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RESUMEN

En la actualidad las microalgas son las que representan la alternativa mas viable para la
produccién de biocombustibles porque producen hasta 30 veces mas lipidos por hectarea
que las mismas plantas terrestres usados con efectos fines. El objetivo fue determinar el Perfil
de acidos grasos de Ankistrodemus sp. Cepa UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa UCP0O003,
Chlorella sp. Cepa UCP0002, sometidas a diferentes concentraciones de nitrato. Se cultivaron
las especies microalgales en medio Chu Nro.10 y sometidas a distintas concentraciones de
nitrato: (8,5 g/100ml HxO, 4,0 g/100ml H,O y 0 g/100ml H,O). La evaluacion se realiz6
por triplicado cada concentracién en un periodo de 7 dias. Los lipidos totales y perfil de
analisis fueron realizados por métodos estandares. Los resultados indican que el perfil de
crecimiento de cada una de las tres especies de microalgas mostré un crecimiento gradual,
donde Scenedesmus sp. Cepa UCP0O003 en cultivo sin nitrato (N-) tuvo un menor crecimiento
con respecto a los cultivos con concentracion intermedia de nitrato (NI). Respecto a la
produccién de biomasa, en este estudio se reporta que Scenedesmus sp. Cepa UCP0003 fue la
especies con mas produccién de biomasa (> 5mg/1) que Chilorella sp. Cepa UCP0002 (4.9
mg/1). Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001 fue la especie que reporté menor produccién de
biomasa microalgal (<0.1 mg/1). Es importante mencionar que en la presente investigacién
se registraron los acidos grasos (palmitoleico (0.7%) y palmitico (13.6%.). Concluyendo que
las tres especies utilizadas presentan en su composicion lipidica acidos grasos que son
importantes para producir biodiesel de alta calidad, lo cual las posesiona como promisorias

para la produccion sustentable de biodiesel en la amazonia peruana.

Palabras claves: Biodiesel, lipidos totales, nitrato, microalgas oleaginosas.
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ABSTRACT

Today microalgae are those that represent the most viable alternative biofuel production
because they produce up to 30 times more lipids per hectare land plants that they used with
effect ends. The objective was to determine the fatty acid profile of Ankistrodemus sp. Cepa
UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa UCPO003, Chlorella sp. Cepa UCP0002. Subjected to different
concentrations of nitrate. Microalgal were cultured in Chu Nro.10 medium and subjected to
different concentrations of nitrate: (8,5 g/100ml H,O, 4,0 ¢/100ml H.O y 0 g/100ml H,O).
The evaluation was performed in triplicate for each concentration over a period of 7 days.
The total lipid profile analysis were performed by standard methods. The results indicate that
the growth profile of each of the three species of algae showed a gradual increase, where
Scenedesmus sp. Cepa UCP0003 in culture without nitrate (N) had a lower growth compared
to crops with intermediate concentration of nitrate (NI). Regarding the production of
biomass, in this study reported that Scenedesmus sp. Cepa UCP0003 species was more biomass
production (> 5mg / 1) Chilorella sp. Cepa UCP0002 (4.9 mg / ). Ankistrodesmus sp. Cepa
UCP0001 was the species reported lower production of microalgal biomass (<0.1 mg / 1). It
is noteworthy that in this investigation the (palmitoleic (0.7%) and palmitic (13.6%.) Fatty
acids were reported. Concluding that the three species present in the composition used lipid
fatty acids that are important to produce high quality biodiesel, which the possession as

promising for the sustainable production of biodiesel in the Peruvian Amazon.

Keywords: Biodiesel, total lipids, nitrogen, algae oil.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

En la actualidad existe una tendencia internacional hacia la busqueda de combustibles mas
limpios y nuevas fuentes de energfa de baja emision de carbono, como los biocombustibles,
entre otras; las cuales estan siendo evaluados y se encuentran en diferentes fases de estudio
y aplicacion, cada una con sus propias ventajas y desventajas. En este escenario, se espera
que los biocombustibles liquidos, biodiesel y bioetanol puedan sustituir al gaséleo y la
gasolina respectivamente (1), promuevan nuevas fuentes de empleo en las zonas rurales,
reduzcan las emisiones de gases efecto invernadero y aumenten la seguridad de
abastecimiento energético (2). El biodiesel es un combustible sustituto del gaséleo o diésel
de petroleo, compuesto por una mezcla de ésteres alquilicos de 4cidos grasos (FAME) de
cadena larga (Cys- Cyz), obtenidos por trans esterificacion de aceites vegetales, grasas animales,

aceites usados o lipidos de microalgas (3).

Aunque desde hace mas de veinte afios se han venido realizando investigaciones para obtener
biodiesel a partir de aceite microalgal (4). Actualmente en el mundo se estan invirtiendo
muchos recursos para investigacion, dirigidas a minimizar los costos de la materia prima para
la obtencién de biodiesel (5). Algunos estudios recientes se han inclinado en el uso de semillas
de diversas plantas oleaginosas, contribuyendo a la deforestacion de los bosques y afectando
a la seguridad alimentaria, ademas de microalgas como fuente de lipidos. Sin embargo, para
que cualquiera de ellas pueda sustituir eventualmente los combustibles fosiles debe tener
caracterfsticas como ser competitiva en cuanto a su precio con respecto a los combustibles
derivados del petroleo, requerir poca cantidad de suelo y agua, que contribuya a mejorar la

calidad del aire (por ejemplo, que en su proceso de produccion se utilice CO»), que exista en
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cantidad suficiente para que dicha produccién tenga un impacto significativo en la demanda
y que proporcione una ganancia neta de energia sobre la demandada para producirlo (6). Por
ende, el uso de microalgas podria cumplir estas condiciones, y por lo tanto, contribuir de
manera significativa a la resolucién de la demanda de energfa primaria y al mismo tiempo,
proporcionar beneficios ambientales a través de la captura de COz (7). Pero ain no se ha
definido una cepa ideal, dada la diversidad de factores que influyen en la productividad de

los lipidos y por ende en el costo de produccion del biodiesel.

Tal es asi que el interés en las microalgas para la produccion de biodiesel se debe a su alto
contenido de lipidos en algunas especies y al hecho de que la sintesis de estos, especialmente
de triglicéridos (TG) no polares (que son el mejor sustrato para la produccioén de biodiesel),
puede ser manipulada por cambios de las condiciones de cultivo. Aun cuando las microalgas
tienen tasas de crecimiento superiores y su fotosintesis es mas eficiente que la de las plantas
terrestres (8), un obstaculo importante para la produccion de su aceite es el costo
relativamente elevado y encontrar el medio de cultivo apropiado. Las microalgas bajo
condiciones normales de cultivo presentan un contenido lipidico que por lo general varia
entre el 20 y el 50 % de su peso seco, sin embargo cuando son sometidas a situaciones de
estrés, frecuentemente incrementan. Existen estudios de que en cultivos limitados de nitrato
existe una tendencia generalizada a incrementar en la proporciéon de 4acidos grasos
poliinsaturados. En tal sentido, no existen estudios sobre el perfil de acidos grasos en
microalgas oleaginosas amazonicas que permiten brindar la informaciéon exacta de la
estructura lipidica que permitan iniciar cultivos a gran escala para la produccién de biodiesel.
Por lo que, en esta investigacion se pretende determinar el efecto de la concentracion de
nitrato en el perfil de acidos grasos de tres especies de microalgas oleaginosas. Asimismo,
evaluar el perfil de crecimiento de Ankistrodesmus sp. Cepa UCPO001, Scenedesmus sp. Cepa

UCP0003, Chlorella sp. Cepa UCP0002, cultivadas en diferentes concentraciones de nitrato
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(8,5 g/100ml H,O, 4,0 g/100ml H,O y 0 g/100ml H>O), conocer la produccién de biomasa
y acumulacion lipidos totales asi como el perfil de acidos grasos de las tres especies en estudio

sometidas a concentraciones de nitrato indicadas.
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CAPITULO II

OBJETIVOS

3.1. General.

Determinar el efecto de la concentraciéon de nitrato en el perfil de acidos grasos

de tres especies de microalgas oleaginosas.

3.2. Especificos.

Evaluar el perfil de crecimiento de Ankistrodesmus sp. Cepa UCPO001, Scenedesmus sp.
Cepa UCPO0003, Chlorella sp. Cepa UCP0002, cultivadas en diferentes

concentraciones de nitrato (8,5 g/100ml H20, 4,0 g¢/100ml H20 y 0 g/100ml H20).

Conocer la producciéon de biomasa y acumulacion lipidos totales de Ankistrodesmus
sp. Cepa UCPO001, Scenedesmus sp. Cepa UCPO003, Chlorella sp. Cepa UCP0002
cultivadas en diferentes concentraciones de nitrato (8,5 g/100ml H20, 4,0 g/100ml

H20 v 0 g/100ml H20).

Determinar el perfil de acidos grasos de Ankistrodenius sp, Cepa UCPO001. Scenedesnius
sp. Cepa UCP0003, Chlorella sp. Cepa UCP0O002  cultivadas en diferentes
concentraciones de nitrato. (8,5 g/100ml H20, 4,0 g/100ml H20 y 0 g/100ml

H20).
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CAPITULO III

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

31 Marco Tedrico

3.1.1 Generalidades de la microalgas

Las microalgas constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos fotosintéticos
unicelulares que comprenden organismos eucariotas y clanoficeas procariotas
(cianobacterias). Se consideran un grupo de organismos versatiles en términos de tamafio,
forma y funciéon ecoldgica y se localizan en habitats diversos tales como aguas marinas,
dulces, salobres, residuales o en el suelo, bajo un amplio rango de temperatura, pH y
disponibilidad de nutrientes (2). De la misma manera que las plantas, ellas convierten la

energfa solar en energfa quimica mediante la fotosintesis (22).

Las clases mas importantes de algas son: las algas verdes (chlorophyta), las algas rojas
(Rhodophyta) y las diatomeas (Bacillariophyta). Las algas pueden ser autétrofas o heterdtrofas,
las primeras requieren Gnicamente compuestos inorganicos como el COy, sales y la luz como
fuente de energia para el crecimiento, mientras las segundas son heterétrofas por lo que
requieren una fuente externa de compuestos organicos, asi como de nutrientes como fuente
de energfa. Algunas algas fotosintéticas son mixotroficas, es decir, tienen la capacidad tanto
de realizar la fotosintesis como de utilizar nutrientes exégenos organicos. Para las algas
autotrofas, la fotosintesis es un componente clave de supervivencia, por el que convierte la
radiacion solar y el CO, absorbido por los cloroplastos en adenosin trifosfato (ATP) y Oo,
utilizable a nivel celular para la respiracién y para producir energfa en sus actividades de

crecimiento (23).
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La division Chlorophyta son las mas utilizadas en aplicaciones comerciales. Sin embargo,
existen grupos de microalgas como las diatomeas o grupos de microalgas ricas en silicio y
cianobacterias procariotas que también ofrecen grandes oportunidades en biotecnologia e
ingenierfa metabolica (24). Las microalgas de la division Chlorophyta o también llamadas
algas verdes, son consideradas como uno de los grupos mas especializados que comprenden
una variedad de organismos con alto potencial de estudio. Dentro de este grupo se
encuentran microalgas con diversas morfologfas y aunque muchas provenientes de agua
dulce, un gran nimero de estas también crecen en habitat marinos y terrestres (25). Muchas
de estas algas son adaptadas a condiciones extremas de temperatura, salinidad y humedad.
Esta habilidad para adaptarse a condiciones combinadas y de estrés severos se refleja en el

patron de diversos y a veces inusuales perfiles lipidicos presentes en sus membranas (20).

3.1.2. Microalgas oleaginosas.

Las microalgas contienen acidos grasos como componentes de su membrana, productos de
almacenamiento, metabolitos y fuente de energfa (2). Estos microorganismos representan
una opcién viable como materia prima para producir biodiesel , debido a la mayor
productividad de biomasa y mayor velocidad de replicacion con respecto a plantas cultivables
(14), algunas especies pueden acumular entre 20-80% (peso seco) de triglicéridos (12), no
requieren terrenos cultivables para el crecimiento celular y no compiten por alimento
humano (6).Para la produccién exitosa de biodiesel empleando microalgas como sistemas
biolégicos para la acumulacién de biomasa y lipidos, el primer punto critico es buscar e
identificar cepas hiper productoras de lipidos (22). 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 (3).
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Para elegir una cepa se debe considerar una estrategia de seleccion en base a diversos criterios
que sean practicos 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 nutrientes y fuente luminica, asi como competencia con otras
especies de microalgas o bacterianas; d) velocidad de absorcién y afinidad por nutrientes,
particularmente COs, nitrégeno y fésforo; e) cultivo de biomasa sencillo para su posterior

procesamiento (16).

3.1.3. Induccion del aumento de la productividad de lipidos

Las microalgas sintetizan acidos grasos como precursores para la sintesis de varios tipos de
lipidos, los cuales varfan dependiendo de la especie: lipidos polares, lipidos neutrales, ceras,
esteroles, fosfo-lipidos, glicolipidos, carotenoides, terpenos, tocoferoles, quinonas (24). Sin
embargo, solo los lipidos neutrales son adecuados para la produccién de biodiesel y de éstos,
los triacilglicéridos. El contenido total de los lipidos en las microalgas puede variar desde 1
hasta 90% del peso seco, dependiendo de la especie y de las condiciones de cultivo (25).
Cuando las microalgas se someten a condiciones de estrés impuestas por estimulos
ambientales quimicos y fisicos, solos o en combinacién, ocurre sintesis y acumulacion de
grandes cantidades de triglicéridos, acompafiada por considerables alteraciones en la
composicion de los lipidos y acidos grasos. Los principales estimulos quimicos son la
deficiencia de nutrientes (nitrogeno, fésforo, azufre y silicio), la salinidad y el pH del medio

de cultivo; los fisicos son la temperatura y la intensidad luminosa.

La deficiencia de nitrégeno es, con respecto a los nutrientes, el factor que mas afecta el
metabolismo de los lipidos (26). Ademas de estos factores, la fase de crecimiento y la edad

del cultivo también afectan al contenido y composicion de los acidos grasos, observandose
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un mayor contenido de lipidos en la fase estacionaria con respecto a la fase logaritmica (25).
Con respecto a la fase de crecimiento (27) reportaron que en Parietochloris incisa se observo
un alto contenido de triacilgliceroles (43% del total de acidos grasos) en la fase logaritmica,
el cual aumento hasta 77% en la fase estacionaria. La influencia de la deficiencia de nitrégeno
sobre la sintesis de lipidos fue descrita primero en algas verdes, aunque estudios posteriores
también lo han demostrado con cianobacterias. (19), Reportaron que el contenido de lipidos
totales de Spirulina sp. Aument6 de 8% a 28.6% del peso seco, cuando se sometié a una
limitacion por N y ademas se cultivo a una intensidad luminosa muy baja (66 pmol fotén m®
’s™") en un medio complejo. En relacion a microalgas verdes, en el género Dunaliella, se ha
descrito que su principal lipido de reserva son los triglicéridos y que bajo condiciones de
limitacion de nitrégeno y con 1% de COy, éstos aumentaron del 1% al 22%, respecto a los
lipidos totales (7). Asimismo, Neochloris oleoabundans puede acumular hasta el 80% de sus
lipidos totales en forma de triglicéridos y la mayoria de sus acidos grasos son saturados en el
rango de 16 a 20 carbonos, bajo condiciones de estrés (24), lo cual la coloca como una de las

especies con mayor potencial para la produccién de biodiesel.

También, se ha reportado que la adiciéon de 2% de CO; estimulé la acumulaciéon de acido
eicosapentanoico (EPA, 20:5n-3) en la microalga marina Nannochloropsis sp. (13,25). Entre
otros estudios relacionados también a la induccion de lipidos del tipo TAG (triacil-glicéridos)
bajo condiciones de limitacién de nitrégeno, destacan los realizados con Parietochloris incisa
(Trebuxiophyceae) por el grupo de Cohen en Israel. En uno de sus trabajos, encontraron que
P. incisa, acumula acido araquidénico (AA) (20:4) y que hasta el 90% del total del AA esta
depositado en forma de TAGs. Bajo condiciones de deficiencia de nitrégeno, el contenido
de acidos grasos alcanzo el 35% del peso seco y el AA excedi6 el 60% de los acidos grasos
(23). Recientemente, se describié que a una alta intensidad luminosa, se alcanzaron los mas

altos contenidos de acidos grasos totales y que bajo deficiencia de nitrégeno, aument6 de
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manera significativa el contenido de AA respecto al total de acidos grasos (6). Finalmente,
muy pocos estudios sobre la induccién de lipidos por limitaciones de nutrientes se han
realizado en condiciones exteriores con reactores a escala piloto. Después de hacer crecer
bajo condiciones limitantes de nitrégeno a dos cepas marinas y a dos cepas de agua dulce
(26), seleccionaron a Nannochloropsis sp. por haber acumulado el 60% de lipidos bajo estas
condiciones. En experimentos realizados con fotobiorreactores (FBRs) de 110 litros, se
compararon las productividades tanto en medio suficiente de nitrégeno, como en medio
deficiente. Se encontré que en el primer medio, esta microalga marina contenia 32% de
lipidos, con una productividad de biomasa de 0.36 ¢ I."'d"'y una productividad de lipidos de
117 mg L'd". En contraste, en condiciones limitadas de nitrégeno, el contenido de lipidos
aument6 al 60% y la productividad de lipidos a 204 mg 1.'d", aunque la productividad de
biomasa disminuy6 a 0.3 g I.'d". Los autores sefialaron que se pueden obtener entre 20 y
30 ton de lipidos por hectarea, aunque estos datos deben considerarse con reserva, dado que

la unidad experimental utilizada para generarlos fue de un volumen de 110 litros.

Con respecto a la temperatura, se ha observado en muchas algas y cianobacterias que la
insaturacion de los acidos grasos se incrementa cuando desciende la temperatura y viceversa,
cuando la temperatura aumenta, aumenta la saturacion de los acidos grasos. Con relacion al
efecto de la intensidad luminosa, ésta influye notablemente en la composiciéon quimica en
general, el contenido de pigmentos y en la actividad fotosintética. Generalmente, una
intensidad luminosa baja induce la formacién de lipidos polares (fosfolipidos y glucolipidos),
los cuales estan funcional y estructuralmente asociados a las membranas celulares (19). En
contraste, las altas intensidades luminosas influyen en la disminucién del contenido total de
lipidos polares (27) con el concomitante incremento de la cantidad de lipidos de

almacenamiento, principalmente triglicéridos (28).

22



3.1.4 Acidos Grasos

Los acidos grasos son cadenas hidrocarbonadas lineales con un grupo metil (CHs) y un grupo
carboxilo al final (16). Existe un amplio espectro de acidos grasos de diferentes longitudes
de cadenas de carbonos. Estos acidos 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 (16). Los acidos grasos
poliinsaturados, se clasifican en n-6(w-6) y n-3 (w-3) segun la posicion del doble enlace con
respecto al medio terminal de la molécula. El principal 4acido graso n-6 es el acido linoleico
(18:2 w-6), presente en los aceites vegetales de maiz, girasol y soya. El acido y-linolenico (18:3
w-3) predomina en las plantas; y aquellos acidos grasos n-3 de cadena mas larga, como el
eicosapentanoico (EPA, 20:5 w-3) y el decosahexanoico (DHA, 22:6 w-3) abundan en los

pescados, mariscos y aceites marinos (106).

Los principales componentes de las fraccion lipidica en las microalgas son los triglicéridos o
triacilgliceroles, 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 (29).

3.1.4.1. Propiedades de los acidos grasos.

Su molécula presenta caracter anfipatico, esto es, contiene una zona para hidrofila (el -
COOH) y una zona apolar hidréfoba (el resto de la cadena) por lo que, al contacto con el
agua se orientan formando micela y otras agrupaciones moleculares (que veremos también
al estudiar los fosfolipidos). Esta propiedad estd mucho mas acentuada en sus sales (jabones).

(Figura 01)
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Figura 01. Modelo Esquematico de acidos grasos (10)

3.1.4.2 Clasificacion de los acidos grasos

3.1.4.2.1 Acidos grasos Saturados

Se caracterizan por ser: Sin doble enlaces y punto de fusién mas o menos elevado por la
abundantes fuerzas de van der Waals entre cadenas que favorecen la inmovilidad y
empaquetamiento entre moléculas, propios del estado soélido, Origen grasa sélidas (cebos y
mantecas), Son frecuentes en animales, Su consumo debe ser moderado (se les relaciona con

el “colesterol”). Ejemplo: plasmitico: CH3-(CHz)1s- COOH.

3.1.4.2.2 Acidos grasos Insaturados: MONO, DI 'Y TRI Con doble enlaces. (1,2 6 3),
Presentan isomerfa CIS/TRANS por la presencia de doble enlace y Punto de fusion intetior
a los saturados por las escasas fuerzas de van der Waals entre cadena debido a las formas
CIS que dificultan en empaquetamiento de moléculas, (Tabla 01). Originan grasas liquidas
(aceites), Son mas frecuentes en vegetales y animales de sangte frfa (ectotermos) como peces,

etc. Su consumo es mas saludable que los saturados (se les relaciona con el “colesterol

bueno”).Ejemplo: oleico: CH3;— (CHz); - CH = (CH); . COOH.
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Tabla 01. Clasificacion de 4dcidos grasos.

ACIDOS GRADOS SATURADOS
Acido Férmula Punto de Fusi6n (*C)
Caproico CH; - (CHy)4 -COOH -1,5
Caprilico CHj3 - (CHy)e -COOH 16,3
Caprico CH; - (CHy)g -COOH 314
Laurico CH; - (CHy)10 -COOH 44,2
Miristico CHj; - (CHy)12 -COOH 53,9
Palmitico CHj - (CH3)14 -COOH 63,1
Estearico CHj3 - (CHy)16 -COOH 69,6
Araquidico CHj; - (CHy)15 -COOH 76,3
Lignocérico CHj3 - (CHy)2, -COOH 86,0
ACIDOS GRASOS INSATURADOS
Palmitoleico CHj; - (CHy)s -CH =CH - (CHy)7 -COOH -0,5
Oleico CHj; - (CHy)7 -CH =CH - (CHy); -COOH 13,4
Linoleico | CHj - (CHy)4 -CH =CH - CH; -CH=CH-(CH;); -COOH -5

3.1.5. Utilidad de cada uno de los acidos grasos
3.1.5.1. Acidos grasos saturados:

3.1.5.1.1. Acido Caproico: El 4cido hexanoico, también llamado acido Caproico, es un acido
carboxilico derivado del hexanocon, como su nombre lo sugiere, seis carbonos. Es un aceite
incoloro, viscoso, olor a cabras u otros animales de granja. Forman sales llamadas hexanoatos
o caproatos. Es un 4cido graso encontrado naturalmente en las grasas y aceites animales, y es
uno de los compuestos quimicos que le da a la semilla del ginkgo el caracteristico brillo y mal
olor al descomponerse. Ademas, como su nombre vulgar sugiere, es parte de los sudores de

las cabras. El mal olor de los calcetines sucios se debe al acido Caproico.

O

/\/\/U\OH

Figura 02. Estructura quimica del acido hexanoico
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3.1.5.1.2. Acido Caprilico: El nombre sistematico de acido caprilico es "acido octanoico."
El "octo-" prefijo hace referencia a los ocho atomos de carbono. "Octo" se convierte en
"octanaje", porque la cadena de carbono se satura. En quimica organica, hidrocarburos
saturados se denominan "alcanos" y es la convencién estindar de nomenclatura para afiadir
el prefijo con "ano" para reflejar esto. "Octano" se convierte en "octanol-" porque hay una
(OH) grupo hidroxilo o un "alcohol" en el extremo de la cadena. Finalmente, "octanol-" se
convierte en "acido octanoico" debido a que el grupo hidroxilo es parte de un grupo

carboxilo grande.

Funcién: Aunque el final de hidrocarburos de acido Caprilico hace que la molécula
sustancialmente no polar y minimamente soluble en agua, permite que el compuesto soluble
en grasas, aceites y lipidos. Esto no repulsion de lipidos permite que la molécula pase a través
de las membranas a base de lipidos de la membrana celular de diversos protozoos y
estructuras a base de lipidos de hongos y bacterias intracelulares. En el caso de
Staphylococcus aureus, una bacteria que causa el 80% de las infecciones estafilococicas
graves en humanos, el acido Caprilico parece ser capaz de entrar en las estructuras

fundamentales dentro de la célula, que destruye el grupo carboxilico.

Aplicaciones Industriales: La cadena hidrocarbonada larga saturada de acido Caprilico,
minimiza las fuerzas de atraccion entre las moléculas, que hace que sea relativamente volatil
(por ejemplo, es facilmente de liquido a gas). Esto, combinado con su olor caracteristico,
ligeramente rancio, hizo un ingrediente muy comun en los perfumes. El 4cido Caprilico
también se utiliza en pequefias concentraciones en la preparacion de alimentos, aunque esto
es mas por sus propiedades antimicrobianas. El grupo carboxilico terminal, en la presencia
del grupo carboxilo de la otra molécula, puede someterse a deshidrataciéon para formar
compuesto de tipo éster. En este sentido, el acido Caprilico potencialmente puede ser util en

la produccion de ciertos polimeros.
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Figura 03. Estructura quimica del 4cido octanoico

3.1.5.1.3. Acido Céprico: es un 4cido graso saturado. Su férmula es CH; (CH2)sCOOH.
Las sales y ésteres del acido decanoico se llaman decanoatos o "Capratos". El término acido
Caprico deriva del latin, y se refiere al olor que recuerda el de las cabras. El acido Caprico se
encuentra de forma natural en el aceite de coco (aproximadamente 10 %) y aceite de almendra
de palma (aproximadamente 4 %). Se encuentra en la leche de distintos mamiferos y en

menor medida en otras grasas animales.

Otros dos acidos organicos se nombran de forma similar: el acido Caproico(un acido graso
C6) y el acido Caprilico (un acido graso C8). Junto con el 4cido Caprico, forman

aproximadamente el 15 % de la grasa de la leche de cabra.

AR

Figura 04. Estructura quimica del 4cido caprico

3.1.5.1.4. Acido Laurico: (denominado también Acido dodecanéico) es un écido
graso saturado de cadena de doce atomos de carbono (férmula C12H2403) con un ligero olor
a jabon. Suelen proceder de las semillas de diferentes tipos de palmeras. Se encuentra
relativamente abundante en el aceite de semillas de palma (no confundir con aceite de palma)
y de coco, se cree que posee propiedades antimicrobianas. Se encuentra en cierta proporcion
en la leche humana (6.2% de la grasa total), la leche de vaca (2.9%), asi como la leche de

cabra (3.1%).
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Uso: Se considera un acido graso de bajo riesgo en su manipulacion, de una vida media larga.
A temperatura ambiente presenta una apariencia solida, pero funde facilmente en agua
hirviendo. Los jabones elaborados con acido laurico producen Grandes cantidades de

espuma y poseen la propiedad de disolver la grasa y el aceite rapidamente.

Figura 05. Estructura quimica del 4cido laurico

3.1.5.1.5. Acido miristico: es un acido graso con férmula quimica CiH3z0; También

llamado acido tetradecanoico, es un acido graso comun saturado, con la férmula molecular
CH; (CH2)12COOH. Un miristico es la sal o éster del 4cido miristico. Recibi6 su nombre por
la nuez moscada (Myristica fragrans); y su manteca tiene 75 %  trimiristina,
untriglicérido compuesto por tres moléculas de acido miristico. Ademas de en la nuez

moscada, este acido se encuentra en el aceite de palma, manteca y espermaceti, la fraccion

cristalizada del aceite de grasa de ballena.

/\/\/\/\/\/\)J\OH

AAAAAASE

Figura 06. Estructura quimica del acido miristico

3.1.5.1.6. Acido Palmitico: o acido hexadecanoico, es un acido graso saturado de cadena
larga, formado por dieciséis atomos de carbono. Es un sélido blanco que se licda a unos

63,1 °C. Su férmula quimica es CH;3 (CH2)1COOH.

El 4cido palmitico es el principal acido graso saturado de la dieta, constituyendo

aproximadamente un 60 % de los mismos. Es el mas abundante en las carnes (detras del
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acido oleico, que es monoinsaturado) y grasas lacteas (mantequilla, queso y nata) y en
los aceites vegetales como el aceite de coco y el aceite de palma. Es el acido graso menos
saludable pues es el que mas aumenta los niveles de colesterol en la sangre, por lo que es el

mas aterogénico.

Durante la Segunda Guerra Mundial se usaron derivados del acido palmitico para la
produccién de napalm. Mezclado con el acido estearico se obtiene un compuesto conocido

con el nombre de acido margarico, del cual se dice que se originé el nombre de la margarina.

Biosintesis: Es el segundo acido graso que se produce durante la lipogénesis y a partir de él
se pueden formar otros acidos grasos de cadena mas larga o con dobles enlaces
(insaturaciones). Durante el catabolismo, la oxidacién total de 50 mol de acido palmitico

produce, en energia quimica, 1298 moles de ATP.

0

/\/\/\/\/\/\/\)LOH

Figura 07. Estructura quimica del acido palmitico

3.1.5.1.7. Acido Estearico: es un 4cido graso saturado de 18 4tomos de carbono presente
en aceites y grasas animales y vegetales. A temperatura ambiente es un sélido parecido a la
cera; su férmula quimica es CHs; (CH2);sCOOH. Su nombre IUPAC es acido
octadecanoico. Tiene una cadena hidrofébica de carbono e hidrégeno. Se obtiene tratando
la grasa animal con agua a una alta presion y temperatura, y mediante la hidrogenacién de los
aceites vegetales. Algunas de sus sales, principalmente de sodio y potasio, tienen propiedades

como tenso activas. Es muy usado en la fabricacién de velas, jabones y cosméticos.

29


https://es.wikipedia.org/wiki/Grasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Mantequilla
https://es.wikipedia.org/wiki/Queso
https://es.wikipedia.org/wiki/Crema_de_leche
https://es.wikipedia.org/wiki/Aceite_vegetal
https://es.wikipedia.org/wiki/Aceite_de_coco
https://es.wikipedia.org/wiki/Aceite_de_palma
https://es.wikipedia.org/wiki/Colesterol
https://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
https://es.wikipedia.org/wiki/Aterosclerosis
https://es.wikipedia.org/wiki/Segunda_Guerra_Mundial
https://es.wikipedia.org/wiki/Napalm
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_este%C3%A1rico
https://es.wikipedia.org/wiki/Margarina
https://es.wikipedia.org/wiki/Lipog%C3%A9nesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Catabolismo
https://es.wikipedia.org/wiki/Mol
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenosina_trifosfato
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_graso_saturado
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81tomo
https://es.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://es.wikipedia.org/wiki/Aceite
https://es.wikipedia.org/wiki/Grasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Animal
https://es.wikipedia.org/wiki/Vegetal
https://es.wikipedia.org/wiki/IUPAC
https://es.wikipedia.org/wiki/Hidrof%C3%B3bica
https://es.wikipedia.org/wiki/Sodio
https://es.wikipedia.org/wiki/Potasio
https://es.wikipedia.org/wiki/Tensoactivo
https://es.wikipedia.org/wiki/Vela_(iluminaci%C3%B3n)
https://es.wikipedia.org/wiki/Jab%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Cosm%C3%A9tico

Figura 08. Estructura quimica del 4cido estearico

3.1.5.1.8. Acido Araquidico: también denominado acido eicosanoico, es un acido graso
saturado que es un constituyente del aceite de mani (1,1%-1,7%)." Su nombre proviene de
la raiz latina arachis mani. Se puede obtener mediante hidrogenaciéon del acido araquidénico.

La reduccion del acido Araquidico permite obtener alcohol araquidilico.
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Figura 09. Estructura quimica del acido araquidico

3.1.5.1.9. Acido Lignocérico: es el dcido graso saturado con la férmula C;Hy,COOH. Se
encuentra en el alquitran de madera, varios cerebrésidos, y en pequenas cantidades en la
mayoria de las grasas naturales. Los acidos grasos del aceite de cacahuete contienen pequefias
cantidades de acido lignocérico (1,1% - 2,2%). Este acido graso es también un subproducto
de la produccion de lignina. La reduccién del acido Lignocérico, produce alcohol

lignocerilico.

COOH

Figura 10. Estructura quimica del 4cido lighocérico
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3.1.5.2. Acidos grasos insaturados

3.1.5.2.1. Acido Palmitoleico: o 4cido delta-9 hexadecénico es un cido graso omega-
7 monoinsaturado. Se trata de un componente comun de los acilglicéridos del tejido
adiposo humano. Esta presente en todos los tejidos, pero Se encuentra en concentraciones
mas altas en el higado. Es biosintetizado a través del acido palmitico por la accién de la

enzima delta -9 desaturasa.

Fuentes: El acido palmitoleico se puede abreviar como 16:1A9. Las fuentes dietéticas donde
puede ser encontrado el acido  palmitoleico incluyen una  variedad
de grasas animales, aceites vegetales y aceites marinos. El aceite de nuez de macadamia
(Macadamia integrifolia) y el aceite de espino amarillo (Hippophae rbammnoides) presentan elevadas

concentraciones de acido palmitoleico, en torno a un 17% y a un 40%, respectivamente.

Se han llevado a cabo estudios donde se examinaban los efectos de los regimenes de
alimentacion ricos en diversos acidos grasos, observandose que las concentraciones
de colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL, "colesterol malo") eran similares en
dietas ricas en acido palmitoleico y palmitico, y significativamente mas altas que en dietas
ricas en acido oleico. Sin embargo, la concentracién de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL, "colesterol bueno") se encontraba significativamente mas baja en aquellas dietas ricas
en acido palmitoleico con respecto a las dietas ricas en acido palmitico. El estudio confirmaba
que, por lo menos en los hombres con hipercolesterolemia, un pequefio aumento del acido
palmitico aumentaba los niveles de LDL en relaciéon al acido oleico, incluso cuando el
colesterol dietético era bajo. El acido palmitoleico se comportaba como un acido
graso saturado y no como un acido graso monoinsaturado en relacion a su efecto sobre el

colesterol LDL..
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Figura 11. Estructura quimica del acido palmitoleico

3.1.5.2.2. Acido Oleico: es un 4cido graso mono insaturado de la serie omega 9 tipico de
los aceites vegetales como el aceite de oliva, del aguacate, etc. Ejerce una accion beneficiosa
en los vasos sanguineos reduciendo el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares. Su
férmula quimica molecular es CisH30:2 o bien, desarrollada, CH; (CH:);CH=CH
(CH:);COOH)? Su nombre IUPAC es acido ¢s-9-octadecenoico, y su nombre
de taquigrafia de lipido es 18:1 ¢is-9 (también existe el isémero #rans-9, el acido elaidico). La
forma saturada de este acido es el acido estearico. El aceite de oliva comprende un 55-80 %

de acido oleico y el aceite de semilla de uvas un 15-20 %.

0
HO)\/\/\/\/:\/\/\/\/

Figura 12. Estructura quimica del 4cido oleico

3.1.5.2.3. Acido Linoleico: cuya semilla es la linaza y (elaia) aceite de oliva o
simplemente aceite) es un acido graso esencial de la serie omega 6 (w-0), es decir, el organismo
no puede crearlo y tiene que ser adquirido a través de la dieta. Es un acido graso
poliinsaturado, con dos dobles enlaces: CH;—(CH)—CH=CH-CH,-CH=CH-(CH:)+—

COOH.

Configuracion: Posee una configuracion 18:2 A9.12 (donde el 18 es el numero de atomos
de carbono, el 2 numero de dobles enlaces y las cifras sucesivas al A “delta” la posicién de

los dobles enlaces comenzando a contar desde el extremo carboxilico -COOH de la
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molécula) es el precursor de numerosos derivados, que se forman en reacciones de

elongacion, de saturacion o ambas.

Algunos beneficios: Sube las defensas, disminuye los niveles de grasa corporal, disminuye
la presion arterial, ayuda a controlar el colesterol y los triglicéridos, reduce el riesgo de
enfermedades del sistema circulatorio, ayuda a eliminar las grasas perjudiciales para el

organismo, interviene en un buen funcionamiento de los sistemas nervioso y visual.

T e e
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Figura 13. Estructura quimica del acido linoleico

3.1.6. Biosintesis de lipidos en microalgas.

Los efectos en los cultivos microalgales dependientes de la luz son de gran relevancia, ya que
estan relacionados directamente con el proceso de fotosintesis (25). En microalgas verdes, la
ruta metabolica para la sintesis de acidos grasos empieza por la unién del complejo luz-
biomasa, el cual estd mediado por la clorofila II y carotenoides, los cuales capturan la energia
luminica en forma de fotones. La energfa es empleada por el fotosistema II en la oxidacion
catalitica del agua, formando protones, electrones y O, molecular. Los electrones se
transportan mediante la cadena de transporte fotosintética para promover la produccion de
NADPH mediante la reduccién de ferredoxina. Dentro del lumen tilacoidal se genera un
gradiente electroquimico, debido a la liberacién de protones después de la oxidacion de agua;
el cual se emplea para la formacion de ATP mediante la ATP sintasa. Los productos de la

fotosintesis NADPH y ATP son sustratos del ciclo de Calvin (22); donde la enzima Rubisco
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cataliza la conversion de CO.y ribulosa-5-fosfato en dos triosas, las cuales son convertidas

subsecuentemente en piruvato y acetil-CoA (25).

Las moléculas de acetil-CoA son carboxiladas dentro del cloroplasto por acetil-
CoAcarboxilasa (ACC) para la sintesis de malonil-CoA (25), molécula que es transferida a la
proteina acarreadora de grupos acil (ACP) del complejo multi-enzimatico sintasa de acidos
grasos (SAG); donde la subunidad cetoacil-ACP sintasa (CAS) cataliza la condensacion de
malonil-ACP mediante tres reacciones ciclicas: reduccién, deshidratacién y reduccion;
condensando el producto con otra molécula de malonil-CoA. El ciclo se repite hasta formar
cadenas saturadas de acido palmitico (16:0) o estearico (18:0). La enzima ACP-sintasa abre la

cadena acil y libera el acido graso (23).

La formacion de triacilgliceroles se lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico, en organelos
especializados llamados plastidos, donde se producen lipidos neutros con la finalidad de
almacenar energia y liberar espacio dentro de la célula (24). La primera reacciéon para la
sintesis de TAG es la condensacion (acilacion) de glicerol-3-fosfato (G3P) con acil-CoA para
formar lisofosfatido (LPA), el cual es catalizado por acil-CoA: glicerol-sn-3-fosfato acil-
transferasa (GPAT) y otra molécula de acil-CoA para producir fosfatidato (PA) (5).
Posteriormente, PA puede ser desfosforilado por la enzima acido fosfatidico fosfatasa (PAP)
para formar diacilglicerol. Finalmente, la sintesis de TAG es catalizada por acil-CoA:
diacilglicerolacil-transferasa (DGAT), la cual incorpora un tercer grupo acil-CoA a la
molécula diacilglicerol, los TAGs resultantes son almacenados en cuerpos de aceites, los

cuales son la materia prima para obtener biodiesel. (Figura 14)
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Figura 14. Esquema de la biosintesis de lipidos en microalgas. (Beeret ef a/. 2009).

3.1.7. Nitrégeno.

Se conoce como nitrégeno al elemento quimico que se caracteriza por tener como mayor
namero atémico al 7 y que se simboliza con la letra N. Se trata de un gas sin color ni olor y
de caracter insipido que ésta presente en las cuartas quinta partes de aire de la atmosfera (en
su version molecular, reconocida como Ny). Cabe resaltar que el nitrogeno se suele
aprovechar como refrigerante y es util en el proceso de formacién del amoniaco que luego
permite crear fertilizantes y explosivos, entre otros productos. Con el nitrégeno también es

posible fabricar acido nitrico.

Los iones amonio retenidos de este modo son desplazados facilmente por otros cationes
presentes en el agua intersticial, tales como el calcio, el magnesio o el sodio, ni tampoco son
accesibles a las bacterias nitrificantes. Aunque este proceso puede retener una parte de todo
el nitrégeno amoniacal aportado a un suelo, sus efectos sobre el balance de nitrégeno no

seran importantes a largo plazo.

3.1.7.1. Propiedades del Nitré6geno.

Una de las propiedades de los elementos no metales como el nitrégeno es por ejemplo que

los elementos no metales son malos conductores del calor y la electricidad. El nitrégeno, al
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igual que los demas elementos no metales, no tiene lustre. Debido a su fragilidad, los no
metales como el nitrégeno, no se pueden aplanar para formar laminas ni estriados para

convertirse en hilos

El estado del nitrégeno en su forma natural es gaseoso. El nitrégeno es un elemento quimico
de aspecto incoloro y pertenece al grupo de los no metales. El nimero atémico del nitrégeno
es 7. El simbolo quimico del nitrégeno es N. el punto de fusion del nitrégeno es de 63,14
grados Kelvin o de — 209,01 grados Celsius o grados centigrados. El punto de ebullicion del

nitrégeno es de 77,35 grados kelvin o de -194,8 grados Celsius o grados centigrados.

3.1.7.2. Propiedades atémicas del nitrégeno

La masa atémica de un elemento estd determinada por la mas total de neutrones y protones
que se puede encontrar en un solo atomo perteneciente a este elemento. En cuanto a la
posicion donde encontrar el nitrogeno dentro de la tabla peridédica de los elementos, el
nitrégeno se encuentra en el grupo 15 y periodo 2. El nitrégeno tiene una masa atébmica de

14,0067u.

La configuracion electrénica del nitrogeno es [He] 2s2 2p3. La configuracion electrénica de
los elementos, determina la forma el cual los electrones estan estructurados en los atomos de
un elemento. El radio medio del nitrégeno es de 65pm, su radio atémico o radio de Bohr es
de 56pm, su radio covalente es de 75 pm y su radio de van der Waals es de 155 pm. El
nitrégeno tiene un total de 7 electrones cuya distribucion es la siguiente: En la primera capa

tiene 2 electrones y en la segunda tiene 5 electrones.

3.1.7.3 Nitrégeno y su importancia para las microalgas

El nitrégeno es un componente esencial de los aminoacidos y los acidos nucleicos. Vitales

mas importante para los seres vivos. Las legumbres son capaces de absorber éste
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trasformado en amoniaco y luego en nitrato por bacterias que viven en simbiosis con la planta
en sus raices. El nitrato es posteriormente utilizado por la planta para formar el grupo amino

de los aminoacidos de las proteinas que finalmente se incorporan a la cadena tréfica.

El nitrégeno organico se define funcionalmente como nitrégeno ligado organicamente en el
estado de oxidacion trinegativo. No incluye a todos los compuestos organicos del nitrégeno.
Analiticamente, el nitrégeno organico y el amoniaco se pueden determinar juntos y se han
denominado Nitrdgeno  Kjeldahl, un término que refleja la técnica utilizada en su
determinacién. El nitrégeno organico incluye productos naturales, como las protefnas y
péptidos, 4acidos nucleicos y urea, y numerosos materiales organicos sintéticos. La
concentracion tipica del nitrégeno organico varfa desde unos cientos de microgramos por

litro en algunos lagos hasta mas de 20 mg/1 en las aguas residuales brutas.

3.1.7.4. Nitrégeno Kjeldahl (4500 N)

El nitrégeno organico se define funcionalmente como nitrégeno ligado organicamente en el
estado de oxidacion trinegativo. No incluye a todos los compuestos organicos del nitrégeno.
Analiticamente, el nitrégeno organico y el amoniaco se pueden determinar juntos y se han
denominado Nitrdgeno Kjeldahl, un término que refleja la técnica utilizada en s determinacion.
El nitrégeno organico incluye productos naturales, como las proteinas y péptidos, acidos
nucleicos y urea, y numerosos materiales organicos sintéticos. La concentracion tipica del
nitrégeno organico varfa desde unos cientos de microgramos por litro en algunos lagos hasta

mas de 20 mg/1 en las aguas residuales bruta.
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3.2. Definicion de términos basicos.

Aceite: son sustancias que son estructuralmente grasas y que se obtienen a través del
prensado de materia prima. Los aceites pueden usarse en diferentes situaciones o para
diferentes actividades, aunque en la mayoria de los casos su funcién (debido a su
composicion) tiene que ver con la lubricacién y la humectacion grasa en un espacio o en una

combinacién de ingredientes.

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 atomos de carbono. Tienen en un

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

Autétrofos: organismo capaz de sintetizar o elaborar su propia materia organica a partir de

sustancia inorganica: plantas que tienen clorofila son seres autétrofos.

Biodiesel : biocombustible liquido que se obtiene a partir de lipidos naturales como aceites
vegetales o grasas animales, con o sin uso previo, mediante procesos industriales de
esterificacion y trans esterificacion, y que se aplica en la preparaciéon de sustitutos totales o

parciales del petrodiesel o gaséleo obtenido del petrdleo.

Biomasa: materia total de los seres que viven en un lugar determinando, expresada en peso

por unidad de area o de volumen.

Biosintesis: es el conjunto de miles de reacciones quimicas que ocurren continuamente en
el cuerpo de un ser vivo en el que las moléculas mas sencillas forman biomoléculas (moléculas
organicas) mas complejas produccion de los componentes moleculares de las células, que se
lleva a cabo a partir de sustancias mas sencillas y con aporte de energfa; su funcion es reponer

los componentes degradado y mantener la organizacion y la actividad celular.
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Clorofila: la clorofila es el pigmento fotorreceptor responsable de la primera etapa en la
transformacion de la energfa de la luz solar en energia quimica, y consecuentemente la
molécula responsable de la existencia de vida superior en la Tierra. Se encuentra en organulos

especificos, los cloroplastos, asociada a lipidos y lipoproteinas.

Cloroplasto: es un organulo ovoide de las células verdes contenidas en los vegetales, que
posee clorofila, gracias a la cual puede llevar a cabo el proceso de fotosintesis. Los
cloroplastos presentan una envoltura conformada por dos membranas concéntricas que
contienen vesiculas, llamadas tilacoides, con apariencia de sacos aplanados, en las cuales se
encuentran organizados los pigmentos y demas moléculas que convierten la energia luminosa

en energfa quimica, tal es el caso de la clorofila.

Concentracion: desde la perspectiva de la quimica, concentracién es una nocién que
describe a la relacidn, asociacion o proporcion que se puede establecer al comparar la
cantidad de soluto (es decir, de sustancia capaz de disolverse) y el nivel de disolvente (es
decir, la sustancia que logra que el soluto se disuelva) presentes en una disolucién. Cuando

mas chica sera la concentracién, y viceversa.

Fotosintesis: proceso metabdlico por el que algunas células vegetales transforman
sustancias inorganicas en organicas, gracias a la transformacion de la energfa luminosa en la
quimica producida por la clorofila. Durante la fotosintesis, las plantas absorben didxido de

carbono y expulsan oxigeno.

Lipidos: son biomoléculas organicas formadas basicamente por carbono e hidrogeno y
generalmente, en menor proporcién también oxigeno. Ademas ocasionalmente pueden

contener también fosforo, nitrégeno y azufre.
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Microalgas: son organismos unicelulares microscopicos (2-200 um), polifiléticos, su
metabolismo puede ser autétrofo o heterétrofo y suelen ser eucariontes, aunque las

cianobacterias procariontes son frecuentemente incluidas como microalgas.

Microalgas oleaginosas: son aquellas microalgas que contienen acidos grasos como
componentes de su membrana, productos de almacenamiento, metabdlicas y fuente de

energfa.

Monoinsaturados: son aquellos acidos graso de cadena carbonada porque poseen una sola
insaturaciéon en su estructura, es decir posee un solo doble enlace carbono — carbono (-
CH=CH?-). Un ejemplo de este tipo de acidos es el acido oleico presente en casi todas las

grasas naturales, llamado comunmente omega 9.

Nitrato: el nitrato (NO3-) es una materia prima util para plantas dedicadas a la sintesis de
proteinas. El nitrato en concentraciones mayores a los 10mg/L, puede ser téxico para

muchos organismos tanto terrestres como acuaticos.

Nitrégeno: de simbolo N, es un elemento gaseoso que compone la mayor parte de la
atmosfera terrestre. Su numero atomico es 7 y pertenece al grupo 15 (o VA) de la tabla
periddica, el nitrégeno es un gas no toxico, incoloro e insipido. Puede condenarse en forma

de un liquido incoloro que, a su vez, puede comprimirse como un sélido cristalino e incoloro.

Nutrientes: es un producto quimico procedente del exterior de la célula y que ésta necesita
para realizar sus funciones vitales. Este es tomado por la célula y transformado en
constituyente celular a través de un proceso metabélico de biosintesis llamado anabolismo o

bien es degradado para la obtencién de otras moléculas y de energfa.

Polinsaturado: son acidos grasos que poseen mas de un doble enlace entre sus carbonos.

Dentro de este grupo encontramos el acido linoléico (omega 3 y el omega 6) que son
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esenciales para el ser humano. Tienen un efecto beneficioso en general, disminuyendo el
colesterol total. El exceso implica la producciéon de compuestos toxicos. Se pueden obtener

de pescados azules y vegetales como maiz, soja, girasol, calabaza, nueces.

Tilacoides: son sacos aplanados, o vesiculas, que forman parte de la estructura de la
membrana interna de cloroplasto; sitio de las reacciones captadoras de luz de la fotosintesis y

de la fotofosforilacion; las pilas de tilacoides forman colectivamente las granas.

Triglicéridos: los triglicéridos son un tipo de lipidos formados por una molécula de glicerol

esterificado con tres acidos graso que suelen ser distintos.

3.3 Antecedentes.

Debido a que las propiedades del biodiesel se ven influenciadas por la calidad de los lipidos
a partir de los cuales se ha producido, para obtener biodiesel de calidad es necesario
asegurarse que los lipidos contengan acidos grasos de cadena larga con un bajo grado de
insaturacion (preferentemente los acidos palmitoleico (16:1), oleico (18:1) y miristico (14:0)
que permitan disminuir las emisiones toxicas y mejorar las propiedades del biocombustible
(nimero de cetano, estabilidad oxidativa) sin comprometer sus caracteristicas de flujo (punto
de nube), viscosidad y lubricidad (13). La norma en 14214 limita el contenido de 4cido
linolénico (C18:3) y de los acidos poliinsaturados con cuatro enlaces dobles o mas, a 12 % y

1 % respectivamente.

Los cultivos limitados en nitrégeno mostraron una tendencia generalizada a incrementar el
contenido de acidos grasos saturados y monoinsaturados y disminuir los poliinsaturados,
mientras que al aumentar la concentraciéon de este nutriente, se observa un incremento en la
propotcién de acidos grasos poliinsaturados. Asi, Nannochloropsis sp. En un medio limitado
en nitréogeno después de cinco dfas present6 un incremento en los acidos grasos mirfstico

(de 0,7 % a 2,9 %), palmitico (de 4,8 % a 19,8 %), palmitoleico (de 3,9 % a 15,1 %) y oleico
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(de 0,7 % a 6,8 %)(14) y al evaluar el efecto de la salinidad, la intensidad de luz y la
disponibilidad de nitrégeno (15), evidenciaron para la misma microalga la acumulacién de
los acidos grasos palmitico y oleico en condiciones limitadas de nitrégeno sin importar el
grado de luz o salinidad y en condiciones ricas en nitrégeno asociadas a alta intensidad de luz
y salinidad; con una disminucién de los acidos grasos poliinsaturados (linoleico,

araquidonico, eicosapentanoico).

Para Chlorella vulgaris, observaron que bajo condiciones fotoautotroficas y fotoheterotroficas,
la disminuciéon del nitrégeno en el medio de cultivo tiene un importante papel en la
acumulacién de los acidos grasos palmitico y oleico y la disminucién los acidos grasos
poliinsaturados. En condiciones mixotréficas Chlorella vulgaris presentd un perfil de lipidos
compuesto principalmente por acido palmitico y 4acido oleico (50 % - 62 %)
independientemente de la concentracion de nitrégeno en el medio. Para Scenedesmus rubescens
la limitacion de nutrientes al aumenfar el tiempo de cultivo, claramente evidencié un aumento
en el 4cido oleico (de 16 % a 54 %) y la disminucién en los acidos linoleico y linolénico (17).
Resultados similares fueron reportados por (18) y (19), para Scenedesmus incrassatulus al
observar un aumento del 78,8 % en el contenido de acido palmitico y de 133,4 % de acido

oleico al pasar de 6 a 11 dias de cultivo.

Asimismo, para Nannochloropsis sp. Se evidencié un incremento en los acidos grasos
poliinsaturados (linoleico, araquidénico, eicosapentanoico, docosahexaenoico) al aumentar
la concentracién de nitrato y fosfato en el medio (20), mientras que el contenido de acido
eicosapentanoico se incrementé en un medio rico solo en nitrégeno (21). En otros trabajos
se estudi6 el efecto combinado de la fuente de carbono (bicarbonato o acetato) y los niveles
de radiacion en el crecimiento y perfil de acidos grasos de la microalga marina Pavlova lutheri

y se encontré que el crecimiento y la composicion lipidica fueron mas sensibles a las

42



variaciones en la intensidad de luz que a la fuente de carbono; a una intensidad de luz de 20
uE/m2.s el porcentaje de los 4cidos grasos saturados fue de 25,8 % y 23,9 % con bicarbonato
y acetato respectivamente y al aumentar la intensidad de luz a 340 uE/m2.s los acidos grasos
saturados alcanzaron un valor de 29 % en el medio con bicarbonato y de 29,7 % el medio
con acetato (22). Asi mismo, en un cultivo de Nannochloropsis sp. Un aumento de la intensidad
de luz produjo un incremento en la productividad de la biomasa y el contenido de acidos

grasos, especialmente saturados (miristico y palmitico) y monoinsaturados (palmitoleico y

oleico) (14).

El fésforo ha presentado un efecto similar al nitrato. Al inicio de un cultivo de Nannochloropsis
sp. Se presentaron principalmente lipidos polares y esteroles y la disminucién de la
concentracion de fésforo en el medio de cultivo provocé un aumento en el contenido lipidico
de 13,2 % a 50,1 % de los cuales el 67 % fueron triglicéridos, sin embargo no se presentd un
efecto benéfico en la productividad de lipidos debido al bajo crecimiento celular (14).
Resultados similares fueron encontrados al crecer Monodus subterranens en diferentes
concentraciones de fosfato, donde al disminuir su concentracién en el medio de cultivo se
incrementd el porcentaje de lipidos totales, principalmente triglicéridos (23).

Con respecto a la temperatura se ha observado una relacion inversa entre el porcentaje de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA)(20) debido a que la célula necesita mayor cantidad de
PUFA para mantener la fluidez de la membrana celular o a que las bajas temperaturas
conducen a un alto nivel de oxigeno molecular intracelular, lo cual mejora la actividad de las
enzimas desaturasa y elongasa que participan en la biosintesis de PUFA (21).y (22) en sus
investigaciones con Isochrysis sp., Nitzschia closterinm, Nitzgschia paleacea, y cuatro especies de
microalgas australianas Isochrysis sp., Rbodomonas sp., Cryptomonas sp. y Chaetoceros sp.

Encontraron altos niveles de PUFA a las temperaturas de crecimiento mas bajas
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Ademas, en investigaciones realizadas en el laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética en
la universidad cientifica del Perd, Paredes e al. 2014, reportaron que la tasa de crecimiento
en las cinco especies microalgales evaluadas fue mayor en medio de cultivo con nitrégeno
con respecto a aquellas cultivadas en medio sin nitrogeno a excepcion de Ankistrodesmus
nannoselene que mostré un resultado diferente. Chlorella sp. Y el cambio de coloracion en el
medio de cultivo fue muy notorio a partir del segundo dia de iniciado el cultivo, tal como lo
mencionan Millan y Fernandez (42) que observaron un cambio de coloracién en el medio de
cultivo en los sistemas y un aumento en el tamafio celular en los medios con pocos nitratos.
De igual manera, la biomasa y el contenido de lipidos totales en cinco especies de microalgas
evaluadas fueron variable. Asi, en Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus nannoselene 'y Scenedesms
sp., se observé que a menor biomasa en condiciones sin nitrégeno hubo un mayor
porcentaje de lipidos totales durante el periodo de evaluaciéon (07 dias), observandose un

comportamiento diferente en el caso de Scenedesmus sp., quadricanday Chorella sp.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. Lugar y desarrollo de la investigacion.

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y
Bioenergética de la Universidad Cientifica del Pera (UCP), ubicado en la Av. José Abelardo
Quifiones km 2,5, distrito de san Juan Bautista, provincia de Maynas, departamento de
Loreto. La extracciéon de lipidos totales se realiz6 en la Unidad Especializada de
Biotecnologia del Centro de Investigaciones de Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA)
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), ubicado en la Av. José
Abelardo Quifiones km 2,0 Distrito de san Juan Bautista, Psje Los Paujiles s/n. AA.HH
Nuevo San Lorenzo. La determinacion de los acidos grasos se realizé en el Laboratorio de
Acuicultura del Instituto del Mar del Perda-IMARPE, ubicado en la Esquina General Valle

S/N, Chucuito, Callao.

4.2. Recursos utilizados

4.2.1. Materiales:

e Frascos Erlenmeyer de 500 y 1000 ml.
e Mandil y guantes de laboratorio.

e Laminas portaobjetos y cubreobjetos
e Gradillas

e Mascarilla

e Gortro

e Papel de Aluminio
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4.2.2

4.2.3

Pipetas de 20 hasta 1000 ul
Probetas

Tips de 100,200 y 1000 ul
Alcohol (70%y 96%0)
Microtubos (1.5 mL)

Tubos de 15, 35 mL

. Equipos.

Computadora

Balanza analitica ABJ-NM/ABJ-N KERN

Centrifuga refrigerada HETTICH UNIVERSAL 320R

Autoclave YAMATO SM510

Nano Espectrofotémetro Nanodrop THERMO SCIENTIFIC ND2000
Microscopio 6ptico ZEISS

Estufa

Cabina de flujo laminar marca Telstar

Bombas de aireacion.

Compresora para dar aireacion

. Reactivos
Alcohol isopropilico
MgSO,..7TH,O

NaHCO:;
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e IKLHPO,

e NaNO;

e Acido citrico (CsHsO»)

e C(Citrato férrico (CsHsFeO7*Xh,0)
e NaEDTA

e H;BO;

e  (CuSo4.5HO

e 7ZnSO.7H,O

e CoCL.6H,O

e MnCL.4H,O

e NaMoO,2H,O

e Metasilicato de sodio (NaxSiO»s)
e Acido clorhidrico (HCI)

e C(Cloroformo

e Etanol

e Na(Cl

4.2.4. Programas

e FExcel de Microsoft Office

4.3. Disefo de la investigacion

El diseno fue de tipo experimental, el mismo que consistié en cultivar tres especies de
microalgas, Ankistrodemus sp. Cepa UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa UCPO003, Chlorella sp.
Cepa UCP0002 en medio Chu Nro.10, inicialmente en matraces de Eflenmeyer, 500 ml y

conforme se fue incrementando su crecimiento microalgal el cultivo se coloc en frascos de
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mayor volumen, al conseguir la biomasa necesaria se sometieron a diferentes concentraciones
de nitrato (8,5 g/100ml H,O, 4,0 g/100ml HO y 0 g/100ml H,O). Cada uno de los
tratamientos se realizé por triplicado. Seguidamente, cumplido el tiempo establecido, se
cosecho las microalgas por centrifugacion para asi evaluar, conocer y determinar el perfil de

crecimiento, produccién de biomasa, acumulacion de lipidos totales y perfil de dcidos grasos.

CULTIVO
INCIAL POR

ENSAYOS DE
INDUCCION

COSECHA,SECA
DO,RASPADO Y
PESADO

EXTRACCION
DE LIPIDOS

PERFIL DE
ACIDOS ‘

Fig. 15. Flujograma de induccién de acidos grasos de tres especies de microalgas, sometidas a

diferentes concentraciones de nitrato.
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4.4. Poblaciéon y muestra.

4.4.1. Poblacion

Estuvo constituida por las especies de microalgas de la Amazonia Peruana.

4.4.2. Muestra.

La muestra fue representada por tres especies de microalgas (Ankistrodesmus sp. Cepa
UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa UCPO003, y Chiorella sp. Cepa UCP0002) que fueron
proporcionados por el Banco de cepas del Laboratorio de Biotecnologia y Bioenergética de

la Universidad Cientifica del Pera (UCP).

4.5. Técnicas, Instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos
4.5.1. Técnica de recoleccion de datos:

Los equipos, métodos y técnicas que se utilizaron en el laboratorio fueron de acuerdo a
Arredondo y Vazquez (27). Ademas se procedié a recopilar los datos procediendo de la

siguiente manera:

Estuvo dirigida para la obtencion de informacién directa de los resultados sobre el perfil de
acidos grasos en diferentes concentraciones de nitrato en cada uno de las especies

microalgales.

4.5.2. Instrumento de recoleccion de datos:

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

a) Fichas o guias de observacion. Se utilizé para registrar la informacién obtenida del

petfil de crecimiento microalgal.
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b) Los Equipos que se utilizaron para obtener directamente el registro de datos fueron
el Microscopio de epifluorescencia, el microscopio compuesto, cabina de seguridad,
centrifuga, nanodrop 2000 entre otros.

4.5.3. Procedimiento Experimental.

4.5.3.1. Cultivo y Cosecha microalgal.

Se cultivaron tres especies de microalgas del Banco de cepas de microalgas oleaginosas de la
Universidad Cientifica del Pera (Ankistrodemus sp. Cepa UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa
UCP0003 y Chiorella sp. Cepa UCP0002). Las 3 cepas fueron cultivadas respectivamente en
matraces de 500 mL con 200 mL de medio hasta su saturacion, por 4 semanas, cada matraz
estuvo aiteado constantemente, a 26° C y un fotoperiodo (12:12) luz/oscuridad con una

intensidad de luminica de 100 uE . m™. s™".

Las muestras se mantuvieron en cultivo hasta conseguir 5L. de medio. Posteriormente se
realiz6 la cosecha, que consistié distribuir 500 mL de cultivo en 9 tubos de 15 mL para
centrifugar a 4000 rpm a 4°C por 10 min. Se descart6 el sobrenadante e inmediatamente se
afladieron mas cultivo en los mismos tubos, se centrifugd bajo las condiciones indicadas.
Estos pasos fueron repetidos hasta obtener todo el precipitado microalgal, seguidamente
fueron colocadas en un solo tubo de 15 mlL.. Obteniendo 14.5 mL de precipitado microalgal

para los ensayos experimentales.

4.5.3.2 Evaluacion de los bioensayos con diferentes concentraciones de nitrato.

1.6 mL de biomasa obtenida de la cosecha de cada especie de microalga fue colocada en
matraces de 250 mL para los ensayos respectivos, contd con nueve tratamientos con tres
concentraciones de nitrato (8,5 g/100ml H-O, 4,0 ¢/100ml H,O y 0 g/100ml H,O). Para
cada concentracién de nitrato se distribuyé 750 de medio CHU10 en matraces de 250 mL

por triplicado y fueron sometidos a condiciones de aireacién constante, a temperatura de 26°
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C, fotoperiodo de 12:12 h, con intensidad luminica de 100 uE . m™. s™.y una humedad relativa

de 46%. La evaluacidén tuvo una duracion de 7 dias.

4.5.3.3. Evaluacion de Perfil de crecimiento

El perfil de crecimiento de los cultivos microalgales se evaluaron cada 24 horas por 7 dias.
Para ello, 5 pLL del cultivo fueron transferidos a un Nanodrop 2000 que nos permitié la
lectura del numero de células por litro de medio de cultivo. Esta lectura fue realizada

considerando un mismo horario (por las mananas) a fin de no alterar los resultados.

4.5.3.4. Cosecha de la biomasa microalgal

Continuo a los 7 dias de evaluacién, se cosecharon las microalgas distribuyendo 250 mL del
cultivo en 4 tubos de 50 mL para centrifugar a 4000 rpm a 4°C por 10 min. Se descart6 el
sobrenadante e inmediatamente se afladieron mas cultivo en los mismos tubos, se centrifugd
bajo las condiciones indicadas. Estos pasos fueron repetidos hasta obtener todo el

precipitado microalgal, seguidamente fueron colocadas en un solo tubo de 50 mL.

4.5.3.5. Extraccion de lipidos totales

Se realiz6 de acuerdo a Yu ef al, (33) Que consistié de los siguientes pasos: 1) Se secé la
biomasa obtenida en una estufa a 50°C por 48 horas, 2) Se transfirié 50 mg de la biomasa
seca a un mortero para su trituraciéon con 8 ml de solucién extractora compuesta por
cloroformo: metanol (2:1), 3) Se transfirié el extracto lipidico a microtubos de 1.5 mL y se
afiadi6 100 pL de la solucién extractora, 4 ) Se homogenizé la solucién en un vortex por
30 segundos y centrifugé a 10000g a 4°C por 5 minutos, 5) Se eliminé la fase acuosa, se
filtré la fase cloroférmica ( con filtros para jeringa de 0,25 um) y se transfirié el filtrado a
un vasos de precipitado de peso conocido. Los componentes lipidicos retenidos en la fase

intermedia (entre fases acuosa y cloroférmica) se trataron por varias veces con la solucion
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extractora de lipidos como se indicé previamente. Todos los extractos lipidicos fueron
obtenidos fueron transferidos al mismo vaso precipitado, 6) la solucion extractora de lipidos
se evapor6 del vaso de precipitado en un plato caliente a 50°C por 4 horas 7) los
componentes lipidicos retenidos en el vaso de precipitado fueron secados a 50°C por 4 horas
adicionales. Finalmente, el vaso de precipitado fue atemperado a 25°C y se determiné su
peso. Por diferencia de peso del vaso de precipitado con y sin los lipidos se determinaron la

cantidad de lipidos totales obtenidos con la siguiente ecuacion:

Contenido de lipidos totales %o =

Donde:
PsL.T : Peso seco de los lipidos totales

PsBM: Peso seco de la biomasa microalgal

4.6. Petfil de acidos grasos

Se us6 1 mg del extracto de lipidos, se le afiadié 0.1mg del estandar interno de tricosanoato
de metilo y se aplico el método de Ichihara y Fukubayashi que consiste en afiadir tolueno,
metanol y acido clorhidrico para derivatizar la muestra a metil estrés de acidos grasos y luego
se uso cromatografias gaseosas para su cuantificacion bajo las siguientes condiciones: método
de inyeccion splitless (0.5min), volumen de inyeccion 1 uL, columna WCOT de silice fundida
de 30 m x 0.25 mm x 0.2.25 pm, temperatura del inyector 250°C, programa del horno 120°C
durante 1min, luego 30°C/min hasta 160°C, 160°C durante 1min, 4°C/min hasta 240°C y

240°C durante 7min, temperatura del detector 260°C.
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4.7. Analisis de datos

Se determin6é el promedio, desviaciéon estandar, para conocer si existen diferencias
estadisticas significativas en la produccién de biomasa, lipidos totales y acidos grasos, para
los cuales se empleo las estadistica descriptiva e inferencial mediante el programa IBM SPSS

Statistics 20 y los graficos fueron disefiados en ANOVA con prueba de HSO de Tukey.
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CAPITULOV

RESULTADOS

5.1 Evaluacion del perfil de crecimiento de las tres especies de microalgas

cultivadas en diferentes concentraciones de nitrato.

En el perfil de crecimiento de las tres especies de microalgas evaluadas cada una de ellas
muestra un crecimiento gradual, tal como se evidencia en la figura 16. En el que se puede
observar que Scenedesmus sp. Cepa UCP0003 bajo condiciones de cultivo sin nitrato (N-) tuvo
un menor crecimiento con respecto a los cultivos con menor concentraciéon (NI) y con
concentraciones normales de nitrato (N+). Se inici6 con una densidad celular de 0.19x10°
célula/ml con nitrato (N+), 0.09 x 10° células /ml para una menor concentraciéon (NI) y
0.08x 10° células /ml sin nitrato ( N-), postetiormente, conforme transcurrieron los dias de
evaluacion se observé que las microalgas incrementaron gradualmente su densidad celular,
alcanzando la mayor densidad celular al séptimo dia de evaluacion en los tres tratamientos
con valores de 0.89x10° célula/ml para N+, 0.81x10° célula/ml para NIy 0.7x10° célula/ml
para N-. Asimismo, observamos que la fase de adaptacion se presentd en las primeras horas

posteriores a su siembra.

En el perfil de crecimiento de Chlorella sp. Cepa UCP0002, al igual que Scenedesmus sp. Cepa
UCP0003, se observa un crecimiento gradual, donde se inici6 con una densidad celular de
0.05x10° célula/ml para N+, 0.5x10° célula/ml para NI y 0.05x10° célula/ml para N-. La
fase de adaptacion se present6 a las primeras horas después de la siembra, alcanzando la
mayor densidad celular al dltimo dfa de evaluacién en los tratamientos con nitrato,
concentracién intermedia y sin nitrato (N+, NI y N-) siendo 0.39x10° célula/ml, 0.38x10°

célula/ml, 0.40x10° célula/ml respectivamente.
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Figura 16. Perfil de crecimiento de las microalgas sometidas a diferentes concentraciones de
nitrato: N+ = 8,5 ¢/100ml H,O, NI = 4,0 ¢/100ml H,O y N- = 0 g/100ml H>O.
Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001 (A), Chlorella sp. Cepa UCP0002, (B) v Scenedesnius
sp. Cepa UCP0003 (C).
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Respecto a Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0O001 se observa que en cuanto a la fase de
adaptacion, tuvo un comportamiento similar a las otras especies evaluadas, ocurriendo
durante las primeras horas de siembra. Posteriormente se present6 una fase exponencial en
el tratamiento sin nitrato (N-) al tercer dia de evaluacién con una densidad celular de 0.54x10°
célula/ml, seguida de una pequefia fase de muerte al dfa 4 y una fase estacionaria hasta el
séptimo dia de evaluacion. Con respecto a los otros tratamientos observamos que
presentaron una mayor densidad celular al dltimo dia de evaluaciéon siendo 0.99x 10°
célula/ml para N+ y de 0.83x 10°ml para NI. Cabe resaltar que se observé que todas las
especies mostraron un cambio notorio de coloracion en el primer dia de evaluacién, en todos

los tratamientos a los que fueron sometidos.

5.2.  Produccion de biomasa y contenido de lipidos totales en Ankistrodesmus sp.

Cepa UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa UCP0003, Chlorellasp. Cepa UCP0002

cultivadas en medios con N (+), N (I) y con N (-).

En cuanto a la producciéon de biomasa se determiné que la especie que obtuvo la mayor
produccién de biomasa fue Scenedesnus sp. Cepa UCP0003 Sometida a nitrégeno (N+) con
5.68 (gl.' d"), mientras que Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001 obtuvo la menor produccion
de biomasa en medio de cultivo sin nitrato (N-) con 0.06 (gl." d") y nitrato intermedio (N1)

con 0.04 (gl."d™").

Tabla 02. Produccion de biomasa en Ankistrodesnius sp. Cepa UCP0O001, Scenedesnus sp. Cepa
UCP0003, Chlorella sp. Cepa UCP0002, cultivadas en diferentes concentraciones

de nitrato.
) Productividad de Biomasa (gL d)
Especie
N+ NI N-
Ankistrodesmus sp. 0.16x0.17  0.04%0.02 0.06%0.00
Chlorella sp. 4.94+1.78 290+1.73 2.36%0.69
Scenedesmus sp. 5.68+0.72  1.68%1.16 5.23+2.17
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La especie microalgal que obtuvo la mayor acumulacion de lipidos totales fue Ankistrodesnius
sp. Cepa UCP0001 en condiciones sin nitrato (N-) con (22.94%) con respecto a las otras
especies y tratamientos evaluados como se observa en la Tabla 03, mientras que Chlorella sp.
Cepa UCP0002, obtuvo la menor acumulacion de lipidos en el tratamiento con nitrato (N+)

y nitato intermedio (NI) con 9.55 % y 9.95 % respectivamente.

Tabla 03. Contenido de acumulacién de lipidos totales en Ankistrodesnus sp. Cepa UCP0001,
Scenedesmus sp. Cepa UCP0003, Chiorella sp. Cepa UCP0002, cultivadas en

diferentes concentraciones de nitrato.

Especie Lipidos totales (%)
N+ NI N-
Ankistrodesmus sp. 18.03%0.3 18.36+0.23  22.94+0.48
Chlorella sp. 9.54+0.21 9.95+0.08 13.18+0.03
Scenedesnmus sp. 15.24+0.06  15.60+0.03  13.18%0.03

La produccién de lipidos totales como se evidencia en la figura 17 observamos que
Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001 en medio de cultivo sin nitrato mostr6é diferencias
estadisticas altamente significativas (P=0.00) en comparacion con  Scenedesmus sp. Cepa
UCP0003, 'y Chlorella sp. Cepa UCPO002. De igual manera, _Ankistrodesmus sp. Cepa
UCP0001 mostré diferencias significativas muy altas (P=0.00) con respecto a Scenedesmus sp.
Cepa UCP0003 y Chiorella sp. Cepa UCP0002 en el tratamiento con concentracion intermedia
de nitrato (NI), mientras que con Scenedesmus sp. Cepa UCP0003 Se observé diferencias
altamente significativas con Chlorella sp. Cepa UCP0002 (P=0.00) y diferencias significativas
con Ankistrodesnus sp. Cepa UCP0001 (P=0.024) en el medio de cultivo con nitrato. Cabe
resaltar que la especie Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001 mostré una diferencia altamente

significativa con respecto a los otros tratamientos y especies evaluadas.
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B Ankistrodesmus sp. m Chlorella sp. B Scenedesmus sp.
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Lipidos totales (%0)

N+ NI N-

Tratamientos con diferentes concentraciones de nitrato

Figura 17. Produccién de Lipidos Totales en tres especies de microalgas amazoénicas sometidas a

diferentes concentraciones de nitrato.

5.3.  Perfil de acidos grasos de Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001, Scenedesmus
sp. Cepa UCP0003, Chlorella sp. Cepa UCP0002. Cultivadas en diferentes

concentraciones de nitrato.

El perfil de acidos grasos de Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001, en condiciones de cultivo
con nitrato (N+), el Acido Elaidico presento el mayor porcentaje con 25.9 + 0.2, seguido
por Ac. Palmitico con 21.4 4 0.2. Asi mismo obtuvo un menor porcentaje en Ac. Miristico
y Ac. Omega Linolenico con 0.0£0.0 y 0.4 £ 0.0 respectivamente. También en la misma
especie sometida a condiciones de cultivo con concentraciones intermedias de nitrato (NI)
el Ac. Alfa Linolenico obtuvo el mayor porcentaje con 22.1 & 0.1 y el Ac. Palmitico obtuvo

el 17.0 £ 0.3y el menor porcentaje lo obtuvo el Ac. Miristico y Ac. Palmitoleico con 0.0+0.0
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y 0.7 £ 0.0 respectivamente y en cuanto a condiciones sin nitrégeno (N-) el Ac. Elaidico
obtuvo el mayor porcentaje con 41.0 + 0.2 y el Ac. Palmitico 26.3 * 0.1, el menor porcentaje

obtuvo el Ac. Miristico y Ac. Palmitoleico con 0.0£0.0 y 0.3 & 0.0 respectivamente.

Se observa que los acidos grasos de Scenedesmus sp. Cepa UCP0003, en condiciones de
cultivos con nitrato (N+) presento el acido Elaidico de 75.0 £ 0.1, seguido de acido Palmitico
de 56.5201. Asi mismo obtuvo un menor porcentaje en Ac. Miristico y Ac. Palmitoleico con
0.0£0.0. También en la misma especie sometida a condiciones de cultivo con
concentraciones intermedias de nitrato (NI) que, al igual que en medio de cultivo con nitrato
(N+), los Acidos palmitico y Acidos Elaidico obtuvieron un mayor porcentaje 56£0.5 y
38.3+0.0 respectivamente, siendo también los Acidos Miristico y Palmitico obtuvieron el
menor porcentaje con 0.0£0.0 y en cuanto a condiciones sin nitrégeno (N-) el Ac .Miristico
y el Acido palmitico obtuvieron el mayor porcentaje con 22.8%0.2 y 22.5+0.3

respectivamente.

El perfil de acidos grasos de Chlorella sp. Cepa UCP0002 en condiciones de cultivo con nitrato
(N+) presenté un mayor porcentaje de Ac. Linoelaidico con 25.6%0.1, seguido por Ac. Alfa
Linolenico con un porcentaje de 19.0£0.5, asi mismo observamos que obtuvo un menor
porcentaje en Ac. Miristico y Ac. Estearico con 0.0£0.0. También en la misma especie
sometida a condiciones de cultivo con concentraciones intermedias de nitrato (NI) que, al
igual que en medio de cultivo con nitrato (N+), los Acidos Linoelaidico y Alfa Linolenico
obtuvieron un mayor porcentaje 26£0.1 y 18.620.1 respectivamente, siendo también los
Acidos Miristico y Esteatrico obtuvieron el menor porcentaje con 0.0+0.0 y en cuanto a
condiciones sin nitrégeno (N-) el Ac. Linoelaidico y el Ac. Elaidico obtuvieron el mayor
porcentaje con 22.8+0.2 y 22.5%0.3 respectivamente, el menor porcentaje en estas

condiciones lo obtuvo el Acido Miristico y Estearico con 0.0£0.0 y 0.8£0.0 respectivamente.
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Tabla 04. Perfil de acidos grasos de Ankistrodesmus sp. Cepa UCP0001, Scenedesmus sp. Cepa UCPO003, Chilorella sp. Cepa UCP0001. Cultivadas en diferentes concentraciones de

nitrégeno
At. de Carbono Acidos Grasos Ankistrodesmus sp. Scenedesmus sp. Chlorella sp.
N+ NI N- N+ NI N- N+ NI N-
14:0 Ac. Miristico 0.0 + 0.0 0.0+ 0.0 0.0+00 | 004 00 0.0+ 0.0 0.0 £0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0 £ 0.0
16:0 Ac. Palmitico 214402 17.0 £ 0.3 263401 | 5654+ 01 2724 02 291 +£0.2 13.64+ 06 141402 202+ 0.1
18:0 Ac. Estearico 14 +0.0 1.0 £ 0.0 20401 | 50+ 05 1.8 £ 00 19 £+ 0.0 0.040.0 0.0+ 0.0 08+ 0.0
16:1n-7 Ac.Palmitoleico 0.6 0.0 0.7 £ 0.0 03400 | 20+ 00 0.9% 0.1 0.3 £ 0.0 0.7 0.0 0.6 + 0.0 1.9+ 0.0
18:1n-7 Ac. Vaccenico 0.8 +0.0 1.2 £0.0 05400 | 224+ 00 14£00 14 + 00 1.0 £ 0.0 1.0 £ 0.0 0.9+ 0.0
18:1n-9 Ac. Elaidico 2594 0.2 16.6 £ 0.2 410+02 | 7504+ 01 383+ 00 396 + 04 81405 81400 225403
18:2n-6 Ac Linoelaidico 9.3 £0.0 11.6 £ 0.2 72401 [3504+ 02 1564+ 02 149 + 0.2 25.6+ 0.1 26.1 £ 0.1 228+ 0.2
18:3n-3 Ac. Alfa Linolenico | 18.7 £ 0.0 221 £0.1 11.0+01 | 210+ 05 83 % 0.1 6.9 0.1 190405 186+ 0.1 124402
18:3n-6 Omega Linolenico 0.4 +00 0.8 £ 0.0 04+ 00 | 22+ 00 08 £ 00 0.7 £0.0 1.740.0 1.840.0 1.0+ 0.0
18:4n-3 Ac. Estearidonico 5.0+ 0.0 6.9 + 0.1 43+ 01 | 494+ 01 20 £ 0.0 1.6 £ 0.0 3.7+ 0.1 37400 2.6+ 0.0
No identificados 16.6 £ 0.0 22.0 + 0.0 714 0.0 | 109+ 0.1 3.7+ 00 354 0.0 2674+ 0.2 26.1 £ 0.1 14.8 + 0.1
AGS 228 18.1 28.3 61.5 29.0 31.0 13.6 14.1 21.1
AGI 60.6 59.9 64.6 142.2 67.3 65.5 59.7 59.8 64.1
AGMI 27.3 18.5 41.8 79.3 40.6 41.3 9.8 9.7 253
AGPI 33.4 415 22.7 63.0 26.7 24.2 50.0 50.2 38.8
AGS-AGMI 50.0 36.5 70.2 140.6 69.6 72.3 234 23.7 46.4

*AGS: Ac. Saturados / AGI: Ac. Grasos Insaturados / AGMI: Ac. Grasos Monoinsaturados / AGPI: Ac. Grasos Poli insaturados.
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CAPITULO VI

DISCUSION

Las microalgas han adquirido gran importancia en los dltimos afios ya que representan la
solucién a diversos problemas en aspectos de alimentacion, produccion de biomasa y
metabolitos de alto valor agregado de origen natural (3). Sin embargo, se ha observado que
mientras la concentraciéon de lipidos puede llegar a incrementar significativamente en
condiciones de limitaciéon de nitrégeno, la tasa de crecimiento o produccion de biomasa es
reducida lo cual no es rentable cuando se pretende tener una alta productividad de aceite
(39).

En este estudio, el perfil de crecimiento de cada una de las tres especies de microalgas mostro
un crecimiento gradual, donde Scenedesmus sp. en cultivo sin  nitrato (N-) tuvo un menor
crecimiento con respecto a los cultivos con concentracion intermedia de nitrato (NI) lo que
esta en buen acuerdo con (10) quien obtuvo un mejor crecimiento de Scenedesmns sp. Chlorella
sp. y Ankistrodesmus sp. en medio con Nitrato (N+). Estudios realizados por Casuso, 2015,
indica que la produccién de lipidos totales fue mayor en Chlorella sp. a los 6 minutos de
exposicion al CO, con un valor de 47.60% la cual presenta diferencias altamente
significativas con respecto a las otras especies y tratamientos evaluados (P=0,17). Asimismo,
(9) obtuvieron una mayor produccion de lipidos totales en Chlorella vulgaris sometida a altas
y bajas concentraciones de CO» 34.7% y 35.2% respectivamente, esto es debido a que las
microalgas reaccionan de manera diferente ante factores estresantes, en este caso Chlorella
vulgaris. Sin embargo, los resultados de esta investigacion refieren que el contenido total de
lipidos fue mayor en _Ankistrodesmus sp. (23%), seguido de Scenedesmus sp y finalmente Chiorella
sp. Respecto a la produccion de biomasa, en este estudio se reporta que Scenedesnus sp. fue la

especies con mds produccién de biomasa (> 5mg/l) que Chlorella sp. (4.9 mg/l).
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Ankistrodesmus sp. fue la especie que reporté menor produccion de biomasa microalgal (<0.1
mg/1). De igual manera, (30) indicd que Ankistrodesmus sp. fue la especie que reportd una

mayor produccion de lipidos cuando fue cultivada en medio BG-11.

Debido a que las propiedades del biodiesel se ven influenciadas por la calidad de los lipidos
a partir de los cuales se ha producido, para obtener biodiesel de calidad es necesario
asegurarse que los lipidos contengan acidos grasos de cadena larga con un bajo grado de
insaturacion (preferentemente los acidos palmitoleico (16:1), oleico (18:1) y miristico (14:0)
que permitan disminuir las emisiones toxicas y mejorar las propiedades del biocombustible
(nimero de cetano, estabilidad oxidativa) sin comprometer sus caracteristicas de flujo (punto
de nube), viscosidad y lubricidad (21). Es importante mencionar que en la presente
investigacién se registraron los 4cidos grasos (palmitoleico (0.7%) y palmitico (13.6%.).
También, de acuerdo a (14) indica que los cultivos limitados en nitrégeno mostraron una
tendencia generalizada a incrementar el contenido de 4acidos grasos saturados y
monoinsaturados y disminuir los poliinsaturados, mientras que al aumentar la concentracién
de este nutriente, se observa un incremento en la proporciéon de 4acidos grasos
poliinsaturados. Asi, (15) en un estudio con Nannochloropsis sp; en un medio limitado en
nitrogeno después de cinco dias presentd un incremento en los acidos grasos miristico (de
0,7 % a 2,9 %), palmitico (de 4,8 % a 19,8 %), palmitoleico (de 3,9 % a 15,1 %) y oleico (de
0,7 % a 6,8 %) al evaluar el efecto de la salinidad, la intensidad de luz y la disponibilidad de
nitrégeno. Sin embargo, los resultados en este trabajo muestran que en Chlorella sp. existio
un mayor porcentaje de 4cidos grasos poliinsaturados (Acido linoelaidico=25.6%, 4cido alfa
linolenico=19% y el 4cido elaidico=8.1%) con respecto a los acidos grasos saturados (acido
palmitico y palmitoleico=13.6% y 0.7% respectivamente). En Ankistrodesmus sp. se reporta
un alto porcentaje del acido graso Elaidico (18:1n-9=41.10%) en cultivo sin nitrato. Otros

estudios (20) evidenciaron para Chlorella vulgaris 1a acamulacién de los acidos grasos palmitico
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y oleico en condiciones limitadas de nitrégeno sin importar el grado de luz o salinidad y en
condiciones ricas en nitrogeno asociadas a alta intensidad de luz y salinidad; con una
disminucion de los acidos grasos poliinsaturados (linoleico, araquidonico, eicosapentanoico).
También (16) para Chlorella vulgaris observaron que bajo condiciones fotoautotréficas y
fotoheterotroficas, la disminucion del nitrégeno en el medio de cultivo tiene un importante
papel en la acumulacién de los acidos grasos palmitico y oleico y la disminucién los acidos
grasos poliinsaturados. En condiciones mixotroficas Chlorella vulgaris present6 un perfil de
lipidos compuesto principalmente por acido palmitico y acido oleico (50 % - 62 %)
independientemente de la concentracion de nitrégeno en el medio. Para Scenedesmus rubescens
la limitacién de nutrientes al aumentar el tiempo de cultivo, claramente evidencié un aumento
en el acido oleico (de 16 % a 54 %) y la disminucién en los acidos linoleico y linolénico (17).
Resultados similares fueron reportados por (19) y (18), para Scenedesmus incrassatulus al
observar un aumento del 78,8 % en el contenido de acido palmitico y de 133,4 % de acido
oleico luego de 6 a 11 dias de cultivo. Asimismo, para Nannochloropsis sp. Se evidencid un
incremento en los acidos grasos poliinsaturados (linoleico, araquidénico, eicosapentanoico,
docosahexaenoico) al aumentar la concentraciéon de nitrato y fosfato en el medio (34),
mientras que el contenido de acido eicosapentanoico se incrementé en un medio rico solo
en nitrégeno (33). En otros trabajos se estudié el efecto combinado de la fuente de carbono
(bicarbonato o acetato) y los niveles de radiacién en el crecimiento y perfil de acidos grasos
de la microalga marina Pavlova lutheri y se encontré que el crecimiento y la composicion
lipidica fueron mas sensibles a las variaciones en la intensidad de luz que a la fuente de
carbono; a una intensidad de luz de 20 uE/m2.s el porcentaje de los acidos grasos saturados
fue de 25,8 % y 23,9 % con bicarbonato y acetato respectivamente y al aumentar la intensidad
de luz a 340 uE/m2.s los acidos grasos saturados alcanzaron un valor de 29 % en el medio

con bicarbonato y de 29,7 % el medio con acetato (22). Asimismo, en un cultivo de
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Nannochlorgpsis sp; un aumento de la intensidad de luz produjo un incremento en la
productividad de la biomasa y el contenido de acidos grasos, especialmente saturados

(miristico y palmitico) y monoinsaturados (palmitoleico y oleico) (15).
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

La especie que mostro el mayor perfil de crecimiento fue Ankistrodesnus sp. cultivada

en concentracion de nitrato.

La especie microalgal que mostré la mayor produccion de biomasa fue Scenedesnmins

sp. en condiciones de cultivo de nitrato intermedio.

La especie microalgal que mostré la mayor producciéon de lipidos totales fue

Ankistrodesmus sp., en condiciones sin nitrato.

El perfil de acidos grasos en Scenedesmus sp. en condiciones con nitrato indican un

mayor porcentaje de acido elaidico.
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CAPITULO VIII

RECOMENDACIONES

Dados los resultados de los 7 dias de evaluacion de la presente tesis, y observar solo
una fase de muerte en uno de los perfiles de crecimiento, es posible que si se amplia

el tiempo las evaluaciones se pueda obtener mayores resultados.

Es importante seguir el protocolo correctamente en el instante de elaborar el medio
Chu N°10, considerando las distintas concentraciones de nitrato a utilizar y continuar

con otros ensayos para asi obtener un mejor resultado con respecto al biodiesel.

Modificar otros parametros a fin de mejorar la produccién de biomasa y lipidos

totales.

Es importante que los cultivos de microalgas sean unialgales para tener buen

resultado y buena calidad y evitar la competencia entre ellas mismas.

Se debe cumplir todas las normas de bioseguridad antes, durante y después de
manipular reactivos, material biolégico u otras sustancias quimicas peligrosas, al

momento de ejecutar los ensayos experimentales en el laboratorio.

66



]

10.

11.

12.

13.

CAPITULO VIII

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.

Posten C, Schaub G. Microalgae and terrestrial biomass as source for fuels--a process
view. ] Biotechnol. 2009 Jun 1;142(1):64-9.

Mata TM, Martins AA, Caetano NS. Microalgae for biodiesel production and other
applications: A review. Renew Sustain Energy Rev. 2010;14(1):217-32.

Miao X, Wu Q. Biodiesel production from heterotrophic microalgal oil. Bioresour
Technol. 2006 abril;97(6):841-0.

Nagle N, Lemke P. Production of methyl ester fuel from microalgae. Appl Biochem
Biotechnol. 1990 Mar 1;24-25(1):355-61.

Li X, Xu H, Wu Q. Large-scale biodiesel production from microalga Chlorella
protothecoides through heterotrophic cultivation in bioreactors. Biotechnol Bioeng.
2007;98(4):764-71.

Demirbas MF, Balat M, Balat H. Potential contribution of biomass to the sustainable

energy development. Energy Convers Manag. 2009;50(7):1746—60.

. Wang B, Li Y, Lan N, Lan L. CO(2) bio-mitigation using microalgae. Appl Microbiol

Biotechnol. 2008;79(5):707-18.
Chisti Y. Biodiesel from microalgae. Biotechnol Adv. 2007 Jun;25(3):294-306.

Cobos M, Castro JC, Cerdefia LA. Potencial biotecnologico para la produccion
sustentable de biodiesel de microalgas oleaginosas aisladas del rio itaya. Perd. Ecologia
Aplicada. 2014;13(2):169-75.

Paredes JD. Impacto de eliminacién de nitrégeno en la acumulacién de lipidos totales
en cinco especies de microalgas oleaginosas. [tesis|. Iquitos: Universidad Cientifica del
Perd. Facultad de Ciencias e Ingenierfa. 2014.

Khoo HH, Sharratt PN, Das P, Balasubramanian RK, Naraharisetti PK, Shaik S. Life
cycle energy and CO2 analysis of microalgae-to-biodiesel: preliminary results and
comparisons. Bioresour Technol. 2011 May;102(10):5800-7.

Moellering ER BC. Interference silencing of a major lipid droplet size in Chlanzydomonas
reinhardtiz. Eukaryot. 2010;9(1):97-1006.

Knothe G. Dependence of biodiesel fuel properties on the structure of fatty acid alkyl
esters. Fuel Process Technol. 2005;86:1059-70.

67



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Rodolfi L. CG, Bassi N PG, Biondi N B.G, et al. Microalgae for oil: strain selection,
induction of lipid synthesis and outdoor mass cultivation in a low-cost.
2009;103(1):100-12.

Pal D K-GI, Cohen Z BS. The effect of light, salinity, and nitrogen availability on lipid
production by Nannochloropsis sp. Appl Microbiol Biotechnol. 2001; 90(4):1429-41.
Chang J-S YK-L. Effects of cultivation conditions and media composition on cell
growth and lipid productivity of indigenous microalga Chlorella vulgaris ESP-31.
Bioresour Technol. 2012;105:120-7.

Tan Y LJ. Biomass production and fatty acid profile of a Scenedesmus rubescenslike
microalga. 2011;102(21):10131-5.

Cristiani E AM, Cafiizares RO MM. Efecto de la edad del cultivo sobre el contenido
de lipidos y el perfil de acidos grasos de Scenedesmus incrassatulus y su influencia en la
produccion de biodiesel de calidad. Bol Soc Argent Bot.

Arias MT CE, Torzillo G EF, Cafiizares RO. Comparacion de métodos para la
extraccion de lipidos totales en la microalga Scenedesmus incrassatulus. Bol Soc Argent
Bot. 2011;46(2):34-5.

Hu H, GK. Response of growth and fatty acid compositions of Nannochloropsis sp. to
environmental factors under elevated CO2 concentration. 2006;28(13):987-92

Xu F CZ, Cong W OF. Growth and fatty acid composition of Nannochbloropsis sp.
grown mixotrophically in fed - batch culture. 2004;26(17):1319-22.

Guihéneuf F, Mimoun V UL, Tremblin G. Combined effects of irradiance level and
carbon source on fatty acid and lipid class composition in the microalga Pavlova luther:
commonly used in mariculture. ] Exp Mar Biol Ecol. 2009;369:136—43.
Khozin-Goldberg I CZ. The effect of phosphate starvation on the lipid and fatty acid
composition of the fresh water eustigmatophyte Monodus subterraneus. Phytochemistry.
20006;67(7):696-701.

Rajakumari S, Grillitsch K, Daum G. Synthesis and turnover of non-polar lipids in
yeast Prog. Lipid Res. 2008 May;47(3):157-71.

Hu Q, Sommerfeld, M, Jarvis E, Ghirardi M, Posewitz M, Seibert D. Microalgal
triacylglycerols as feedstock for biofuel production: perspectives and advances.
2008;54(4):621-39.

Spolaore P, Joannis-Cassan C, Duran E, Isambert A. Commercial applications of

microalgae. ] Biosci Bioeng. 2006;101(2):87-96.

68



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Arredondo-Vega, B.O, Vasquez-Duhalt, R. Aplicaciones biotecnolégicas del cultivo
de microalgas. Cienc Desarro Xvii. 98 99-111. 1991,

De B, Chaudhury S, Bhattacharyya D. Efefect of nitrogen sources on y-linoleic acid
accumulation in Spzrulina platensis. JAOCS. 1999;76(1):156.

Bigogno C, Khozin-Goldberg I, Boussiaba S, Vonshaka A, Cohen Z. Lipid and fatty
acid composition of the Green oleaginous alga Parietochloris incisa, the richest plant
sourse of arachidonic acid. 2002;60(5):497-503.

Liu 2Y, Wang GC, Zhou BC. Effect of iron on growth and lipid accumulation in
Chlorella vulgaris. Bioresour Technol. 2008,99(11):4717-22

Olguin E, Galicia S, Angulo-Guerrero O, Hernandez E. The effect of low light flux
and nitrogen deficiency on the chemical composition of Spirulina sp. (Arthrospira)
grown on digested pig waste. 2001;77(1):19-24.

Gordillo FJ, Goutx M, Figueroa F, Niell F. Effects of light intensity, CO2 and nitrogen
supply on lipid class composition of Dunaliella viridis. 1998;10(2):135—44.

Tornabene T., Holzer G, Lien S B, N. Lipid composition of the nitrogen starved green
alga Neochloris oleoabundans. 1983;5(6):435—40.

Hoshida H, Ohira T, Minematsu A, Akada R, Nishizawa Y. Accumulation of
eicosapentacnoic acid in Nannochloropsis sp. in response to elevated CO2
concentrations. 2005;17(1):29-34.

Khozin-Goldberg I, Bigogno C, Shrestha P, Cohen Z. Nitrogen starvation induces the
accumulation of arachidonic acid in the freshwater green alga Paretochloris incisa
(Trebuxiophyceae). 2002;38(5):991—4.

Solovchenko A., Khozin-Goldberg I, Didi-Cohen S, Cohen Z, Merzlyak M. Effects
of light intensity and nitrogen starvation on growth, total fatty acids and arachidonic
acid in the green microalga Parietochloris incisa. 2008;20(3):245-51.

Renaud SM ZH, Parry DL L-VT, Woo KC. Effect of temperature on the growth,
total lipid content and fatty acid composition of recently isolated tropical microalgae
Isochrysis sp. Nitzschia closterium, Nitzschia paleacea, and commercial species Isochrysis sp.
1995;7(6):595—602.

Jiang y Chen. Rapid initial removal of chylomicron remnants by the mouse liver does
not require hepatically localized apolipoprotein E. J Lipid Res. 2000;41(11):1715-27.
Albarracin I. La producciéon de biocombustibles con eficiencia, estabilidad y equidad.

Int. 2007.p.1- 16.

69



40.

41.

42.

43.

Brennan I, Owende P. Biofuels from microalgae - A review of technologies for
production, processing, and extractions of biofuels and co-products. Renew Sust
Energ Rev. 2010;14(2):557-77

Resenberg J, Oyler G, Wilkinsin L, Betenbaugh M. A Green light for engineered algae:
redirecting metabolism to fuel a biotechnology revolition. Curr Opin Biotechnol.
2008;19(5):430 — 6.

Fernandez Linares LC, Montiel Montoya J, Millan Oropeza A, Badillo Corona JA.
PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES A PARTIR DE MICROALGAS. 2012
sep; vol.8. Available from:// http.redalyc.org/atticulo_oa? Id= 46125177011

Casuso MZ. Efecto de diferentes tiempos de exposicion de COzen la produccion de
biomasa y acumulacién de lipidos totales de cuatro especies de microalgas amazonicas.

[tesis]. Iquitos: Universidad Cientifica del Perd. Facultad de Ciencias e Ingenierfa. 2015.

70



ANEXOS

Tabla 05. Composicién del medio Chu Nro.10, con distintas concentraciones de nitrato.

Concentraciones de Nitrato (100ml H,O)

Componentes
N+ NI N-
Macronutrientes
CaCl,.2H,O 3,67 3,67 3,67
MgSO,4.7H,0 3,69 3,69 3,69
NaHCOs3 1,26 1,26 1,26
KoHPO, 0,87 0,87 0,87
NaNOs3 8,5 4,0 0
Solucién Citrato férrico:

Acido Citrico
(CeHgO9) 3,35 3,35 3,35

Citrato férrico
(CeHsFeO7*XH,0) 3,35 3,35 3,35

Micronutrientes

NaEDTA 50,0 50,0 50,0
H3BO3 6180 618,0 618,0
CuS0O4.5H,0 19,6 19,6 19,6
Z/nSO4.7TH,O 44.0 44.0 44.0
CoCl,.6H,O 20,0 20,0 20,0
MnCl,.4H,O 12,6 12,6 12,6
Na;Mo0O4.2H,0O 12,6 12,6 12,6

Solucion Silicato:
Metasilicato de Sodio
(NgZSiO3)
Acido
Clorhidrico(HCL)




Figura 18. Cultivos iniciales de las 3 especies de microalgas: Ankistrodesmus sp. Cepa
UCPO0001, Scenedesnus sp. Cepa UCPO003, Chlorella sp. Cepa UCP0002.

Preparacién de Medio Chu N°10 Cultivos iniciales 5 litros de Medio de Cultivo
para el cultivo inicial.

Figura 19. Cosecha microalgal para bioensayos.

Cosecha microalgal en tubos de  Centrifugacion del cultivo micro-  Biomasa obtenida de la cosecha
15 mlL. algal en tubos de 15 mL
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Figura 20. Bioensayos de las cuatro especies de microalgas oleaginosas sometidas a diferentes

concentraciones de nitrato.

Medio Chu N°10 con diferentes  Insercién de la biomasa para los Alicuotas de bioensayos
concentraciones de nitrato bioensayos.

Cultivos de los bioensayos instalados en las condiciones adecuadas. ~ Lectura diaria por 7 dfas en el
Nanodrop.
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Figura 21. Cosecha de las microalgas sometidas a tratamiento. (Secado, raspado, Secado y pesado).

Centrifugacion para la cosecha Biomasas en placas Petri Secado de placas Petri
de los cultivos de los ensayos

Biomasa seca raspada Biomasa seca pesada.
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Figura 22. Extraccion de lipidos totales de las tres especies de microalgas sometidas a
diferentes concentraciones de nitrato.

Trituracién de biomasa con la  Contenido lipidico colocados en  Contenido lipidico de los tres
solucion extractora cloroformo:  vasos precipitados de peso  concentraciones de nitrato.
metanol conocido.
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