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RESUMEN
En la presente investigacion se estudiaron los efectos de la concentracion de

nitrato (NaNO3), en el contenido lipidico (pg/cel) de la microalga Tetraselmis
contracta, determinando primero la densidad celular (cel/ml) y la concentraciéon de
lipidos (mg/L), como un parametro importante de viabilidad para la produccion de
biodiesel. En el estudio se evaluaron 5 niveles de concentracién de nitrato (O,
0.88, 1.76, 2.65 y 3.53 mM), tomando como referencia el medio de cultivo
Guillard (f/2), preparada a un volumen de 100ml y afadiéndole 10ml de la cepa
T. contracta a una temperatura aproximada de 18°C , pH neutro y una intensidad
luminica de 1500lux. La densidad celular se determind por el conteo diario en la
camara de neubaur y el ensayo de lipidos se realiz6 bajo el método de Folch
modificado por el Instituto del Mar Peruano (IMARPE), obteniendo que la mayor
densidad celular (cel/ml) de la microalga Tetraselmis contracta se obtuvo en un
medio de cultivo a concentracion de 1.76 mM y 3.53 mM, el mayor contenido de
lipidos por volumen de cultivo (ug/ml) a una concentraciéon de 3.53 mM y 1.76
mM y el mayor contenido lipidico celular (pg/cel) a una concentracién de 3.53 mM
y 0 mM de nitrato (NaNO3).

PALABRAS CLAVES: Microalga, nitratos, densidad celular, lipidos, biodiesel.
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SUMMARY
In the present investigation the effects of nitrate concentration (NaNO3) on the lipid

content (pg/cel) of the microalga Tetraselmis contracta were studied, determining
first the cell density (cel/ml) and the concentration of lipids (mg / L), as an
important parameter of viability for the production of biodiesel. In the study, 5
levels of nitrate concentration (0, 0.88, 1.76, 2.65 and 3.53 mM) were evaluated,
taking as reference the Guillard culture medium (f/2), taking as a volume of 100ml
of culture medium with 10ml of the T. contracta strain at a temperature of
approximately 18 ° C and a luminous intensity of 1500 lux. The cell density was
determined by the daily count in the neubaur chamber and the lipid assay was
performed under the Folch method modified by
Institute of the Peruvian Sea (IMARPE), obtaining that the highest cell density (cel
/ ml) of the microalgae Tetraselmis contracta was obtained at a concentration of
1.76mM, the highest lipid content per culture volume (ug/ml) at a concentration of
3.53mM and the highest cellular lipid content (pg/cel) at a concentration of
3.53mM and OmM of nitrate (NaNO3).

KEY WORDS: Microalga, nitrates, cell density, lipids, biodiesel
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INTRODUCCION
1.1 Realidad problematica

La escasez de recursos y la contaminacion ambiental son unos de los
desafios criticos en la actualidad, por su gran repercusion social economica
y ambiental. Sobre este enfoque un analisis retrospectivo en el tiempo nos
indica que los problemas relacionados a la utilizacion de recursos no
renovables como fuente de energia y su inherente impacto ambiental
yacen desde la revolucion industrial, a partir de entonces en el transcurso
del tiempo la sociedad se volvio dependiente de las reservas de los
recursos fosiles, como fuente de energia, combustible, productos quimicos,

etc.

En la actualidad, alrededor del 90% de la energia se genera a partir de
combustibles fésiles y solo el 10% se produce de fuentes de energia
renovables, esta utilizacibn desmesurada de combustible fosiles ha
generado el aumento de las concentraciones de gases de efecto
invernado a un ritmo sin precedentes, alcanzando los niveles mas altos
desde la existencia del ser humano, contribuyendo al calentamiento global
y en consecuencia el cambio climatico, que econ6micamente fue
etiquetado como la mayor falla de mercado que el mundo haya visto una
vez, por el economista Baron Nicholas Stern en el Stern Review,

resaltando la importancia de implementar acciones de mitigacion.

El preocupante estado actual hace necesario el desarrollo de energias
alternativas, tomando por ello mayor importancia los biocombustibles, una
no tan nueva alternativa para reducir estos impactos negativos, sin
embargo la proyeccion que ha tenido los biocombustibles han estado
basados en materia prima que forman parte de los productos alimenticios
como el maiz, cafiamo, soja, palma, etc., implicando también el uso de

grandes areas de terreno.

El grupo de biocombustibles de tercera generacién a comparacion de las

otras generaciones no compiten con productos alimenticios teniendo por



ello mejores ventanas, este grupo tiene como materia prima a los
microorganismos obteniéndose en ellas mejores resultados, considerando
en especial a las microalgas como el futuro diesel verde, puesto que
podrian ofrecer gran parte de la soluciones por sus diversos beneficios,
como su mayor eficiencia fotosintética, logrando convertir entre el 3 y 8%
de la energia solar en biomasa mientras que el rendimiento en la plantas
es de aproximadamente 0.5% (Lardon et al., 2009), un gran potencial para
la mayor produccion biomasa que cualquier otra planta oleaginosa (Mata et
al., 2010) y no necesitar grandes espacios de terreno para su produccion,
sin embargo hasta la fecha no es considerado econdémicamente viable , y
lo que se pretende es esta investigacion es buscar el enfoque de la
eficiencia de la concentracién de lipidos alterando las concentraciones de
nitrato y buscar el tratamiento con mejores resultados para la microalga

Tetraselmis contracta.

1.2 Trabajos previos

(Wan, 2013) Esta tesis presenta una revision de los diferentes cultivos,
meétodos y técnicas de conversion de energia de microalgas, haciendo una
comparacién con las biomasas de otras materias primas.

Estudio el proceso de produccion de energia de microalgas, que incluye la
recoleccion, la extraccion de aceite y su conversion a energia, también la
revision del ACV (Analisis de ciclo de vida) respecto a la produccion de
microalgas, concluyendo que las microalgas tienen una gran posibilidad de

reemplazar el combustible fosil en el futuro cercano.

(Cobos, Paredes y Castro, 2016) En el articulo de investigacion titulado;
“Induccion de la produccion de lipidos totales en microalgas sometidas a
estrés nutritivo”, se evaluaron la concentracion de lipidos totales en cinco
especies de microalgas — Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus
nannoselene, Chlorella sp., Scenedesmus quadricauda- en un medio de
estrés nutritivo y en un medio con nutriente. Para este estudio utilizaron el
medio CHU 10 como referencia para su medio de cultivo, modificando solo

el contenido de nitrégeno. concluyendo que la Ankistrodesmus sp, mostré



la mayor tasa de crecimiento (0,77 dia-1), Scenedesmus quadricauda la
mayor produccion de biomasa ( 174,7 mg/l) y Ankistrodesmus nannoselene
el mayor porcentaje de lipidos ( 316 mg/g biomada seca en condiciones de

cultivo sin nitrdgeno.

(Paliwal, et al., 2017) Esta revision se enfoca principalmente en cambios en
el nivel celular bajo condiciones de estrés y sus correspondientes efectos
sobre los lipidos, pigmentos y polimeros. Las especies de microalgas
responden a las condiciones ambientales cambiantes (factores de estrés
abioticos) modulando sus metabolitos. Se encuentra que la limitacion del
nitrégeno y el estrés por salinidad son condicibn de estrés mas
ampliamente aplicada para la producciéon comercial de materia prima para

biodiesel.

(Shin, et al., 2018) El biocombustible Microalgal ha iniciado una nueva
generacion de sistemas de biocombustibles sin aumentar la presioén sobre
el debate "comida versus combustible” ni perturbar el ecosistema forestal.
Sin embargo, para fecha, el biocombustible microalgal no ha ganado su
viabilidad econ6mica. Para el éxito de la industria, los productos dirigidos
deben tener un alto rendimiento y productos finales estables. Esta revision
sugiere estrategias para aumentar la viabilidad econdmica general de la
produccion de lipidos. En un bioproceso de microalgas, la cepa con
caracteristicas deseables es esencial para disminuir el costo total de la
produccién de biodiesel. Ademas, varios factores fisicoquimicos tales como
la luz, la temperatura, el pH, la concentracion de CO, y la inanicién de
nutrientes afectan al productividad de lipidos y la composicién de acidos

grasos.

(Converti, et al., 2009) En esta investigacion se estudiaron los efectos de la
temperatura y la concentracion de nitrégeno en el contenido de lipidos de
dos microalgas, Nannchloropsis oculata y Chlorella vulgaris, siendo su
principal interés la influencia de la concentracién de nitrato, observando un
aumento de 7.90 a 15.31% y de 5.90 a 16.41% del contenido lipidico de



las dos microalgas respectivamente cuando se redujo la concentracion de

nitrato en un 75%.

(Gao, Yang & Wang, 2013) En este estudio, se determiné el rendimiento
fotosintético, la composicion de biomasa y la produccion de lipidos de
microalgas unicelulares marinas Chaetoceros muelleri (Bacillariophyceae) y
Dunaliella salina (Chlorophyceae) cultivadas en diferentes condiciones de
privacion de nutrientes. Los resultados mostraron que el mayor contenido
de lipidos de C. muelleri (46.32 + 3.53%) y D. salina (54.15 = 2.71%)
podian lograrse mediante nitrégeno y privacion completa de nutrientes,
respectivamente. El andlisis del perfil de ésteres metilicos de acidos grasos
(FAMESs) en esas condiciones reveld que el lipido acumulado por las dos

especies era adecuado para producir biodiesel.

(Yeh & Chang, 2011) Este estudio investigo el efecto de las estrategias de
inanicion de nitrogeno y el disefio de fotobiorreactores en el rendimiento de
la produccion de lipidos y de la fijacion de CO, de una microalga indigena
Chlorella vulgaris ESP-31. La comparacion de estrategias de inanicion de
nitrdgeno en una etapa y en dos etapas muestra que el cultivo en una sola
etapa en medio basal con baja concentracion inicial de fuente de nitrdgeno
(es decir, 0.313 g / L KNO) fue el enfoque mas efectivo para mejorar la
produccion de lipidos microalgales alcanzando una productividad de lipidos
de 78 mg /L /dy un contenido de lipidos de 55.9%

(Fernandes et al., 2013) En esta investigacion se estudio la relacién entre
el almidén y la acumulacién de lipidos inducida por el agotamiento de
nutrientes en la mircroalga Parachlorella kessleri, observando que al
reducir los nutrientes se inhibié el crecimiento celular, sin embargo la
acumulacion de lipidos aumentaron de casi 0 a aproximadamente un 29%

de peso en seco.

(Prochazkova et al., 2013) En su investigacion presenta una revision
general sobre el efecto del estado de suministro de nutrientes en la

composicién de biomasa de microalgas verdes eucariotas, concluyendo



gue con el objetivo de optimizar el sistema de produccion, la manipulacién
de nutrientes esté entre las técnicas mas eficientes para la modulacion de

crecimiento y composicién de biomasa.

(Praveenkumar et al., 2012) En su investigacion de la influencia de la
privacién de nutrientes en la acumulacién de lipidos se estudié a una cepa
de microalga de agua dulce (Chlorella sp.) para producir biomasa y
productividad de lipidos bajo diferentes condiciones normales y tratamiento
con privacion de nutrientes (nitrogeno, fosfato, hierro y los tres).
Concluyendo que en condiciones normales después de 20 dias de cultivo
el organismo produjo una biomasa de 2.58 £ 0.07 g/L, con un contenido de
lipidos de 312.16 + 2.38 mg/g., sin embargo en los tratamientos de
privacion de nitrégeno produjo la mayor productividad de lipidos de 53.96 +
0.63 mg/L, seguido de la privacibn combinada que obtuvo 49.16 + 1.36
mg/L.d.

(Xin, Hong-ying, Ke & Ying-xue, 2010) En esta investigacion estudiaron los
efectos de la concentracidon de nitrégeno y fosforo sobre el crecimiento, la
absorcién y la acumulacion de lipidos de la microalga Scenedesmus sp.,
como resultado obtuvieron que a a saturacion de nitrogeno y fosforo la tasa
de crecimiento méximo fue de 2.21x10° cel/ml.d , en relacién de N/P de 5:1
— 12:1 podrian eliminar entre 83-99% de nitrégeno y 94% de fosforo,
concluyendo y en condiciones de limitacion N (2.5 mg/l) y P (0.1 mg/l)
podrian acumularse lipidos hasta 30% y 53% respectivamente, sin
embargo la productividad de lipidos sobre el volumen de cultivo no fue

mejorado.

(Chen et al.,, 2010) Estudiaron los efectos de los nutrientes sobre el
crecimiento y acumulacién de lipidos en la microalga Duanaliella tertiolecta,
resultando que altas concentraciones de nitrato aumento las densidad
maxima de células y la privacién de nitrégeno causaron rapida acumulacién
de lipidos, y aunque el fosfato también es un nutriente principal la privacion

de este macronutriente tuvo poco efecto en su estudio.



(Pancha, et al., 2014) El objetivo de este estudio fue investigar los efectos
dela limitacion e inanicion de nitrogeno en la microalga Secenedesmus sp.,
los resultados revelaron que la limitacidon e inanicidbn secuencial de
nitrogeno disminuyen significativamente la actividad fotosintética y el
contenido de proteinas en el organismo de la microalga, mientras que la
produccién de biomasa no se ve afecta, sin embargo la eliminacion total de
nitrato dio como resultado el lipidos mas alto de 27,93% por lo que es

potencial para lo produccion de biodiesel.

(Wu y Miao, 2014) El objetivo de esta investigacion fue asociar la calidad
del biodiesel con los componentes bioquimicos de las microalgas Chlorella
pyrenoidosa y Scenedesmus obliguus bajo diferentes niveles o
concentraciones de nitrato, obteniendo como resultado que la ausencia de
nitrato generaba mayores contenido de lipidos con un 54.5% para Chlorella
pyrenoidosa y 47.7% para Scenedesmus obliquus, y tiene cierta relacién
con la calidad del biodiesel por el nimero de cetano, indice de yodo en
ausencia de nitrato, concluyendo que la presencia de nitrégeno podria

limitar la calidad del biodiesel .

(Millan, Torres & Fernandez, 2015) En este trabajo se analizd el efecto
simultdneo de la concentracion inicial de nitrato, la adicion de CO;, y la
limitacion de nitrégeno en la acumulaciéon de biomasa, lipidos, proteinas y
carbohidratos, resultando la mayor produccién y productividad de lipidos de
582 mg/L (49, 7% del peso seco) y 41.5 mg/L respectivamente, bajo la
concentracion inicial de nitrato de 250 mg/L, suministro de CO, de 4%,
doce dias de cultivo y 2 dias de inanicion de nitrdgeno, sobre la microalga

Nannochloropsis oculata.

(Stephenson et al., 2010) Estudiaron la influencia del régimen de limitacion
de nitrégeno en la produccion de lipidos por Chlorella vulgaris, revelando
gue en condiciones con suficiente contenido de nitrogeno la fraccion de
lipidos promedio fue de 13.7% de la masa total seca pero con
predominancia de fosfolipidos, caso contrario ocurri6 en condiciones

privadas de nitrogeno en donde el contenido de lipidos aumento a casi el



20% del peso total de células secas obteniendo mayor predominancia de
los triacilglicéridos.

1.3 Teorias relacionadas al tema

1.3.1 Biocombustible
Un combustible es cualquier materia que libera energia al quemarse,
que surgen de las profundidades subterraneas, y que se caracterizan

por ser no renovables.

Los combustibles fésiles utilizan como materia prima a los restos fésiles
gue fueron formados por plantas y animales que han estado enterrados
durante millones de afios, en cambio los biocombustibles se fabrican a
partir de plantas cultivadas en la actualidad, considerado como un
recurso renovable ya que siempre se puede cultivar mas para producir

biocombustible.

Los biocombustibles pueden ser un complemento (aplicado en la
actualidad) o una alternativa al uso de combustibles fosiles,
dividiéndose segun su fuente de materia prima en biocombustibles de

primera, segunda y tercera generacion.

1.3.1.1 Biocombustible de primera generacién:

Esta generaciéon de biocombustible es de la procedencia de
cultivos agricolas destinados a la alimentacion.

A primera instancia parecia una nueva alternativa para
reemplazar el mercado actual de biodiesel sin embargo diferentes
aspecto negativos fueron resaltando en este tipo de
biocombustible, en primer lugar por utilizar como materia prima a
cultivos destinados a la alimentacién ejerciendo para esta
actividad una mayor presion en el uso de suelo y generando una
disminucién en la diversidad de especies por la implementacion

de monocultivos.



1.3.1.2 Biocombustible de segunda generacion:

Es el obtenido de una biomasa lignocelulosa procedente de
residuos agricolas, forestales, urbanos, o biomasa de plantas no
comestibles como hiervas, cuyo objetivo es utilizarla para generar
energia. Aunque esta en comparacion del biocombustible de
primera generacion, no compite directamente con los cultivos
destinados a la alimentacion, tiene al igual que ello el problema de

la utilizacion de grandes terrenos para monocultivos.

1.3.1.3 Biocombustible de tercera generacion:

Los denominados biocombustibles de tercera generacion se
derivan Unicamente de microorganismos. Las microalgas son
ahora una de los objetos de estudios mas considerados por tener
caracteristicas prometedoras para ser aceptado como recurso
energético alternativo, porque carecen de los principales
inconvenientes que tienen las otras 2 generaciones de

biocombustibles.

Las microalgas son capaces de producir 15-300 veces mas
petréleo para la produccion de biodiesel en comparacion con los
cultivos tradicionales por area. Ademas, las plantas de cultivo
convencionales generalmente se cosechan solo una o dos veces
al afio, mientras que las microalgas tienen un ciclo de cosecha

muy corto de 10 a 30 dias (Singh, Pandey & Gnansounou, 2017)

En la Tabla N°1 se muestra algunas comparaciones de las
principales fuentes de biodiesel segun su contenido de aceite, uso
de suelo, y produccién de biodiesel en kilogramos por area de

cultivo y tiempo.



Tabla N° 1. Comparacion de algunas fuentes de biodiesel

CULTIVO Contenido Produccién Uso de Produccion
de aceite de petréleo suelo (m? de
de semilla (L/hayear) year/kg Biodiesel

(%/wt biodiesel) (kg/ha
biomass) year)
Maiz 44 172 66 152
(Zea mays L.)
Cafiamo 33 363 31 321
(Cannabis sativa L.)
Soja 18 636 18 562
(Glycine max L.)
Jatropha 28 741 15 656
(Jatropha curca L.)
Camelina 42 915 12 809
(Camelina sativa L.)
Canola 41 974 12 862
(Brassica napus L.)
Girasol 40 1070 11 946
(Helianthus annus L.)
Castor 48 1307 9 1156
(Ricinus communis)
Palma 36 5366 2 4747
(Eaeis guinneensis)
Microalga 30 58700 0.2 51927
(Bajo contenido de
aceite)
Microalga 50 97800 0.1 86515
(Media contenido de
aceite)
Microalga 70 126900 0.1 121104
(Alto contenido de
aceite)

Fuente: Chisti, 2007



1.3.2 Microalga

Las microalgas son un grupo no monofilético, por carecer de un
ancestro comun,  distinguiéndolas en sus diferentes divisiones
taxonomicas (phylum, clase, orden, familia, género y especie) que por
lo general depende de la asignacion de cada autor.

La mayoria de las microalgas son eucariotas mientras que un grupo
reducido son procariotas, estas carecen de cromoplastos (encargados
de la acumulacion de pigmentos), en comparacion de la primera que
tiene cromoplastos de forma, nimero y posicién variada.

De manera general son organismos unicelulares o pluricelulares que
necesitan una fuente de energia como la luz y una fuente de carbono
como el CO..

Fotosintéticamente son similares a las plantas terrestres, sin embargo
la ausencia de una estructura de soporte como los tallos y raices

favorece mucho para su utilizacion como materia prima para biodiesel.

1.3.2.1 Tetraselmis contracta

La Tetraselmis contracta es una microalga del phylum
Chlorophyta segun informacién de AlgaeBase (Tabla N° 2), que
se caracteriza por su color verde y formar ovalar teniendo un
diametro 10 um aproximadamente, como se muestra en la Figura
N° 1.

10 pm

IMP - BG 003

Figura N° 1. Microalga Tetraselmis contracta bajo microscopia
Optica. Fuente: IMARPE, 2006
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Tabla N° 2. Taxonomia de la Tetraselmis contracta

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorodendrophyceae
Orden Chlorodendrales
Familia Chlorodendraceae
Género Tetraselmis

Especie Tetraselmis contracta

Fuente: AlgaeBase, 2018.

1.3.3 Crecimiento de la microalga

El crecimiento de la microalga depende de las condiciones fisicas y

quimicas, evidenciando sus efectos en su proceso de crecimiento.

Las microalgas en su proceso de crecimiento tienden a formar una

curva como se muestra en la Figura N° 2, determinada por la densidad

celular.

La curva de crecimiento se identifica por las siguientes fases:

1.33.1

1.3.3.2

1.3.3.3

1.3.3.4

Fase de latencia o adaptacion: En esta fase el
comportamiento inicial depende de las condiciones de las
células del inoculo de las cuales también depende el éxito
del nuevo cultivo.

Fase exponencial: La velocidad de crecimiento adquiere
su valor maximo, y por tanto la concentracién celular
aumenta rapidamente, pero por lo general sin alcanzar
valores muy elevados.

Fase de desaceleracidon: En esta fase la disponibilidad
de algunos factores que regulan el crecimiento disminuye
ocasionando que la tasa de division celular disminuya,
considerando al medio como en un estado de
condiciones sub-Optimas.

Fase estacionaria: Se caracteriza por forma una linea

horizontal en la gréafica tiempo vs. Densidad celular. La
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concentracion celular permanece constante donde su
natalidad es igual a la mortalidad.

1.3.3.5 Fase de muerte: En esta fase la tasa de mortalidad es
superior a la de natalidad, dando como ello una

diminucién en la concentraciéon celular.

Densidad Celular
N

Tiempo

Figura N° 2. Curva y fases de crecimiento de las microalgas.Fuente:
Fogg y Take, 1987

1.3.4 Medio de cultivo

El medio de cultivo para microalgas se caracteriza por tratar de tener
las condiciones naturales de donde se ha extraido a la especie, por ello
existen diferentes medios de cultivos segun ciertas caracteristicas de la
especie microalgal.

En general los medios se dividen para agua dulce y agua de mar, y
entre los méas utilizados se encuentra el medio CHU10 y Guillard f/2
para cada medio respectivamente.

La eleccion de un medio en especial, estd condicionada por los
requerimientos nutricionales de la microalga elegida, la disponibilidad

de los nutrientes y las condiciones de cultivo.
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1.3.4.1 Medio Guillard f/2

El medio Guillard /2 esta conformado como la mayoria de medios
por nitratos, fosfato, silicato de sodio, solucién de metales trazas y
solucion de vitaminas, diferenciandolo por la cantidad de stock
como se muestra en la Tabla N° 3.

Es importante tener la mayor exactitud posible en la medicion de
los stocks para la preparacion del medio homogenizando bien y

evitando su contaminacion.

Tabla N° 3. Composicion de Medio Guillard f/2

NITRATO DE SODIO 759.L-1
FOSFATO DE SODIO 5¢g.L-1
SILICATO DE SODIO 30g.L-1
SOLUCION DE METALES TRAZAS
Cloruro Férrico 3.15¢g.L-1
Na2EDTA 2H20 4.369.L-1
CuS0O4 5H20 3.93x10-8M
Na2MoO4 2H20 2.60x10-8M
ZnS0O4 7H20 7.65x10-8M
CoClI2 6H20 4.20x10-8M
MnCI2 4H20 9.10x10-7M
SOLUCION DE VITAMINAS
Tiamina HCL (Vit B1) 200mg.L-1
Biotina (vit. H) 2.05x10-9M
Cyanocobalamina (vit. B12) 3.69x10-10M

Fuente: Guillard and Ryther, 1962; Guillard, 1975

1.3.5 Nutrientes principales
1.3.5.1 Carbono: La fuentes de carbono pueden se organica o
inorganica, dependiendo de su modo nutricional,
fotoautotréficamente (modo nutricional mas conocido) las
microalgas utilizan al CO2 como fuente de carbono y la

luz como fuente de energia, heterotroficamente, utilizan
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compuestos organicos como la glucosa y el glicerol
siendo estos fuentes de carbono y energia por eso
crecen en ausencia de luz (Chojnacka y Marquez, 2004)
y mixotroficamente utilizan tanto carbono organico e
inorganico y captan la energia de la luz.

1.3.5.2 Nitrégeno: El requerimiento de nitrégeno, es despueés del
carbon el mas importante elemento contribuyente en el
crecimiento y por tanto formacion de materia seca de
células algales.
Existen diferentes compuestos de nitrdgeno organico o
inorganico que sirven como fuentes de nitrégeno para el
crecimiento de las microalgas.
Cuando el nitrégeno se absorbe en forma oxidada como
nitrato (NO3’) o nitrito (NO3’), debe reducirse antes de que
pueda incorporarse a las moléculas organicas.

1.3.5.3 Fésforo: El fosforo también es un elemento principal
requerido para el crecimiento de la microalga,
desempefiando un papel muy importante en la
transferencia de energia y en la sintesis de acido

nucleico.

1.3.6 Parametros medioambientales

Los parametros medioambientales en cultivo son las condiciones que
se establece para el medio de cultivo, en donde se toma en cuenta
principalmente la salinidad, fotoperiodo temperatura, pH y aireacién.
Cada uno de estos parametros afecta de manera particular al

metabolismo de las microalgas.

1.3.6.1 Salinidad: La salinidad es un parametro que puede
afectar en el crecimiento microalgal y adquiere mayor
influencia cuando se relaciona con otros factores o

pardmetros medioambientales.
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1.3.6.2 Luminosidad: Para los medios se puede utilizar luz
natural o artificial depende a las exigencias de la especie
y los volumenes de cultivo. También se toma en cuenta la
intensidad luminosa medida en lux (si esta va a ser
controlada)

1.3.6.3 Temperatura: El rango de temperatura aceptable para el
maximo crecimiento de las microalgas esta de 15°C a
24°C. Este parametro también varia depende a la especie
microalgal a estudiar.

1.3.6.4 pH: El pH es un factor muy importante, debido a que se
relaciona con la solubilidad del CO, y de los minerales,
por eso segun estudios se recomienda un pH de entre 6.5
a 8.5, de manera general, sin embargo hay excepciones
en las microalgas para su crecimiento Optimo necesitan
un pH mas alcalino.

1.3.6.5 Aireacion / agitacion: Segun el volumen del cultivo se
aplica la aireacion o agitacion. Para volumenes pequefios
basta con un movimiento mecénico para homogenizar el
medio y prevenir la sedimentacion, en cambio para
grandes volumenes se requiere ya de un equipo para que
haga una aireacion contante por que la tendencia de que
se sedimenten y la productividad baje es mayor

1.3.7 Composiciéon de la microalga

Las microalgas estan compuestos principalmente de carbohidratos,
proteinas y lipidos que dependiendo de la cepa microalga y sus
diferentes condiciones de cultivos, difieren en cuanto a la
proporcionalidad.

Entre ellos el mas importante para la produccion de biodiesel son los
lipidos buscando por lo tanto que las concentraciones de estan sean

las mas altas posibles.
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1.3.7.1 Lipidos en la microalga

El contenido de lipidos en las microalgas es uno de los
pardmetros importantes para la reduccion de costos en el
proceso de obtencion de biodiesel.

El porcentaje de lipidos que se encuentra normalmente en las
microalgas esta entre un rango de 20 -50 % del peso seco, sin
embargo estos pueden ser alterados mediantes la optimizacion de
factores entre ellos la concentracion de nitrato, fosfatos, dioxido

de carbono, intensidad de luz, etc.

1.3.8 Extraccion de lipidos

Para la producciéon de biodiesel se siguen diferentes procesos hasta la
obtencién de lipidos para que puedan ser transformados a biodiesel por
un proceso de transesterificacion.

Para la extraccion de los lipidos de las microalgas existentes diferentes
método que por lo general utilizan como principales insumos los

solventes organicos como el cloroformo, éter, hexano, etc.

1.3.8.1 Método Folch: Este método est4 basando en la mezcla
cloroformo: metanol (2:1) que tienen la capacidad de
disolver lipidos neutros y lipidos polares. Este método
obtiene mayores rendimientos en comparacion que el de
Bligh & Dyer para lipidos mayores al 2% debido a que
produce mejores resultados de contenido de lipidos

(Iverson, Lang & Cooper, 2001).

1.3.9 Estimacion de la produccién de biodiesel

1.3.9.1 Biodiesel

El biodiesel es la mezcla de éster monoalquilico de acidos grasos
obtenido por lo general de aceites vegetales (Rashi et al., 2009).
Para la obtencién de biodiesel los aceites pasa por modificaciones

para ser usados como tal, alguno de los procesos son la
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transesterificacion (comdnmente utilizada), la dilucion con

solvente adecuado, pirolisis y emulsificacion (Solua et al., 2010).

1.3.9.2 Determinacion del rendimiento

El rendimiento de la produccion de biodiesel se determina por la
cantidad de biodiesel obtenido sobre la cantidad de aceite
utilizado.

En la siguiente tabla se muestra algunos rendimientos
dependiendo a las condiciones en la que se encuentra el aceite
(desechado, usado y fresco) como se muestra en la Tabla N° 4,

gue se tomard en cuenta para estimar la produccion de biodiesel.

Tabla N° 4. Rendimiento del biodiesel

Muestra Biodiesel Biodiesel
crudo purificado (%v/v)
(%viv)
Desechado 75.80 72.80
Usado 87.80 81.50
Fresco 86.60 75.00

Fuente: Ordorfiez et al., 2013

1.4 Formulacion del problema
1.4.1 Problema general

- ¢Cual es la concentracion de nitrato que permitira obtener el
mayor contenido lipidico por unidad celular de la microalga

Tetraselmis contracta?
1.4.2 Problemas especificos

- ¢Cual es la concentracion de nitrato que permitira obtener la
mayor densidad celular de la microalga Tetraselmis

contracta?
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- ¢Cuél es la concentracion de nitrato que permitir4 obtener el
mayor contenido de lipidos por unidad de volumen de la

microalga Tetraselmis contracta?

1.5 Justificacién del estudio

El querer estudiar nuevas alternativas biotecnoldgicas para la produccion
de biodiesel es por el contexto actual a la que estamos inmersos debido al
impacto ambiental generado por la sobreexplotacion de los recursos
fésiles, ademds el incremento del uso de biocombustible equivale a 6 de
los 20 puntos que se tomaron en cuenta en la COP 21 para la reduccion de

los gases de efecto invernadero que se tiene como meta para el afio 2030.

Para considerar las diferentes materias primas para la generacion de
biocombustibles se debe de tomar en cuenta que la nueva alternativa no
debe influir en dafios graves al medio ambiente ni interrumpir el suministro
de alimentos (Rittman, 2008), bajo este enfoque las microalgas son
considerado una alternativa sostenible, debido a que no compiten con el
suministro de alimentos ni utilizacion areas de terreno ademas sacan una
gran ventaja respecto a las otras generaciones de biocombustibles ya que
estas reducen las emisiones de gases de efecto invernadero, tienen una
estructura menos compleja, una tasa de crecimiento rapido y altas

caracteristicas de contenido de aceite.

Sin embargo para la produccion sostenible y comercialmente exitosa de
biocombustible se necesita considerar la eficiencia de la utilizacion de
nitrégeno, intensidad luminosa, diéxido de carbono, etc. (Chi et al., 2015)
Uno de los pardmetros mas importantes que determina la economia es el
contenido de lipidos de las microalgas debido a que es uno de sus
principales compuestos de energia. Este estudio por eso pretende dar un
acercamiento sobre la produccion de lipidos bajo ciertas concentraciones

de nitrato para optimizar el contenido lipidico de la microalga Tetraselmis
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contracta con el objetivo de que puedan ser consideradas como materia

prima para su potencial uso como biodiesel.

1.6 Hipotesis

1.6.1 Hipotesis general
- La concentracion de OmM de nitrato (NaNO3), permitira
obtener el mayor contenido lipidico por unidad celular de la

microalga Tetraselmis contracta.

1.6.2 Hipotesis especificos
- La mayor concentracion de nitrato (NaNO3), permitird obtener
la mayor densidad celular de la microalga Tetraselmis
contracta.
- Los valores centrales de concentracion de nitrato (NaNO3),
permitird obtener el mayor contenido de lipidos por unidad de

volumen de la microalga Tetraselmis contracta.
1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general
Determinar la concentracion de nitrato que permitird obtener
el mayor contenido lipidico por unidad celular de la microalga
Tetraselmis contracta

1.7.2 Objetivos especificos
- Determinar la concentracion de nitrato que permitira obtener
la mayor densidad celular de la microalga Tetraselmis
contracta.
- Determinar la concentracién de nitrato que permitira obtener
el mayor contenido de lipidos por unidad de volumen de la

microalga Tetraselmis contracta.
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METODOS
2.1 Disefio de investigacion

El disefio de investigacion se refiere a la estrategia concebida para obtener
la informacion que deseada con el fin de responder al planteamiento del

problema (Hernandez et al., 2014)

La presente investigacion que trata del estudio del contenido lipidico de la
microalga Tetraselmis contracta respecto a la concentracion de nitratos es
de tipo experimental debido a que la variable independiente es manipulada
en las unidades de tratamiento. Everrit (1998), lo define como un estudio
en donde el investigador puede influenciar deliberadamente en los eventos

e investigar los efectos de la intervencion.

El estudio se ha asignado aleatoriamente a diferentes grupos de
tratamiento. Este proceso esta disefiado para que los grupos sean
comparables, lo que significa que cualquier tratamiento tiene una
posibilidad igual e independiente de ser asignado a cualquiera de los

grupos (Kumar, 2014).

Para el disefio se tuvo 5 niveles como se muestra en la Tabla N° 5, cada
nivel presentd 3 réplicas que se detallan en la Tabla N° 6.
Tipo de disefio: 5*

Tabla N° 5. Niveles del factor de investigacion

Factor Niveles Valores

Concentracion de nitratos (mM) 5 0.00; 0.88; 1.76; 2.65; 3.53

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla N° 6. Tratamientos del disefio experimental

TRATAMIENTOS REPLICAS
(Concentracién de nitrato
mM)

0 A1 Az Az
0.88 B1 B> Bs
1.76 Cy Cz Cs
2.65 D, D Ds
3.53 E1 E> Es

Fuente: Elaboracion propia

El nivel de investigacion es de caracter explicativo por centrarse en la
explicacion de la ocurrencia de un fendmeno. Los estudios explicativos se
centran en explicar por qué ocurre un fendmeno y en qué condiciones se

manifiesta (Hernandez et al., 2014).

En cuanto al enfoque de la investigacién es de tipo cuantitativo debido a
gue la recoleccion de datos se realiz6 con base de una medicién numérica
haciendo un andlisis estadistico con el objetivo de probar teorias. Este
enfoque esta definido como un conjunto de procesos secuencial y
probatorio que busca medir y estimar magnitudes de los problemas de
investigacién utilizando métodos estadisticos (Hernandez et al., 2014)

En cuanto al tipo de investigacion es de tipo aplicada ya que el presente
estudio busca convertir el conocimiento puro en conocimiento practico para
la vida de la civilizacibn humana, constituyendo los primeros esfuerzos

para transformar los conocimientos cientificos en tecnologia.
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2.1.1 Procedimiento
2.1.1.1 Proceso de lavado y esterilizacion
Todos los materiales utilizados se lavaron con detergente neutro, seguido
de enjuague y secado a fondo.
Los materiales se esterilizaron por la técnica de calor seco a 180°C por un
periodo de 2 horas. Las pipetas utilizadas diariamente para el conteo

celular siguieron el mismo procedimiento de lavado siendo enjuagadas con

agua destilada y esterilizadas por calor seco.

Figura N° 3. Esterilizacién de materiales. Fuente: Elaboracién propia

2.1.1.2 Preparacion del medio de cultivo
La preparacién del medio de cultivo se realizé comenzado con la obtencion
agua de mar de la costa verde de buena calidad con una salinidad
promedio de 42.5ppm.
El agua de mar fue filtrada y almacenada en una zona oscura y fria,
posteriormente se le agregdé los macronutrientes (nitrogeno y fésforo),
trazas metales y vitaminas realizdndolo de manera aséptica esterilizando
finalmente en autoclave.
Para los stock del medio se tomé como referencia al medio Guillard (f/2)
cambiando las concentraciones de nitrato de sodio (NaNOgs) para los
diferentes niveles de tratamiento de la investigacion.
El primer nivel tratamiento fue preparado sin agregado de nutrientes
(tratamiento A), los demés tratamiento tuvieron las siguientes
concentraciones: 0.88mM, 1.76mM, 2.65mM y 3.53mM para los
tratamientos B, C, D y E respectivamente, cada una con 3 réplicas.
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Figura N° 4. Preparacion y distribucion de los medios de cultivo. Fuente:
Elaboracion propia

Después de la preparacion de los medios de cultivo todos los tratamientos
fueron inoculados con un volumen de 10ml de una cepa de microalga
Tetraselmis Contracta de concentracién de 1.04x10° cel/ml y rotulados

como se muestra en la Figura 5.

Figura N° 5. Inoculacion y rotulado de los cultivos. Fuente: Elaboracion
propia

2.1.1.3 Conteo celular
Para el conteo celular microalgal se sacé una alicuota de 1ml del Enatraz,
homogenizandolo previamente, y con las medidas asépticas necesarias,
como la utilizacion de la cabina de bioseguridad y mechero para evitar la

contaminacion de los cultivos. El contenido celular de la alicuota se paso a
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un vaso precipitado de 10ml agregandole una gota de lugol para fijar e

impedir el movimiento celular.

Figura N° 6. Extraccion de una alicuota para el conteo celular. Fuente:
Elaboracion propia

Se echd en la camara de neubauer una gota del contenido celular
colocando el cubreobjeto para su posterior conteo como se muestra en la
Figura N° 7.

Tiefe - Depth Neubauet
Profondeur improved

0100mm bright-\ing

KyNTEL
0,0025 mm? b

Figura N° 7. Conteo celular. Fuente: Elaboracién propia
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Luego se realizo el registro contando todas las células que se observaron
en las 4 esquinas de los cuadrados y convirtiéndolo por férmula a cel/ml.

Los recuentos para formar la curva de crecimiento de la microalga
Tetraselmis contracta, en los diferentes niveles de tratamiento, se

realizaron diariamente.

2.1.1.4 Determinacién del contenido de lipidos

Para la determinacion del contenido de lipidos se siguié el método de
extraccion Folch modificado por IMARPE, por ser considerado el método
mas confiable segun la literatura cientifica debido a que extrae lipidos
totales, gracias a la combinacidén de un solvente relativamente polar y uno

no polar.

Primero se centrifugo los cultivos en tubos falcon de 50ml, para la
separacion de fases a 4000rpm por 15min a 4°C, como se muestra en la
Figura 7., y se decant6 el sobrenadante de manera simple debido a que el

pellet formado fue compacto.

ﬂ' . A

Figura N° 8. Centrifugacion y formacion de pellets. Fuente: Elaboracién
propia

Se prepar6 una mezcla de cloroformo: metanol (2:1), con la medida de

seguridad necesaria de proteccion personal, adicionando 3ml a los pellets
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formados en los tubos falcon, homogenizandolo por bafio de ultrasonido
por unos segundos.

Luego se transfirieron los contenidos en tubos de 10 ml, colocandolos en
un bafio de ultrasonido durante 45 minutos y refrigerandolo posteriormente
por un periodo de 16 horas con el objetivo de favorecer la extraccion
completa de los lipidos y por dltimo volver a someter al bafio de
ultrasonidos.

Figura N° 9. Preparacion de la mezcla Cloroformo: metanol (2:1). Fuente:
Elaboracion propia

Después de someter al pellet a la solucion cloroformo metanol siguiendo el
proceso para la correcta y eficaz extraccién, los tubos de 10ml se
centrifugaron a 3500rpm por 20 minutos a 4°C, recuperando el extracto con
una pipeta Pasteur y transfiriéndolo a un segundo tubo de vidrio de 10ml

como se observa en la Figura N° 10.
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Figura N° 10. Separacion de los lipidos de la biomasa. Fuente: Elaboracion
propia

Se le agregd 750 pl de agua ultrapura mezclada con cloruro de potasio
con una micropipeta agitandolo en el vortex por alrededor de 30 segundos,

para separar al metanol de la solucion y facilitar su secado.

Figura N° 11. Preparacion de la mezcla: agua ultra pura y KCI. Fuente:
Elaboracion propia.

Luego fueron centrifugados a 2000rpm por 10 minutos a 25°C, provocando

la separacion de fases, en la parte inferior formada por cloroformo y lipidos
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que se extrajo introduciendo una pipeta pasteur y burbujeando,

colocandolo en un vial de 4ml seco y limpio previamente pesado.

Figura N° 12. Separacion de fases Cloroformo: metanol. Fuente:
Elaboracién propia.

La fase cloroformo lipido en el vial de 4ml se secdé con el

evaporador/concentrador y posteriormente se llevo a la estufa de vacio.

¥y

Figura N° 13. Secado con evaporador/concentrador y estufa de vacio.
Fuente: Elaboracion propia

Finalmente se peso el vial con el contenido de lipido y restandolo con el
peso inicial del vial obteniendo como resultado el contenido de lipidos en

microgramos (ug).
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Figura N° 14. Contenido de lipidos totales en el vial. Fuente: Elaboracion propia

2.2Variables

2.2.1 Variable independiente

- Concentracion de nitratos

2.2.2 Variable dependiente

- Contenido lipidico celular

Tabla N° 7. Matriz de operacionalizacion

VARIABLE DEFINICION DEFINICION DIMENSIO | INDICAD
CONCEPTUAL OPERACIONAL NES ORES
Concentraci | El nitrato (NO3 - ) Dosis mM
6n de es la forma Se tendra
nitrato. estable de las diferentes
INDEPENDI | estructuras concentraciones
ENTE oxidadas del de nitrato para los
nitrégen que sirve | 5 niveles de
como nutrientes a | tratamiento para
varios ver su relacion Parametros pH
organismos con el contenido del cultivo _
microbiologicos lipidico celular. C
(Anton y Lizaso, ppm
2001)
lux
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Contenido | La productividad Densidad cel/ml
lipidico lipidica es la Se determinara el | celular
celular capacidad de contenido lipidico
DEPENDIE | produccion de para ver la Lipidos mg/L
NTE lipidos por tiempo | cantidad de contenido
volumen de lipidos por por
cultivo volumen de volumen de
cultivo y por cultivo
unidad celular.

Fuente: Elaboracion propia

2.3Poblacion y muestra

2.3.1 Poblacién
- Cepa de la microalga Tetraselmis contracta del laboratorio de
cultivo menores de la Facultad de Ingenieria Acuiola -

Universidad Nacional Federico Villareal

2.3.2 Muestra
- 150ml de la cepa Tetraselmis contracta para inocular los 15

tratamientos de estudio.

2.4Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y
confiabilidad.

2.4.1 Técnica: La investigacion se llevd a cabo mediante
observacion y medicion directa, para el recuento celular se
utilizé la técnica de conteo diario para poder ir observando la
curva de crecimiento y la metodologia de Floch para la

determinacién de lipidos.

2.4.2 Instrumento: Los instrumentos de recoleccion de datos se hizo
con hojas de registro que parten del disefio experimental,
considerando que n instrumento de medicion adecuado registra
datos que representan claramente las variables de la

investigacion. (Williams, Unrau y Grinnel, 2009)
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2.4.3 Validez: La validez se refiere al grado en que un instrumento
refleja con claridad el contenido de la variable a medir. La
validez para los instrumentos se realiz6 bajo el criterio de

expertos en el area.

2.4.4 Confiabilidad: La confiabilidad se refiere al grado en que a la
aplicacion del instrumento produce resultados coherentes.
Sin embargo para este tipo de investigacion que utilizara fichas
de registro simple no es necesario determinar la confiabilidad

para este tipo de instrumento.

2.5 Métodos de anéalisis de datos

Para la presente investigacion se utilizara el analisis de varianza (ANOVA)
de un solo factor, cumpliendo con los 3 supuestos minimos para su
aplicacion (Normalidad de residuos, homocedasticidad e independencia de
los residuos), para determinar si las medias de las poblaciones son
significativamente diferentes, evaluando la importancia del factor al
comparar las medias de la variable de respuesta en los diferentes niveles

del factor.

En este andlisis se establece lo siguiente:

- Ho: No hay diferencia significativa entre las medias

- Ha: Las medias son significativamente diferentes
También se utilizara el método de comparaciones multiples “post-hoc” de
Tukey para tener una informacion mas detallada sobre las diferencias entre

las medias.

2.6 Aspectos éticos
El investigador se compromete a respetar la veracidad de los resultados, la

confiabilidad de los datos recibidos por el laboratorio.
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RESULTADOS
3.1Analisis descriptivo
3.1.1 Curvade crecimiento y densidad celular

Todos los tratamientos en el dia cero iniciaron con la misma concentracion
celular, con un valor aproximado de 1.04x10° cel/ml (valor teérico obtenido

por la densidad y volumen del inéculo).

En la Grafica N° 1 se muestra la curva de crecimiento de la microalga T.
contracta bajo una concentracion de 0 mM de nitrato (NaNO3) describiendo
un crecimiento relativamente rapido en los primeros dias pero sin alcanzar
altas densidades celulares.

Las mayores densidades celulares en el tratamiento A fueron de 4.34x10°,
3.59x10° y 3.38x10° cel/ml por cada réplica dentro de los dias de la fase

estacionaria.

5.00E+05

4.50E+05
=4.00E+05 -
= 3.50E405 e
S3.00E+05 o
f_§2.505+05 S—
2006405 A AT
T1.506+05 /o’
2 1.00E+05
8 5.00E+04

0.00E+00

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias de cultivo
Al A2 A3

Gréafica N° 1. Curva de crecimiento de la microalga Tetraselmis contracta
bajo una concentracion de 0 mM de nitrato (NaNO3). Fuente: Elaboracion
propia.

A concentracion de 0.88mM de nitratos se observo que apartir del quinto

dia la microalga iniciaba la fase exponencial del crecimiento y apartir del
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onceavo dia con la fase estacionaria (Grafica N°2), alcanzando valores
relativamente altos en el tratamiento B, obteniendo como maximo valor de
densidad celular de 1.10x10° cel/ml en las réplicas B1 y B2, y 1.24x10°

cel/ml en la réplica B3.

1.40E+06
1.20E+06

1.00E+06 >

8.00E+05 4

6.00E+05

4.00E+05 —

2.00E+05

0.00E+00 |
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Dias de cultivo

Densidad celular (cel/ml)

B1 B2 B3

Grafica N° 2. Curva de crecimiento de la microalga Tetraselmis contracta
bajo una concentracion de 0.88 mM de nitrato (NaNOj3). Fuente:
elaboracion propia.

La curva de crecimiento que describio el tratamiento C (Grafica N° 3) que
tenia una concentracion de 1.76 mM de nitrato (NaNO3), alcanzd las
mayores densidades celulares entre todos los tratamientos obteniendo
1.37x10°% 1.69x10° y 1.68x10° cel/ml , en las réplicas C1, C2 y C3
respectivamente, dentro de su fase estacionaria, sin embargo en los
primeros dias se observO una disminucion de su densidad celular,
alcanzando adaptarse en el 4 dia comenzando a realizar una curva

exponencial.
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Gréafica N° 3. Curva de crecimiento de la microalga Tetraselmis contracta
bajo una concentracién de 1.76 mM de nitrato (NaNO3) Fuente: elaboracion

propia.

A concentracion de 2.65 mM de nitratos se observd que apartir del cuarto

dia la microalga iniciaba la fase exponencial de crecimiento(Grafica N° 4),

obteniendo como maximos valores de densidad celular 1.15x10°, 1.47x10°

y 1.23x10° cel/ml en las réplicas D1, D2 y D3 respectivamente
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Gréafica N° 4. Curva de crecimiento de la microalga Tetraselmis contracta
bajo una concentracion de 2.65 mM de nitrato (NaNOs3).

Elaboracion propia.
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En el tratamiento E a diferencia de los demas tratamientos, hubo un
resultado totalmente diferente a sus réplicas.

La réplica E3 mostr6 un comportamiento totalmente distinto como se
muestra en la Grafica N° 5, bajo microscopio se observdé que en esta
replica la microalga se encontraba en estadio de su ciclo de vida diferente
como se observa en la Figura N° 16, sin embargo no se sabe que ocasiono
dicha reaccion en la microalga por la cual en los analisis estadistico no ha
sido tomada en cuenta por representar un valor atipico, sin embargo se
detallara su resultado de forma individual
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> 1.20E+06
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Gréfica N° 5. Curva de crecimiento de la microalga Tetraselmis contracta
bajo una concentracion de 3.53 mM de nitrato (NaNO3). Fuente:
Elaboracién propia.

Figura N° 15. Estadio de vida predominante en la réplica E2 bajo
microscopia a un enfoque de 100x. Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 16. Microalga Tetraselmis contracta fijada con lugol — enfoque

40x.

Los datos del ultimo dia de la densidad celular en todos los tratamientos
se muestran en la Tabla N° 7, obteniendo como mayor valor 1.69x10°
cel/ml en el tratamiento C y el minimo valor 3.34x10° cel/ml en el
tratamiento A, sin tomar en cuenta la réplica E2 que obtuvo un valor de
2.35x10° cel/ml.

Tabla N° 8. Densidad celular en el tltimo dia de cultivo

Concentracion de

Densidad celular

Nitrato (mM) (cel/ml)
Al 0 4,.32E+05
A2 0 3.38E+05
A3 0 3.34E+05
Bl 0.88 1.09E+06
B2 0.88 1.08E+06
B3 0.88 1.24E+06
C1 1.76 1.38E+06
Cc2 1.76 1.69E+06
C3 1.76 1.66E+06
D1 2.65 1.02E+06
D2 2.65 1.38E+06
D3 2.65 1.19E+06
El 3.53 1.40E+06
E2 3.53 2.35E+05
E3 3.53 1.41E+06

Fuente: Elaboracion propia
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3.1.2 Contenido de lipidos por volumen de cultivo

El contenido de lipidos final se obtuvo por la diferencia de los pesos de
vial y divido entre 50 ml, que fue el volumen de medio de cultivo que se

utilizé para la extraccion de lipidos para los diferentes tratamientos.

Tabla N° 9. Concentracion de lipidos (mg/L)

Concentracién  Peso Peso Peso  Concentracién
de nitratos Vial vial+lipidos lipidosl de

(mM) (ug) lipidos(mg/L)

0 4631123 4632183 1060 21.20

0 4605681 4606211 530 10.60

0 4586433 4586892 459 9.18
0.88 4628303 4629449 1146 22.92
0.88 4569563 4570652 1089 21.78
0.88 4690148 4691398 1250 25.00
1.76 4647669 4649260 1591 31.82
1.76 4563573 4565677 2104 42.08
1.76 4598530 4600666 2136 42.72
2.65 4561027 4562226 1199 23.98
2.65 4838531 4840515 1984 39.68
2.65 4589685 4591220 1535 30.70
3.53 4618336 4620360 2024 40.48
3.53 4647711 4648349 638 12.76
3.53 4609169 4611340 2171 43.42

Fuente. Elaboracion propia
El mayor contenido de lipidos fue de 43.42 mg/L, del tratamiento que

tenia una concentracion de nitrato de 3.53 mM, y el menor fue de 9.18

mg/L en el tratamiento de 0 mM de concentracion de nitrato.
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3.1.3 Contenido lipidico celular (pg/cel)
El contenido lipidico celular se obtuvo entre la division de la
concentracion de lipidos entre la densidad celular como se muestra en
la Tabla N° 10.

Tabla N° 10. Contenido lipidico celular

Concentracién Concentracion Densidad Concentracion

de nitratos de lipidos celular lipidica celular

(mM) (ug/mL) (cel/mL) pg/cel
Al 0 21.20 432000 49.07
A2 0 10.60 338000 31.36
A3 0 9.18 334000 27.49
B1 0.88 22.92 1090000 21.03
B2 0.88 21.78 1080000 20.17
B3 0.88 25.00 1240000 20.16
C1 1.76 31.82 1370000 23.23
C2 1.76 42.08 1690000 24.90
C3 1.76 42.72 1660000 25.73
D1 2.65 23.98 1020000 23.51
D2 2.65 39.68 1380000 28.75
D3 2.65 30.70 1160000 26.47
El 3.53 40.48 1320000 30.67
E2 3.53 12.76 235000 54.30
E3 3.53 43.42 1340000 32.40

Fuente: Elaboracion propia

El mayor contenido de lipidos por células de la microalga Tetraselmis
contracta fue de 54.30 pg/cel, que se encontré en la réplica E2 con un
medio de nitrato de 3.53 Mm, sin embargo esta réplica de comporto de
manera diferentes a todas las demas, por tanto no fue tomada en
cuenta en el analisis inferencial. El siguiente tratamiento con mayor

contenido de lipidos fue 49.07 pg/cel siendo parte del tratamiento A.
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3.1.4 Estimacién de la produccion de biodiesel

Se estimo la produccion de biodiesel tomando en cuenta el rendimiento

de biodiesel a partir de aceite fresco.

El porcentaje de rendimiento para biodiesel crudo es de 86.6% y para

el purificado es del 75%.(Ordofiez et al., 2013), estos pueden variar sin

embargo se tomara en cuenta estos datos para estimar el biodiesel

como se muestra en la Tabla N° 11.

Tabla N° 11. Estimacién de la produccion de diesel

U. de Lipidos  Volumen BIODIESEL BIODIESEL
tratamiento de en ml (d. CRUDO - PURIFICADO -
cultivo aceite 86.6% 75%
mg/l 0.92kg/l) rendimiento rendimiento

(ml) (ml)

Al 21.2 23.04 19.96 17.28
A2 10.6 11.52 9.98 8.64
A3 9.18 9.98 8.64 7.48
Bl 22.92 24.91 21.57 18.68
B2 21.78 23.67 20.50 17.76
B3 25 27.17 23.53 20.38
C1l 31.82 34.59 29.95 25.94
C2 42.08 45.74 39.61 34.30
C3 42.72 46.43 40.21 34.83
D1 23.98 26.07 22.57 19.55
D2 39.68 43.13 37.35 32.35
D3 30.7 33.37 28.90 25.03
El 40.48 44.00 38.10 33.00
E2 12.76 13.87 12.01 10.40
E3 43.42 47.20 40.87 35.40

Fuente: Elaboracion propia

La mayor produccion de biodiesel segun la estimacion fue de

35.40ml por litro de cultivo en el tratamiento E y el menor fue de

7.48ml por litro de cultivo en el tratamiento A.
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3.2 Andlisis inferencial

3.2.1 Densidad celular
La prueba estadistica de normalidad de residuos comprueba el
supuesto de que los residuos estan distribuidos normalmente.
Segun la gréfica de probabilidad normal de residuos, los datos de la
densidad celular (cel/ml) presentan una distribucion normal, obteniendo

un p valor igual a 0.536.
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Grafica N° 6. Prueba de normalidad de residuos—Densidad celular
(cel/ml). Fuente: Elaboracién propia, Minitab 18.

Cumpliendo con el supuesto de normalidad de residuos se aplica el
andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, obteniendo un p valor
de menos a 0.05 con un nivel de confianza del 95%, rechazando la
hipétesis nula, la cual postula que las medias no son significativamente

diferentes.

Tabla N° 12. Andlisis de varianza — Densidad celular (cel/ml)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
C. de nitratos (mM) 4 241176E+12 6.02941E+11 36.00 0.000
Error 9 1.50752E+11 16750222222

Total 13 2.56252E+12

Fuente: Elaboracion propia
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Grafica de caja de Densidad celular (cel/mL)
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Grafica N° 7. Gréfica de Concentracion de nitrato vs. Densidad celular.
Fuente: Elaboracion propia

Para determinar las medias con diferencia significativa se utilizé la
prueba post hoc de Tukey obteniendo que las medias de las
concentraciones 1.76 y 3.53 mM no son significativamente diferentes al
igual que las concentraciones de 0.88, 2.65 y 3.53 mM, sin embargo se
encontré una diferencia significativa entre las concentraciones de 0 mM

y todas las demés concentraciones.
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Gréafica N° 8. Comparacion por método Tukey — Densidad celular.
Fuente: Elaboracion propia.
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Se realiz6 el método MCB (Comparaciones multiples con el mejor) de
Hsu, y se determin6 que el nivel 6ptimo de concentracion de nitrato fue
de 1,76 mM, sin embargo no se encontré diferencia significativa con la

concentracion de 3.53 mM.
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Gréafica N° 9. Método MCB de Hsu - Densidad celular. Fuente:
Elaboracion propia.

3.2.2 Concentracion de lipidos

La prueba estadistica de normalidad de residuos comprueba el
supuesto de que los residuos estan distribuidos normalmente.

Segun la gréafica de probabilidad normal de residuos, los datos de la
concentracion de lipidos (ug/ml) en las diferentes concentraciones de
nitrato presentan una distribucién normal, obteniendo un p valor igual a
0.776.

Cumpliendo con el supuesto de normalidad de residuos se aplica el
analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, obteniendo un p valor
de 0.002 con un nivel de confianza del 95%, rechazando la hipétesis

nula la cual postula que las medias no son significativamente diferentes.
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Gréafica N° 10. Prueba de normalidad de residuos — Concentraciéon de
lipidos (ug/ml). Fuente: Elaboracion propia.

Se aplica el andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, obteniendo

un p valor de 0.002 con un nivel de confianza del 95%, rechazando la

hipétesis nula, la cual postula que las medias no son significativamente

diferentes.

Tabla N° 13. Andlisis de varianza — Concentracion de lipidos (ug/ml)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
C.de nitratos 4 1451.6 362.90 11.08 0.002
(mM)

Error 9 294.9 32.76

Total 13 1746.5

Fuente: Elaboracion propia.

43



Griéfica de caja de Concentracion de lipidos(ug/mL)
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Gréafica N° 11. Grafica de concentracion de nitrato (mM) vs.
Concentracion de lipidos (ug/ml). Fuente: Elaboracion propia.

Se aplicé la comparacion de las medias por el método de Tukey,
obteniendo que las concentraciones 1.76. 2.65 y 3.53 mM no son
significativamente diferentes al igual que las concentraciones de 0.88,
2.65 y 3.53mM, sin embargo se encontré una diferencia significativa
entre las concentraciones de 0 y todas las demas concentraciones en

excepcion con la concentracion 0.88 mM.
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Gréafica N° 12. Comparacion por el método de Tukey — Concentracion
de lipidos (ug/ml). Fuente: Elaboracién propia
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Aplicando el método MCB de HSU, se determind que el nivel 6ptimo de
nitrato para la concentracion de lipidos fue de 2.53 mM, sin embargo no
existe diferencia significativa con las concentraciones de 1.76 mM y 2.65

mM de nitrato.

IC de 95% simultaneas de Hsu
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Gréafica N° 13. Método MCB de Hsu - Concentracién de lipidos Fuente:
Elaboracion propia

3.2.3 Contenido lipidico celular (pg/cel)
La prueba de normalidad de residuos para el contenido de lipidico celular
(pg/cel), tuvo un p valor de 0.983, aceptando el supuesto necesario para la

aplicacion del andlisis de varianza.
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Gréfica N° 14. Prueba de normalidad de residuo — contenido lipidico
celular (pg/cel). Fuente: Elaboracién propia.
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Aplicando el andlisis de varianza (ANOVA) de un solo factor, se obtuvo
un p valor de 0.001 con un nivel de confianza del 95%, rechazando la

hipoétesis nula, la cual postula que las medias no son significativamente
diferentes.

Tabla N° 14. Andlisis de varianza — Contenido lipidico celular

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
C. de nitratos (mM) 4 182.59 45.646 13.73 0.001
Error 8 26.60 3.325

Total 12 209.19

Fuente: Elaboracion propia

Grafica de caja de Concentracidn lipidica (pg/cel)
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Grafica N° 15. Concentraciéon de nitratos (mM) vs. Contenido lipidico
celular (pg/cel). Fuente: Elaboracién propia.

Se aplico el método de Tukey para la comparacion de medias
obteniendo que existe diferencia significativa entre 0 y 0.88 mM, y
también entre 0.88 y las medias de 1.76 y 2.65 mM
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Gréfica N° 16. Comparacion por el método de Tukey — Contenido lipidico
celular (ug/ml). Fuente: Elaboracion propia

Finalmente se aplico el método MCB de HSU paras las comparaciones con
la media de los mejores niveles, y se determiné que el nivel 6ptimo de
concentracion de nitrato fue de 3.53, sin embargo no existe diferencia

significativa con el 0 mM.
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Gréafica N° 17. Método MCB de Hsu — Contenido lipidico celular (pg/cel).
Fuente: Elaboracion propia
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DISCUSION

El crecimiento de las microalgas segun su compartimento metabdlico
depende de las condiciones de cultivo a la que estan inmersas, por ello la
disminucibn o aumento de algunos factores y parametros medio
ambientales pueden cambiar o alterar su crecimiento y composicion
bioguimica. Diferentes estudios concluyen que a mayor cantidad de nitrato
en el medio de cultivo genera el aumento la tasa de crecimiento y por tanto
la obtencion de mayor densidad celular sin embargo algunas
investigaciones reportaron que el exceso de fuentes de nitrégeno puede
disminuir el crecimiento celular (Park et al.,2010), bajo ese contexto la
microalga Tetraselmis contracta tuvo una relativa tendencia de crecimiento
a mayor concentracion de nitrato evaluada desde un valor OmM a un valor
méaximo 3.53mM, obteniendo la mayor densidad celular a los 1.76 mM de
nitrato (NaNOj3), sin embargo no existe diferencia significativa con las
concentraciones de 2.56 y 3.53 mM de nitrato, cumpliendo con la primero

hipotesis planteada.

La eliminacion de nitrato como fuente de nitrdgeno en el medio de cultivo
para muchos investigadores es la mas efectiva facilitacion de lipidos y
carbohidratos siendo ampliamente explorado esta alteracion para
diferentes especies de microalgas con el objetivo de su potencial uso en
biocombustible (Fernandez, 2013 y Prochakova et al., 2013), esta
tendencia se reflejé6 también en la presenta investigacion con la especie
microalga Tetraselmis contracta, al contener mayor contenido lipidico por
unidad celular cuando no se le agregé nitratos al medio de cultivo, sin
embargo otras investigaciones reportaron que en algunas especies del
género Chlorella, la deficiencia de este macronutriente tuvo como efecto la
acumulacion de almidén sin tener alguna interaccion con el contenido de
lipidos (Illman et al., 2000 y Branyikova et al, 2011), y en los peores casos
se reporto que la disminucion de nitrato relacionada con alta intensidad de
luz disminuyo el contenido de lipidos como en el caso de la microalga

Haematococcus pluvilis (Damiani et al., 2010).
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V.

CONCLUSION

La mayor densidad celular (cel/ml) de la microalga Tetraselmis
contracta se obtuvo en el medio de cultivo con concentraciones de
1.76mM de nitrato (NaNOg3), sin embargo no existe diferencia
significativa con la concentracion de 3.53mM.

En el tratamiento de 1.76mM de nitrato, el valor promedio densidad
celular fue de 1.57x10° cel/ml, mientras que en el tratamiento 3.53Mm
fue de 1.41x10° cel/ml.

El mayor contenido de lipidos por volumen de cultivo (ug/ml) se obtuvo
en el cultivo en el medio de cultivo con concentracion de 3.53mM de
nitrato (NaNOg3), sin embargo no existe diferencia significativa con las
concentraciones 1.76 y 2.65mM.

En el tratamiento 3.53mM de nitrato, el valor promedio de contenido de
lipidos por volumen de cultivo fue de 41.95 pug/ml mientras que en el
tratamiento de 1.76mM fue de 38.87 ug/ml.

El mayor contenido lipidico celular (pg/cel) de la microalga Tetraselmis
contracta se obtuvo en el medio de cultivo con concentracion de
3.53mM de nitrato (NaNOgj), sin embargo no existe diferencia
significativa de con OmM.

En el tratamiento con 3.53mM de nitrato, el valor promedio de contenido
lipidico celular fue de 31.53 pg/cel, mientras que en el tratamiento de
OmM fue de 29.42 pg/cel

En cuanto al contenido lipidico la réplica E2 del tratamiento con 3.53mM
de concentracion de nitrato(NaNO3) fue la que obtuvo el mayor valor de
contenido lipidico por célula de la microalga Tetraselmis contracta
(54.30 pg/cel), sin embargo se desconoce el motivo de porque en esta
réplica del tratamiento E presento un estadio totalmente diferente.

Una estimacion de biodiesel tomando como referencia datos de
rendimiento de produccién se obtuvo en el tratamiento E la mayor
produccion de diesel con una generacion promedio de 34.2 ml / L de
cultivo, sin embargo al no ser significativamente diferente al tratamiento
C segun el analisis estadistico esta seria la mejor produccion con un

promedio de 31.69 ml /L de cultivo con menor requerimiento de nitrato.
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VI.

RECOMENDACION

Se recomienda que al estudiar a la microalga Tetraselmis contracta , se
tome en cuenta que cuando se realice su conteo diario también se las
visualice sin utilizar el fijador (lugol) para observar si se encuentran en
movimiento debido a que existe fases del ciclo de vida de esta microalga
en la que pierden sus flagelos lo cual detiene su crecimiento., también hay
que asegurarse que la cepa utilizada para inocular no cuente con
diferentes estadios de vida juntos porque esto retrasara el tiempo de

estudio.

Como parte de los resultados obtenidos se recomienda que se haga un
analisis del perfil de &cidos grasos de los lipidos producidos por la
microalga Tetraselmis Contracta tomando en cuenta los diferentes niveles
de concentraciones estudiados , pudiendo asi saber la calidad del
biodiesel que se puede producir tomando en cuenta las normas ASTM que

establece especificaciones para el biodiesel

Para esta microalga recomienda la utilizacion de medios sin agregados de
nitratos para cuando se quiere estudiar con un enfoque de utilizacién en
industrias especificas de fabricacion de biodiesel y solo centrarse en

mejorar su reproductividad, haciendo tratamientos de estrés continuo.

Por dltimo se recomienda que se estudie a la microalga Tetraselmis
contracta bajo un me de cultivo con porcentajes de aguas residuales de
preferencia de procedencia de insdustrias como la agricultura, psicultura y
domésticos que por lo generar tienen caracteristicas de contener mayor
contenido de nutrientes, debido que bajo este estudio se comprob6 de que
resiste altas concentraciones de nitrato mayores a los establecidos por el
ECA de agua, ademas varios estudios indican que las microalgas tienen la
capacidad de utilizar los nutrientes de aguas residuales (Xu et al., 2006,
Kim et al.,, 2006 y Park et al.,, 2010), siendo esta una estrategia para
disminuir el costo de cultivo y reducir la contaminaciéon ambiental de

diversas fuentes de efluentes con contenido altos de nitrato.
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ANEXOS

ANEXO 1. Instrumento de recoleccion de datos — Registro de conteo celular

REGISTRO DEL CONTEQ CELULAR DIARIC

Fachs:

e da Coonfrart & la camara o S
LMD O " et
CONTED ARl TLIkA Pramedia

fepyety) eyl el igedimil]

Primcra

Toundd

Al

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

Primcra

Toundd

e
|81

Primcra

s
[
[
=

B

56



ANEXO 2. Instrumento de recolecciéon de datos — Registro de lipidos totales
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ANEXO 3. Informe de resultados de lipidos totales
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\ o Area Funcional de Investigaciones en Acuicultura
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INFORME DE RESULTADOS: N* 04/2018

Solicitante: Srta Angie Elizabeth Allende Usaqui
Muestras: Cnco (05) muestras de cultivo de microalgas
Servicio: TUSNE N’ 8: Ensayo de Lipidos en Microalgas

Fecha de recepcion: 05072018
Fecha de entrega de resultados: 10/07/2018
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PROCEDIMIENTO

La extraccion de los lipidos fue reglizaco mediants @l métado de Foich (1957), que consistio
en mezcler of paliet de 50 i de cultvo microalgas con una solucicn de cloroformo:metancl
21. 58 usd un bafto de ultrascrdo Branson 2510 para mejorsr 18 extraccidn de kpkdcs. 18
1350 d@ cloraformodlipidos fue separada con KCI 0 88% y evaporada con nardgena gas para
obtener o peso de los lipidos por gravimetrla en ung microbalanza Sartanus MSAG 65000
DI, Los resultados s& expresaron como concentracion de pxdes (pgimL) 1

RESULTADOS

Tabla 1. Rescltados de la concentracion de Ipidos 6n 1gs musslras

CodigodeMusstra  LP0s

A (Rep1) 2120
A (Rep2) 1060
A (Regd) 9.8
B (Rep!) aRn
B (Rep2) 2178
B (Repd) 2600
C (Rept) N8z
C (Rep2) 4208
C (Repd) an
D (Rept) 2398
D (Rep2) X6y
D (Repd) N7
E (Rept) 4048
E {Rep2) 1276
F (Rep3) 4342
Fiep Figsies
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ANEXO 4. Acta de aprobacion de originalidad de tesis

Codgo : FOS-PP-PR.02.02
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detectadas no consbiuyen plagio. A mi leal saber y antender la tesls cumple con
1odas las normas para el uso de cias y referancias establecidas por la Univessidad
Casar Vallejo.

Lo Olivos, 10 de setiembre de 2018

Gla D

Juan Alberto Peratta Medina
DN 08127800

Rupresentants de o Direccion /

Direccion de Revisd | Vicemectorado de Investigacide | Aprobd | Rectorado

Habord
Investigackin ¥ Calidnd
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ANEXO 5 . Imagen de Turnitin
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UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

FORMATQ DE SOLICITUD

5 I s
e vel .
W e

SOLICITA:

Digiial.z:)ucn de
Tesis

ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

ndl USGC{“* con DNI NeJOU52613
511 Cr.i3 M. O Jtey - yegs

ante Ud. Con el debido respeto, expongo lo siguiente:

Que en mi condicién de alumno de la_promociéng()??....j:..del programa ..INGENIER[A
AMBIENTAL..

Ingenierfa Ambiental, recurro a sy honorable despacho para solicitar

- Identificado con el cddigo de matricula N° | .. de la Escuela de

lo siguiente:

.......................... #:
PAYS SV polendal Uso omo biodiece |, 201¢ %
Por lo expuesto, agradeceré ordenar a quien corresponde se me atienda mi peticion por ser de

justicia,

'
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UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

Centro de Recursos para el Aprendizaje y Ia Investigacion (CRAI)
“César Acuria Peralta”

FORMULARIO DE AUTORIZACION PARA LA
PUBLICACION ELECTRONICA DE LAS TESIS

1. DATOS PERSONALES

Apellidos y Nombres: (solo los dato ,del que autoriza)
o B e fosatonielgus

D.N.I. 70982673
Domicilio 4
Teléfono

E-mail

2. IDENTIFICACION DE LA TESIS

Modalidad:
Tesis de Pregrado_ <y
Facultad : S bt
Escuela : ..%’%}9‘.’1’.’..‘.‘(.’,‘1../._’7’.'7.[.’.’.".'.7.@/ ....................................
Carrera : AGEUCHD Lmbensa]
Titulo ADGENEA. Amberta). e
[ Tesis de Post Grado
[J Maestria [J Doctorado
s T R A
Mencidén

3. DATOS DE LA TESIS
Autor (es) Apellidos y Nombres:

....................................................

nutrienle Pare suvpdlencial vse Come delec:\, 201q "
Afio de publicacién -

4. AUTORIZACION DE PUBLICACION DE LA TESIS EN VERSION
ELECTRONICA: .

A través del presente documento,
Si autorizo a publicar en texto-.completo mj tesis.

No autorizo g publicar en texto completo mj tesis. ]
/ / 4 v '] .
Firma : (/P&L{‘v“ : ,(( Fecha: (59518
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