremo de la cadena un grupo carboxilo (-COOH).

Biomasa: masa total de organismos en un drea determinada.

Lipidos: término colectivo que descaibe un grupo de sustancias en la célula caracterizadas
por su solubilidad en solventes organicos como el éter y el benceno, y su no solubilidad en

agua. A nivel simple u compuesto.

Fotosintesis: se llama asi al proceso mediante el cual las plantas producen se propio

alimento. En la fotosintesis intervienen el agua, las sales minerales, el aire y la energia solar.

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

por unidad de angulo sélido.

Temperatura: es una magnitud refeida a las nociones comunes de caliente, tibio
o frio que puede ser medida con un termémetro. En fisica, se define como una magnitud

escalar relacionada con la energia internade un sistema termodinamico, definida por

el principio cero de la termodinimica.

Autétrofo: Dicho de un organismo: Que es capaz de elaborar su propia matena organica a

partir de sustancias inorganicas; p. ej., las plantas clorofilicas.
Cultivar: es dar a la tierra y a las plantas las labores necesarias para que produzcan.

Medio de cultivo: Solucién u otro substrato utilizado para cultivar microorganismos.

e R T T G S e e T
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1.  Lugary desarrollo de la investigacién.

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia y
Bioenergética de la Universidad Cientifica del Perit (UCP), ubicada en la Av. José Abelardo
Quifiones km 2,5, distrito de San Juan Bautista, provincia de Maynas, Departamento de
Loreto. La extraccién de lipidos totales se realizo en la Unidad Especializada de
Biotecnologia del Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la Amazonia Peruana
(CIRNA - UNAP).ubicado en la Av. José Abelardo Quidones km 2,0 distrito de San Juan
Bautista, pasaje Los Paujiles s/n. AA.HH Nuevo San Lorenzo del Distdto de San Juan

Bautista.

4.2.  Recursos utilizados.

4.2.1. Materiales.

v Placas Petri (15x 100 mm, Duran).
Frascos Edenmeyer de 500 y 1000 ml.
Mandil y guantes de laboratonio.
Laminas portaobjetos y cubreobjetos
Gradillas

Mascanilla, Gorro

Papel de Aluminio

Pipetas de 20 hasta 1000 pl

Probetas

Tips de 100,200 pl

Alcohol (70% y 96%)

Microtubos (1.5ml)

Tubos de 15ml
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4.2.2. Equipos.

Computadora

Balanza analitica Marca Sartorius
Centrifuga Kert Lab

Autoclave Yamato

Camara fotogrifica

Microscopio de Fluorescencia Marca Zeiss.
Microscopio éptico marca Zeiss.

Cémara de Neubahuer.

Estufa.

Cabina de flujo laminar marca Telstar.

NS NS N N % K

Bombas de aireacién.

N
(=

. Reactivos.
Rojo de Nilo.
Alcohol isopropilico
CaCl2.2H:0
MgSO.7H:0
NaHCOs
K:HPO,
NaNO;
Acido citrico (CeHsO)
Citrato férrico (CsHsFeO:*Xh.0)
NaEDTA
H;BO;
CuSo.5H.0
ZnSO.TH.O
CoCl..6H,O
MnCL.4H,O
Na:Mo0,.2H,O
Metasilicato de sodio (N2:SiO5)
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v" Acido clorhidrico (HC))
v Cloroformo

v Etanol

v NaCl

4.24. Programas.

v ANOVA

v ZEN (programa de visualizacin y procesamiento de imagenes conectado al
microscopio de Fluorescencia)

v Excel de Microsoft Office

4.3.  Aspectos metodolégicos:

Tipo y disefio de investigacién

Este estudio aplicé la investigacién descriptiva, permitiéndonos estudiar los efectos de la
intensidad luminosa en la produccién de biomasa microalgal y en la acumulacién de lipidos
totales en cuatro especies de microalgas oleaginosas amazonicas. El disefio fue de tipo
experimental, que consistid en cultivar cuatro especies de microalgas en 200mL de medio
CHU con todos los nutrientes que lo constituyen, en frascos de 1000 mL. por triplicado. Al
cabo de 04 semanas se realizé la cosecha de la biomasa microalgal para dar inicio a la
evaluacién. Para ello se colocé 1mL de biomasa microalgal en frascos de 250 ml
conteniendo 200 ml de medio CHU10 por 7 dias. Se instalaron los cultivos microalgales
bajo tres condiciones de intensidad luminosa (34 pE.m’s’, 73 pE.m’s’,121 pE.m%s1).
Posteriormente, cumplido el pedodo de evaluacién, se cosecharon las microalgas por

centrifugacion para realizar el andlisis de lipidos total. Estos tratamientos se realizaron por

taplicado.
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Cultivo de cuatro microalgas oleaginosas en medio CHU

Preparacién del medio CHU Cosecha y centrifugacion

ESPECIES:

Ankistrodesinus sp,
Chlorella sp.

Scenedesmus sp.
Scenedesmus Quadrikauda

31 pE.mi.st

Extraccién de lipidos

Secado biomasa M-—.

- 73 pE.mZ.s! 121 pE.m?.s?
@ pesado y trituracién de
(! biomasa Transferencia a Centrifugaciéon de microtubos y

e b vaciado de liquido

>

B
e

! [ _:4;!:,3" » wi—i' ¢ 3? .3 ‘ F o

]

Figura 02. Disefio del experimento.

4.4, Muestra.

La muestra estuvo representada por las microalgas oleaginosas (Ankistrodesmus sp. Chlorella
Sp., Scenedesmus quadricanda y Scenedesmus sp.) del banco de cepas de microalgas del

laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de la Universidad Cientifica del Pera (UCP).

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

4.5.1. Técnica de recoleccién de datos:

Los equipos, métodos y técnicas que se utilizaron en el laboratorio establecidas para las
siguientes variables, fueron de acuerdo a Ettorre ef @/ (45) Ademas se procedi6 a recopilar
los datos procediendo de la siguiente manera:

Observacion: Estuvo dirigida para la obtencion de informacién directa de los resultados de
la acumulacién de lipidos totales por las diferentes intensidades luminicas en cada una de
las microalgas para la extraccion de lipidos totales.

Ila biomasa se calculé por diferencia de peso de la placa petri con y sin biomasa seca y
mientras que para la Tasa de crecimiento microalgal se realizaton por conteo directo

e e
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utilizando la cimara Neubahuer, anotindose los datos en fichas de registro, para luego

calcularlos mediante la siguiente formula:

_ log,(N,/N,)
t.f = tn

En donde: N, - niimero de células o densidad optica al tiempo final
No - mimero de células o densidad éprica al nempo mucial

7]

1y = iempo final

to = licinpo micial.

4.5.2. Instrumento de recoleccién de datos:

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

a). Fichas o guias de observacién. Se utilizaron para registrar la informacién 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

camara 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 el
Banco de cepas del Laboratodio de Biotecnologia y Bioenergética-UCP. Las mismas que
fueron cultivadas en matraces de 1000 mL por duplicado con 200 mL de medio CHU10
hasta su saturacién. Cada matraz tuvo un flujo de aire constante, a 25°C y un fotopedodo
de (12:12) luz/oscuridad con una intensidad luminica de 31 pE. m? S,

Una vez alcanzado la saturacién (4 semanas) del cultivo se realiz6 la cosecha respectiva, que
consistio en distribuir 15 mL del cultivo en 12 tubos de 15 mL para centrifugar a 4000 rpm
por 10 min a temperatura ambieate. Se descarté el sobrenadante e inmediatamente se
afiadié mds cultivo en los mismos tubos y se centrifugd bajo las condiciones indicadas.

Estos pasos se repitieron hasta obtener todo el precipitado microalgal.

4.5.3.2. Evaluacién de los bioensayos con intensidad luminosa
Para los ensayos, se usaron 12 mL de biomasa microalgal obtenida de la cosecha de cada

especiec de microalga y fueron distnbuidas en matraces de 250 mL para los ensayos
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respectivos, que contaron con un grupo control y un grupo problema: 200 ml de medio
CHU10 més 1 ml de biomasa. El grupo control estuvo bajo las siguientes condiciones: 31
KE. m2. " de intensidad luminica, 25°C de temperatura, aireacién constante, fotopediodo
(12:12) luz/oscuridad por 46% de humedad relativa. El grupo problema estuvo bajo tres
condiciones de intensidad luminosa (34 pE.m%s”, 73 pE.m’s",121 pE.m%s1) seguido de
los mismos parimetros del grupo control. Estos ensayos se realizaron por triplicado por 7

dias. Durante este proceso de evaluacion se realiz la lectura diaria de la densidad celular.

4.5.3.3. Cosecha de la Biomasa microalgal.
Una vez culminado la evaluacién, se cosecharon las microalgas como se indicd

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

4.5.3.4. Extracci6n y anilisis de lipidos totales.

La extraccién de lipidos totales se realizé de acuerdo a Yu ef al, (46). Que consistié en
transferir la biomasa seca a morteros para su trturacion con 8 mL de una mezcla de
cloroformo: metanol (2:1). El extracto obtenido se transfirié a microtubos de 2 mL y se
afiadi6 100 uL de NaCl 0,9% por cada 1000 pL de extracto. La solucién se homogenizé en
vortex por 30 seg y centrifugd a 23000g a 4°C por 5 min. La fase cloroférmica se estenliz6
con filtros para jeringa de 0,45 pm y se transfini6 a vasos de precipitado de peso conocido.
Los restos celulares y otros componentes fueron retenidos en la fase intermedia (entra fases
acuosa y cloroférmica) y fueron tratados varias veces con la solucion extractora de lipidos
(cloroformo:metanol) después de su homogenizacion en el vortex. Todos los extractos con
solventes orginicos fueron filtrados y transferidos al mismo vaso de precipitado. Los
solventes orginicos se evaporaron del vaso de precipitado en un recipiente a 50°C por 4
horas. Luego los componentes lipidicos retenidos en el vaso de precipitado fueron secados
a 50°C por 4 horas. Finalmente, el vaso de precipitado se atemper6 a 25°C y se determind
su peso. Por diferencia de peso del vaso de precipitado con y sin los lipidos se

determinaron la cantidad de lipidos totales obtenidos. Utilizando la siguiente ecuacion:

Contenido de lipidos (%)= PL/PM X 100
Donde PL es el peso seco de los lipidos totales y PM es el peso seco de las microalgas.
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4.6. Anilisis de datos

Se determiné el promedio, desviacion estindar, para conocer si existen diferencias
estadisticas significativas en la produccion de lipidos totales, la produccién de la biomasa, la
tasa de crecimiento microalgal y la relacién entre la produccion la biomasa y lipido total,
para los cuales se empled la estadistica descriptiva e inferencial mediaate el programa IBM
SPSS Statistics 21 y las figuras fueron disefiados en ANOVA con prueba de HSO de
Tukey.

W
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CAPITULOV

RESULTADOS

5.1. Tasa de crecimiento (1) 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 Chlorella sp. alcanzaron mayores tasas de crecimiento
(0,548 4! y 0,378 d' respectivamente) respecto a Seenedesmus quadricauda que reportd una tasa de
Crecimiento maxima de 0,098 d* al ser sometida a 121 pE.m’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 (i) de cuatro especies microalgales oleaginosas

cultivadas en diferentes condiciones de intensidad luminosa

ESPECIE tasa de crecimiento (dia *)
31 pE.m%s? 34 pE.m2s? 73 uE.mis™ 121 pE.mis?
Ankistrodesmus sp. 0,105 +0.020 0,102 + 0.007 0,111+0.012 0,109 +0.006
Chlorella sp, 0,339 +0.030 0,335+0.034 0,349 +0.040 0,378  0.011
Scenedesmus quadricauda 0,078 + 0.032 0,079 £ 0.008 0,084 £0.029 0,098 £ 0.028
__S_cenedesmus sp. 0,506 + 0.020 0,536 £ 0.020 0,548 £ 0.020 0,519 £ 0.020
|

w
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5.2. Perfil de crecimiento de cuatro microalgas oleaginosas cultivadas en diferentes

condiciones de intensidad luminosa.

Ankistrodesmus sp. Chlorella sp.
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Figura 3. perfil de crecimiento de cuatro especies de microalgas oleaginosas amazd

Cultivadas en diferentes condiciones de intensidades Iurﬂmnosas. f Bitgina
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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 Seenedesmus quadricanda  en donde es evidente que a mayor intensidad
luminosa mayor densidad celular, 2 excepcion de Sceredesmus sp que muestra un perfil de crecimiento
particular (mayor densidad celular 2 34 HE.m%s). Tal como se evidencia cn la figura 03, la especie que
alcanzé la mayor densidad celular fue Scenedeomus quadricawda con un maxmmo de 18 X 106 célula/ml y la
microalga con menor densidad celular fue Chlorell sp- Ademis, es notorio que en Ankisirodesmus sp. y
Scenedesmiys qnadricauda conforme transcurren los dias de evaluacion, el crecimiento celular se incrementa
gradualmente diferencidndose claramente entre las demis especies evaluadas. Ademis, en el dia 1 se
observa que todas las microalgas evaluadas, muestran un comportamiento caracteristico llamado fase de

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

diferenciado alcanzando la fase exponencial el dia 7.

En general, todas hs microalgas evaluadas tuvieron un crecimiento bastante similar cuando fueron
€Xpuestas a una intensidad luminosa de 31 pE.m?s", ya que en la fase de adaptacién (dia 1) iniciaron con
una densidad celular de 2,8 x 106 célula/ml, 2,26 x 106 célula/ml, 0,27 x 105 célula/ml y 041 x 10¢
célula/m] respectivamente. Las microalgas que mostraron un crecimiento muy marcado fueron
Ankistrodesmus SP- y Scenedesmus sp. Ya que se puede evidenciar que ambas mostraron en la fase exponencial

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

En Seenedesnmus Sp. y Ankistrodesmus sp a partir del tercer dia de evaluacién se evidencia que la densidad

celular se incrementa muy ripidamente con respecto a las otras dos microalgas evaluadas, donde es notono
I existencia de una fase de acondicionamiento, en el cual cada una de las microalgas mantiene su densidad
Celular de 1.99 x 10 célula/ml, 0.32 x 10° célula/ml, 2.20 x 10¢ célula/ml y 041 x 10¢ célula/ml
te“'P'ECtivaml:nte, a partir de la cual se observa el inicio de la fase exponencial 2 partir del dia dos. Siendo
mis Pronunciado en Adnkistrodesmus sp- queé mostro una densidad celular maxima el dia 7 con 14.70 x 106
Células/ml También Scenedesmss sp reportd una densidad celular maxima de 7.71 x 10¢ células/ml,

iniciz‘mdose Ia fase exponencial ¢l dia tres con una densidad celular de 2.53 x 10 células/mlL
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5.3.  Produccién de biomasa y contenido de lipidos totales en cuatro especies de
microalgas oleaginosas amazénicas cultivadas en medios CHUI0 a distintas intensidades
luminosas

En general, en Ias cuatro especies de microalgas evaluadas se observa una relacién directa entre la cantidad
de biomasa y la intensidad de la luz que fueron sometidos los cultivos. Asimismo, el contenido de lipidos
también mostes incremento en funcién 2 la intensidad de la luz en el cultivo de la microalga Ankistrodesnms
P ¥ una tendencia similar se observé en Seenedeomus sp, pero este patrn no se observd en las demds
especies evaluadas. Ademis, la mayor produccion de biomasa y mayor porcentaje lipidico se evidencia en
Scenedesnmus sp (136 mg/ml y 38.5% respectivamente) seguido de Ankistrodesmus sp que present6 porcentajes
lipidicos de 25% y 26%. Al ser sometidas a mayores intensidades de luz. Estadisticamente estas microalgas
también mostraron las mayores proporciones de lipidos, tal como se puede apreciar en la figura 4, mientras

qQue Chlorella sp. y Scenedesmus quariritanda MOStraron Proporciones menores.

Por lo que, la induccién de lipidos totales en medio CHU10 tratados con diferentes intensidades luminosas
1O mostraron diferencias significativas, tal como se evidencia en la figura 4, donde Ankistrodesnus sp tiene
un valor de 27% en la acumulacién de lipidos totales en la intensidad luminosa de 73 pE.m%s?, sin
embargo, no muestra una diferencia significativa (p=> 0,05), de igual manera, Seenedesmus sp. tuvo valores

altos de 22% en la acumulacién de lipidos totales en la misma intensidad luminosa del mismo modo no

mostrd diferencia sigmificativa con (p=> 0,05).
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CAPITULO VI

DISCUSION

Las aplicaciones productivas y comerciales de las microalgas son tan diversas como nuUMerosas, sus
usos van desde la produccién de alimento para consumo humano hasta la produccién en cantidad
de acidos 8rasos con aplicaciones energéticas. Son organismos apenas explorados, que en la
actualidad son objeto de intensas investigaciones para la bisqueda de nuevas alternativas
Coergéticas (47). Uno de los aspectos mis estudiados es la obtencién de biomasa y acumulacién de
lipidos microalgales bajo diversas condiciones de cultivo (48).

Es por ello, que los resultados obtenidos en el preseate estudio refieren que los mayores
POrcentajes de lipidos totales (22% y 27%) fueron reportados para las microalgas Sanedesmus sp. y
“Ankistrodesmus SP-, al ser sometidas a una intensidad luminosa de 73 pE.m%s™. Estos resultados son
Similares 5 los obtenidos por (Sanchez-Saavedra y Voltolina) (49) quienes reportaron que Chaefoceros
SP- Y Chroomonas Sp- mostraron mayor produccion lipidica (>25%) al ser sometidas a intensidades
Mayores (100 HE.m’s!).  Asimismo, Bermidez ef al (50) y Helm es al (51) trabajaron con
Tetraselss Suecica y reportaron que para que exista incremento en la densidad microalgal se requiere
€nergia total Y anhidnido carbénico (CO»). Al respecto, Ruiz (52) indica que numerosas especies de
Microalgas Pueden ser inducidas, manipulando las caracteristicas fisico-quimicas del medio de
Cultivo, 4 Producir elevadas cantidades de lipidos o 4cidos grasos, que pueden ser postediormente
"Pleados para I produccién de biodiesel. Estas manipulaciones pueden sec simples, como
Vanacién de la salinidad, temperatura, pH o disponibilidad de micronutrientes. La acumulacién de
lipidog S¢ atdbuye a un consumo de azicares mayor al crecimiento celular, que favorece la
ConVersic’m a lipidos de los aziicares en exceso. Sin embargo, y por regla general, las microalgas con

alto Contenidg lipidico no presentan altas velocidades de creaimiento. Es por ello que lo que se

pmw



busca optimizar es la produccién neta de lipidos por unidad de volumen de reactor o de superficie
ocupada.

Por lo que, el menor crecimiento de las dos microalgas (Chiorella sp. y Scenedesmus quadricanda) bajo
condiciones minimas de intensidad luminosa probablemente se debe a que las microalgas no se
adaptaron a estas condiciones, ocurriendo un déficit en la energia necesaria para la reproduccién
celular atribuible 2 Ia disminuci6n en la actividad fotosintética y/o al aumento en la respiracion
(52). El mayor crecimiento presentado bajo condiciones altas de intensidad luminosa (73 uE. m2s™
y 121 pE. m™s?) en las especies Scenedesmus sp y Ankyitrodesmus sp. son similares a los resultados
obtenidos POr James ¢f 4l (50) quienes trabajaron con Chlrella sp. y Nannochloropsis sp. Por lo que,
Dawson (33) afirma que es posible que el crecimiento puede mantenerse si la intensidad Juminica
es lo suficientemente alta para permitir que la fotosintesis mantenga la respiracion, en lugar de las

. . >
€servas corporales. Corroborando los resultados obtenidos en el presente estudio.

En este estudio, se sugiere que los ensayos de mayor intensidad luminosa ocasionaron un aumento
e la tasa fotosintética por encima de la tasa respiratoda dando como resultado mayores
densidades algales que en condiciones de baja intensidad luminosa Contranamente, en los
tratamientos de baja luminosidad, se pudo provocar el aumento en la tasa de fotosintesis,

Ocas;i : St i
as1onando bajos crecimientos y densidades celulares.

Lo resultados obtenidos en las tres diferentes condiciones de iluminacién aparentemente
favorecig la produccién de biomasa microalgas y la acumulacién de lipidos totales en cada una de

s cuatrg especies sin embargo, el andlisis estadistico no mMOSO diferencias significativas en ambos

Casos,
@ - Que se recomienda continuar con estudios mis detallados utlizando otros datos de

in tens; : ] leagt s nativas
id : P e microalgas oleaginosas o :
ad luminggy Y en mayor nimero de especies J
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

® La microalga que mostr6 la mayor tasa de crecimiento fue Seenedesnus sp., al ser sometida a

condiciones de intensidad luminosa de 73 pE.m?s™".

* La mayor produccién de biomasa fue reportado por Senedesmus sp., al ser sometida a

condiciones de intensidad luminosa de 73 pE.m2s..

® La especie microalgal que mostrd la mayor produccién de lipidos totales fue Ankystrodesms

SP-» con intensidad luminosa (73 pE.m2s?).

® Las altas tasas de crecimiento son debido a la gran capacidad fotosintética de algunas
microalgas a altas intensidades luminosas, asi mismo el efecto que tiene la temperatura son
también otra variable a la contribucién del crecimiento, acumulacion de lipidos y aumeato

de biomasa
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CAPITULO VIII

RECOMENDACIONES

Los valores de biomasa, densidad celular y del contenido lipidico fueron obtenidos en un periodo de 7 dias
Sin embargo el incrementar aln mis por un mayor o menor tiempo de estrés cabe la posibilidad el aumento
de todos los valores lo cual se hubiera podido observar en este trabajo de investigacion. Por lo que se

rec { 5 . . . . g
Omuenda ampliar los estudios con u tiempo mayor y con otras especies de microalgas amazonicas.

Los valores de biomasa y del contenido lipidico fueron obtenidos expuestos por distintas mtensidades
luminosas donde se observé comportamientos similares. Por lo que se recomienda realizar expenmentos
estableciendo una determinada intensidad e in cluyendo la temperatura de acuerdo a lo analizado en este

tl'a 1 - . %
bajo se tendrs mejores resultados y mejor calidad de los cultivos y evaluaciones.

Los cultivos deberin ser unialgales para garantizar los resultados de buena calidad del contenido Lipidico y
e 1 . .
Vs ln COmpetencia por los nutdentes entre microorganismos y asi obtendremos una mejor calidad y

mejo
Jores resultados en los trabajos de investigacion
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