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microalgas, encontrando que durante la fase de crecimiento exponencial, los tratamientos
que recibieron fotoperiodo 24:0 presentan densidades mas altas, sin embargo, durante la
fase estacionaria las densidades mas altas se registraron en los tratamiento con
fotoperiodo 12:12, ademas al aumentar la intensidad luminica y el fotoperiodo a 24 horas
de luz se obtiene la mayor cantidad de lipidos (%).

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

Microalgae are a very good alternative for the production of biofuels since they
capture large amounts of CO> from the atmosphere, reduce CO> emissions and do not
generate food safety at risk. In this sense, the effect of photoperiod and luminosity was
evaluated in The growth and production of lipids of Chlorella sp., under laboratory
conditions, isolating the strain through in dilutions, were cultivated in photobioreactors of 3
L capacity, with constant aeration, varying the light intensity (1000 and 2000 lux) and the
photoperiod (12 : 12 and 24 light), the population growth was evaluated with a Neubauer
chamber by the hematocytometer method, chlorophyll was quantified by the method of
Arnon (1949), the dry weight of the biomass was estimated and the amount of lipids
accumulated in the microalgae, finding that during the exponential growth phase, the
treatments that received 24: 0 photoperiod present higher densities, nevertheless, during
the stationary phase the highest densities were recorded in the 12:12 photoperiod
treatments, to increasing the light intensity and the photoperiod in 24 hours of light, the
highest amount of lipids was obtained (%).
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Introduccion

Como respuesta a la crisis que se ha generado por el impacto ambiental y los costos del
petroleo, ha surgido la necesidad de buscar alternativas que, sin dejar de ser eficientes para el uso
de medios de transporte teniendo en cuenta que este abarca alrededor del 73.3% del consumo
global de petréleo, contribuyan responsablemente a la conservacion al medio ambiente (Balat y
Balat, 2010).

La produccion de combustibles a partir de fuentes renovables, ha aumentado
considerablemente en los Gltimos afios. El uso de biocombustibles tiene varios objetivos y se
fundamenta en la necesidad de garantizar el abastecimiento energético de los paises, disminuir su
dependencia de los combustibles fosiles, adicional a los beneficios sociales, ambientales y
econdmicos que se pueden obtener con la generacién de empleos permanentes, el fortalecimiento
del sector agricola y de las economias regionales, el desarrollo agroindustrial, el mejoramiento
de la calidad del aire que respiramos y la sustitucion de cultivos ilicitos, entre otros beneficios
(Ministerio de Minas y Energias, 2009; Marin y Correa, 2020).

Con el fin de evitar la importacion de petréleo en tiempos en que la produccién nacional
no es suficiente para compensar la demanda nacional, los biocombustibles son la Unica
alternativa de conservar una independencia energética necesaria para el desarrollo.

Teniendo en cuenta las dificultades generadas por la necesidad del uso de la energia fosil,
en los Gltimos afios se ha puesto en marcha el disefio y la implementacién de tecnologias para
suplir dicha necesidad de forma responsable con el medio ambiente, como es el caso de los
biocombustibles (Queiroz et al., 2015). Las microalgas constituyen una fuente para la obtencion
de biocombustibles, ya que por medio de la energia solar producen materia organica, su .f

crecimiento es acelerado y su composicién bioquimica puede variar cambiando las condiciones
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ambientales y los nutrientes de cultivo, lo que permite que puedan acumular mayor cantidad de
lipidos para que sean aprovechados en la produccién de biodiesel (Montoya, 2021).

El contenido lipidico de las microalgas varia dependiendo tanto de la especie como
también de sus condiciones de cultivo, Castellanos et al., 2019 estiman que la acumulacion de
lipidos puede variar entre un 5y un 70% con relacion a su peso seco, segun algunas condiciones
de cultivo como el estrés nutricional o cambios ambientales (salinidad, pH, temperatura,

intensidad luminica, fotoperiodo, etc.).

Las microalgas son Utiles en procesos de biorremediacion, para remover metales pesados
y materia organica, gracias a que su pared celular tiene componentes que contribuyen a su
capacidad de retencion de contaminantes del agua (Infante et al, 2012). También suelen ser de
gran valor para la alimentacion humana, la fabricacion de fertilizantes, gomas industriales,

cosmeéticos, compuestos medicinales, biocombustibles, entre otros.

Una de las principales caracteristicas de las microalgas es convertir la energia luminica,
en energia quimica de forma mas eficiente que las plantas, ademas de la capacidad que tienen
para crecer en cualquier ambiente, y ser termoadaptables les confiere ciertas caracteristicas que
las convierten en una fuente importante de biomoléculas y metabolitos aprovechables

industrialmente sobre todo para la generacion de energia (Subia y Rubio, 2018).

Se ha demostrado a nivel de laboratorio que las microalgas tienen potencial para la
produccion de biodiesel (Arias et al, 2013), sobretodo en ciertas condiciones de cultivo que
regulan su crecimiento, promoviendo la acumulacién de lipidos como las fuentes de carbono, ya
sea organica (glucosa, acetato, glicerol, fructosa, entre otras) o inorganica (COz) (Huang et al.,

2010) y la energia luminica en terminos de fotoperiodo, calidad (longitud de onda) e intensidad.
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Por otra parte, para el crecimiento de las microalgas y para potencializar sus aplicaciones
industriales se deben tener en cuenta la disponibilidad de nutrientes, calidad e intensidad de la
energia luminica suministrada al medio, temperatura, salinidad, pH. Por lo anterior el objetivo
del presente estudio fue determinar el efecto del fotoperiodo y la luminosidad en el crecimiento y

produccion de lipidos en Chlorella sp., bajo condiciones de laboratorio.
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1. Planteamiento del problema

La base de todos los sectores econdémicos (agricultura, industria y servicios) es la energia
y esta demanda energética que aumenta gradualmente, ha sido suplida en gran parte por el
petréleo, sin embargo, este recurso es un combustible fosil y de alto costo (Pasquevich, 2010).
Con la utilizacién de estos combustibles, el hombre generé un cambio revolucionario en las
tecnologias utilizadas, sin embargo, su uso constante trajo consigo consecuencias altamente
nocivas para el medio ambiente. La combustion de este recurso natural genera un alto grado de
acumulacién de CO2 (Serna et al., 2011) uno de los principales gases que provocan el efecto

invernadero en la atmosfera (Brennan y Owende, 2010).

Los gases con efecto invernadero representan alrededor de 1% de la atmosfera e impiden
que parte del calor sea liberado de la tierra. Por lo tanto, sin este efecto; la temperatura de la
tierra seria 300C mas baja, y la vida no se veria como la conocemos (Chauvet y Gonzalez, 2008).
Sin embargo, un aumento desmedido de estos gases es sumamente perjudicial para el planeta y
por ende para la vida que en él se desarrolla. El calentamiento de la superficie terrestre ha

aumentado mas de 0.6 o C desde los tltimos 100 afios.

De acuerdo con la Comision Marco de Naciones Unidas para el Cambio Climatico
(CMNUCC) 2010, el factor de aumento de temperatura se origina en un proceso de
industrializacion que inicié hace un siglo y medio y, particularmente, por un incremento en la
combustion de petrdleo, gasolina y carbdn, asi como la tala de bosques y algunos métodos

inadecuados de explotacion agricola.

Como respuesta a la crisis que se ha generado por el impacto ambiental y los costos del

petréleo, ha surgido la necesidad de buscar alternativas que, sin dejar de ser eficientes para el uso
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de medios de transporte, teniendo en cuenta que este abarca alrededor del 73.3% del consumo
global de petréleo, contribuyan responsablemente a la conservacion al medio ambiente (Balat y
Balat, 2010). La produccion de combustibles a partir de fuentes renovables, ha aumentado

considerablemente en los Gltimos afios.

El uso de biocombustibles tiene varios objetivos y se fundamenta en la necesidad de
garantizar el abastecimiento energético de los paises, disminuir su dependencia de los
combustibles fosiles, adicional a los beneficios sociales, ambientales y econdmicos que se
pueden obtener con la generacion de empleos permanentes, el fortalecimiento del sector agricola
y de las economias regionales, el desarrollo agroindustrial, el mejoramiento de la calidad del aire
que respiramos Y la sustitucion de cultivos ilicitos, entre otros beneficios (Ministerio de Minas y

Energias, 2009).

Con el fin de evitar la importacion de petréleo en tiempos en que la produccion nacional
no es suficiente para compensar la demanda nacional, los biocombustibles son la Gnica
alternativa de conservar una independencia energética necesaria para el desarrollo. Teniendo en
cuenta las dificultades generadas por la necesidad cada vez mayor y el uso de la energia fosil se
ha visto la necesidad de implementar tecnologias para suplir dicha necesidad de forma
responsable con el medio ambiente y renovable, como es el caso de los biocombustibles
(Queiroz., et al, 2015). Estos proceden generalmente del azucar, trigo, maiz o semillas
oleaginosas, sin embargo, para el caso del biodiesel, las microalgas constituyen una muy buena
alternativa ya que captan grandes cantidades de CO2 de la atmosfera, reduce las emisiones de
CO02, ademas no pone en riesgo la seguridad alimentaria como sucede con el uso de otras fuentes
de materia prima ya que no requieren terrenos fértiles ni agua de buena calidad, ni pesticidas

para crecer.
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Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente se plantea la siguiente pregunta de
investigacion:
¢ Qué efecto tiene el fotoperiodo y la intensidad luminica en la produccion de lipidos a

partir de Chlorella sp., como fuente potencial para la obtencion de biodiesel?

®
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2. Objetivos

Objetivo general
v’ Evaluar el efecto del fotoperiodo y la luminosidad en el crecimiento y produccion de

lipidos en Chlorella sp bajo condiciones de laboratorio.

Objetivo especifico
v’ Establecerlas principales variables de crecimiento asociadas a la produccién de biomasa

en Chlorella sp., sometida a los diferentes tratamientos experimentales.

v Cuantificar el porcentaje de lipidos presentes en Chlorella sp., sometidas a los diferentes

tratamientos experimentales.
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3. Justificacion

El uso excesivo y la dependencia de los recursos fosiles como fuentes principales de
energia ha generado la necesidad de buscar opciones gque suplan los requerimientos energéticos y
gue no tengan efectos nocivos para el medio ambiente. En los Gltimos afios ha tomado gran
importancia el estudio de todas aquellas técnicas que optimicen los procesos de obtencion de

biocombustibles para que estos sean energeticamente productivos y econdmicamente viables.

Los biocombustibles, son combustibles de origen bioldgico, que se obtienen de una
biomasa, resultante de la conversion de energia solar en energia quimica mediante el proceso de
fotosintesis que posteriormente por medio de combustion liberan energia en forma de calor

(Garcia et al, 2013).

El término biomasa abarca un conjunto muy heterogéneo y variado de materia organica y
se emplea para denominar a una fuente de energia basada en la transformacion de la materia
organica de origen animal y vegetal, asi como también toda materia organica de la que se pueda

obtener energia con excepcion de los combustibles fosiles y sus derivados.

El principal objetivo de los biocombustibles es contribuir a la minimizacion de los
impactos ambientales como el calentamiento global y disminuir la presion existente sobre los
yacimientos petroliferos que son las fuentes de los combustibles que se utilizan hoy en dia y que

son finitos (Valdez, 2009).

A nivel mundial algunos paises como Brasil, China, Japon y la Union Europea, tienen
politicas nacionales de uso del biodiesel, han contribuido al auge de los biocombustibles como
energia renovable, estas nuevas alternativas han generado alianzas entre diversos paises como es

el caso de la inversion de empresas del Japon en el sector productivo Brasilefio, esto con la
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firme intencion de desarrollar cultivos y tecnologias que contribuyan la disminucion del precio
final del Biodiesel y de ésta manera poder importar productos de calidad a un precio inferior

(Serna et al, 2011).

Las microalgas constituyen una muy buena alternativa para la produccion de
biocombustibles ya que captan grandes cantidades de CO- de la atmosfera, reduce las emisiones
de CO2y no ponen en riesgo la seguridad alimentaria. Las investigaciones que se han realizado
en la produccién de biodiesel a partir de microalgas abarcan més de 20 afios, dichas
investigaciones se han realizado tanto desde el sector privado hasta aquellos que se dedican a la
academia y la investigacion, pues se ha demostrado que algunas especies de algas tienen un gran

potencial para la produccién del biocombustible (Castillo et al., 2017).

Este proyecto de investigacion pretende aportar elementos para la generacién de energias
alternativas, particularmente en la acumulacion de aceites de microalgas con potencial para la
produccidn de biodiesel, que permita contribuir favorablemente con el medio ambiente y crear
desde el contexto local, de la ciudad de Neiva y desde el contexto regional desde el
Departamento de Huila, conciencia sobre el uso excesivo de combustibles fésiles y la necesidad

de aportar a la conservacion del medio ambiente.
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4. Marco teorico

Combustibles fosiles

Los combustibles fésiles (carbon, petréleo y gas natural), son el resultado de la accidn
entre bacterias y la presion interior de la tierra sobre la materia orgénica en proceso de
descomposicion durante siglos. Estos combustibles son una fuente de energias no renovables ya
que existen en la naturaleza en una cantidad limitada. Han suplido los requerimientos energéticos
mundiales desde la época de la industrializacion; de hecho, en las Gltimas décadas el petréleo, el
carbén y el gas natural han sido los combustibles mas utilizados y en mayor cantidad (Salaet y

Roca, 2010).

Como consecuencia del uso y abuso de los combustibles fosiles han surgido dos grandes
preocupaciones, en primera medida los impactos ambientales que generan su uso, tanto para el
aire generando emisiones de gases con efecto invernadero, como también para la tierra y el
agua, pues al momento de realizar perforaciones, extracciones, procesamiento e incluso el
transporte de las materias primas se hace uso de estos recursos y ademas de gastarlos los
contamina con los desechos toxicos que estos generan (Aries, 2006). También es de gran
preocupacion y un tema de amplio debate el agotamiento de las reservas de dichos recursos y por

ende la tendencia del aumento de sus precios.

Biocombustibles
Segun Schallenberg et al. (2008), los biocombustibles o energias renovables son aquellas
que se producen de forma continua y son inagotables, puesto que se renuevan continuamente a

diferencia de los combustibles fésiles, de los que existen unas determinadas cantidades o
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reservas, agotables en un plazo més o menos determinado. Las principales formas de energias
renovables que existen son: la biomasa, hidraulica, edlica, solar, geotérmica y las energias

marinas. Las energias renovables provienen, de forma directa o indirecta, de la energia del solar;

constituyen una excepcion la energia geotérmica y la de las mareas.

Para el caso particular de Colombia, la idea de la utilizacion de los biocombustibles ha
venido evolucionando con el apoyo de la adopcion de decretos de ley que permiten la
introduccién de biocombustibles, mezclados con combustibles fésiles como la gasolina y el
diésel. Esta accion esta apoyada en normas que obligan a implementar una mezcla gradualmente
en el territorio nacional, y que podra impulsar la produccion de materias primas y la produccién
de alcohol carburante y biodiesel. EI Gobierno nacional, mediante la expedicion de la Ley 693 de
12 de septiembre de 2001, establecié que a partir del afio 2005 la gasolina colombiana deberia
tener elementos oxigenados que disminuyeran las emisiones nocivas, en esta ley se propone el

uso de una mezcla de 90 % gasolina y 10 % etanol (Pérez, Delgado y Salgado, 2015).

De igual manera, hay otros instrumentos juridicos para aprovechar los medios energéticos
con baja contaminacion atmosférica como lo son el CONPES 3510, leyes 693 de 2001, Ley 993
de 2004, entre otros. Por su parte, especificados en las resoluciones sobre la calidad de diésel y
gasolina, se destacan las resoluciones 1180 de 2006 y 90963 de 2014. (Ramirez y Rodriguez,

2019).

En el territorio nacional se destacan plantas de biocombustibles sostenibles del caribe,
BioD, Ecodiesel de Colombia y Aceites Manuelita con la mayor produccién de biodiésel por dia
correspondiendo al 73,2 % de la produccion total diaria de esta region. Colombia actualmente
presenta un déficit de 61 %, lo que significa que existe una demanda para el biodiésel que no esta

satisfecha. Actualmente la cobertura de la mezcla de diésel fosil con biodiésel al 5 % incluye la
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Costa Atlantica, Santander, sur del Cesar, sur y occidente del pais, la comercializacion de diésel
fosil y biodiésel inicié en 2009, en los departamentos de Narifio, Cauca, Valle del Cauca,
Risaralda, Caldas y Quindio (Perez et al., 2015). Sin embargo, durante el afio 2019 el gobierno
nacional tomo la decisién del Gobierno de rebajar del 12% al 2% la mezcla de biodiésel en el
acpm para el transporte en Colombia, razén por la cual dejé sin mercado a 11 plantas
productoras de biodiesel, actualmente la Unica planta productora de biodiesel que esta trabajando
es Ecodiesel de Barrancabermeja, la cual entrega el total de su produccion a la empresa

Ecopetrol (Tovar, 2019).

Segun el Ministerio de Minas y Energia (2009), teniendo en cuenta los retos identificados
para Colombia en el Consejo Nacional de Politica Econdmica y Social (CONPES) 3510 de 2008,
se hace la sugerencia de implementar estrategias que busquen generar las condiciones necesarias
para el mejoramiento de la eficiencia productiva de la agroindustria de los biocombustibles, de

manera econdmica, social y ambientalmente sostenible.

Biodiesel

Uno de los grandes retos a los que se enfrenta la humanidad actualmente constituye la
sustitucion de los combustibles fosiles derivados del petréleo, por combustibles de origen
biol6gico; una de las posibilidades para reemplazar el diésel de petréleo es la produccion de
biodiesel. El biodiesel es un combustible renovable que se deriva de los aceites vegetales y las
grasas animales, con propiedades similares a las del petroleo. Algunas investigaciones han
concluido que el uso del biodiesel reduce las emisiones de monoxido de carbono, azufre,

hidrocarburos aromaticos y particulas solidas (Chavez, et al., 2012).
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El biodiesel es una mezcla de mono alquil-esteres que se sintetiza por medio de la
transesterificacion de aceites y catélisis homogénea basica con alcoholes de cadena corta, que es

la reaccion quimica encargada de transformar los glicéridos en ésteres de acidos grasos de
alquilo con presencia de un catalizador con glicerina como subproducto (Chavez et al., 2012).
Esto hace al biodiesel muy semejante a las caracteristicas del diésel comdn en cuanto a energia
calorifica, densidad y viscosidad, y ambos puede ser mezclado en cantidades bajas para ser
utilizados sin necesidad de hacer modificaciones en los motores de autos que lo utilizan. Al ser
un combustible obtenido de fuentes naturales tiene caracteristicas que hacen de su uso un

mecanismo favorable al medio ambiente (Ministerio de Minas y Energia, 2009).

Los paises que han incursionado en la produccién de Biocombustibles, se encuentran
principalmente en el continente americano y en Europa. Es asi como mas del 95% del Etanol
producido en el mundo es cubierto por América, mientras que Europa le ha apostado en mayor

medida a la produccion de Biodiesel.

Generalidades de las algas

Las algas son un conjunto de organismos acuaticos pluricelulares (macroalgas) y
unicelulares (microalgas); las macroalgas son plantas similares a las terrestres porque necesitan
de la luz, poseen raices, tallos y pigmentos; se encuentran a diferentes profundidades, en aguas
dulces, salobres y marinas (Blanco y Alfonso, 2008). Las microalgas son organismos eucariotas
fotosintéticos capaces de transformar la energia luminosa en energia quimica con una eficiencia

cuatro veces superior a la de las plantas.

9 Sede Administrativa / Cra 23 -40 Q PBX: 875 3686
® www.usco.edu.co / Neiva C Linea Gratuita Nacional: 018000 968722

9 Sede Central / Av, Pastrana Borrero-Cra. 1 Q PBX: 875 4753 g g % ,



RRRTRN i ACREDITADA DE
S J SURCOLOMBIANA ALTA GALIDAD

IT:891180084-2
La mayor parte de las algas son fotoaut6trofas, aunque algunas son heterétrofas
facultativas u obligadas; unas cuantas son inclusive fagotroficas. La mayoria de las algas son
organismos acuaticos que viven en cuerpos de aguas, es posible encontrar algunas especies que
se desarrollan en habitats tan diversos como troncos de arboles, bancos de nieve, aguas termales

o incluso dentro de cavidades diminutas de las rocas del desierto (Marshall, 1987).

Existe una clasificacion, sin embargo, ha sido un tema que ha generado mucho debate y
discusion teniendo en cuenta la gran diversidad de estos organismos. Los primeros intentos por
distinguir grupos separados de algas se basan en la pigmentacion, se distinguen los grupos de

algas verde azules (cianobacterias), pardas, verdes y rojas (Blanco y Alfonso, 2008).

Las algas verdes presentan una diversidad en su forma corporal, mientras que en otras
clases la evolucion de esta caracteristica apenas ha avanzado mas alla de la etapa unicelular

(Marshall, 1987).

Las algas son utiles, por ejemplo, en procesos de biorremediacion, para remover metales
pesados y materia organica, gracias a que su pared celular tiene componentes que contribuyen a
su capacidad de retencién de contaminantes del agua (Barrios et al., 2012). También suelen ser
de gran valor para la alimentacion humana, la fabricacion de fertilizantes, gomas industriales,

cosméticos, medicinales, biocombustibles, entre otros.

Produccion de microalgas
En la actualidad las microalgas son consideradas como una gran alternativa para la
produccidn de biodiesel, ya que poseen un gran contenido en lipidos y aceites; ademas, son

fotosintéticamente eficientes, pueden crecer en diferentes ambientes y presentan una alta tasa de
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crecimiento. (Castillo et al., 2017). A nivel de laboratorio, se ha demostrado que algunas
especies de microalgas poseen un gran potencial para la produccion de biodiesel. (Arias et al.,

2013).

Segun Flores et al., 2003; existen dos tipos de sistemas para la produccion de microalgas;
los sistemas abiertos, en los que el cultivo esta expuesto a la atmosfera, es decir, no hay un
control total de los pardmetros que afectan el cultivo y son susceptibles a contaminacion por
invasion de otros microorganismos, ademas, resultan ser de bajo costo e igualmente de baja
productividad.

A los sistemas cerrados se les denominan fotobiorreactores, en los que el cultivo no tiene
contacto alguno con la atmosfera, es decir, que con mayor facilidad se controlan todos los
parametros que afectan el cultivo, tales como la intensidad de la luz, la temperatura, nutrientes,

entre otros, que facilitan el crecimiento y la acumulacidn lipidica (Faife, 2012).

Factores que afectan la produccion de lipidos en las microalgas

Asi, como se ha avanzado en el estudio de los sistemas de cultivo, también se han
estudiado varias especies de microalgas y su capacidad para producir lipidos, se considera que la
produccion a partir de estos microorganismos supera en un 10 y 40 % el valor por la produccion
de biodiesel a partir del aceite de palma. Es importante tener en cuenta que el contenido lipidico
de las microalgas varia de acuerdo a cada especie y a sus condiciones de cultivo, puesto que
cuando estan sometidas a situaciones de estrés generalmente se produce un aumento en su
contenido lipidico, el cual puede estar alrededor del 80% del peso de la biomasa seca y en

condiciones normales entre 20 y 50 % (Alvarez, et al., 2012).
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Tabla 1

Acumulacion de lipidos de algas dulce acuicolas. Tomado de Arias et al. (2013).

Especie Lipidos (% peso seco)
Chlorella emersonii 63
Chlorella protothecoides 11-59
Chlorella pyrenoidosa 27

Chlorella sorokiniana 13-23
Chlorella saccharophila 18 — 54
Chlorella sp. 19-43
Chlorella vulgaris 15-58
Chlorella zofingiensis 51
Haematococcus pluvialis 35
Neochloris oleoabundans 26— 38
Scenedesmus dimorphus 31
Scenedesmus incrassatulus 8-12
Scenedesmus obliquus 10-43
Scenedesmus ruvescens 2743
Scenedesmus sp. 7-53

El anélisis de las caracteristicas del desarrollo estacional y espacial de las algas debe
enmarcarse dentro de una dindmica de relaciones entre los parametros ambientales y las

caracteristicas fisioldgicas de los organismos (Orond, 2012). Es importante un estudio detallado
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de los factores que regulan el crecimiento y la acumulacion de lipidos para maximizar la

produccion de biodiesel.

Teniendo en cuenta que las algas son organismos fotosintéticos necesitan para obtener
energia quimica una fuente de carbono, ya sea organica (glucosa, acetato, glicerol, fructosa, entre
otras) o inorganica (CO2) (Huang et al., 2010). En fases oscuras las algas utilizan
exclusivamente compuestos organicos como fuente de energia mientras que, en ausencia de
oscuridad, toman su energia tanto de fuentes organicas como inorganicas y captan la energia de

la luz.

Cada especie responde de forma diferente a cada una de las condiciones del cultivo, la
Chlorella sp., responde favorablemente en la acumulacion de lipidos cuando en las condiciones
de cultivo los nutrientes se agotan (nitrégeno, potasio-fosfato, hierro y los tres combinados), sin
embargo, no de todos los tipos de nutrientes, con la disminucién del nitrégeno en el cultivo la

post-cosecha presenta mayor acumulacion de lipidos (Rodolfi et al.,2009).

El crecimiento en las microalgas y la acumulacion de lipidos estan directamente
relacionados con la composicion y las condiciones del medio de cultivo. Para la obtencion de una
gran cantidad de biomasa es necesario que el medio de cultivo sea rico en nitrogeno, pero para
que la obtencion de lipidos se maximice es indispensable que el medio de cultivo tenga una

cantidad de nitrégeno limitado (Yeh y Chang, 2012).
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Fotoperiodo

El fotoperiodo resulta ser un factor importante que afecta el ciclo de vida y por ende el

metabolismo de las microalgas, este consiste en la exposicion a periodos de luz y oscuridad de

los organismos (Vasquez et al., 2017).

Aunque naturalmente las microalgas se adaptan a los periodos de luz y oscuridad del dia,
a nivel de laboratorio, los cultivos estan sometidos a iluminacion constante, ya que al ser
organismos fotosintéticos la presencia de luz favorece la division celular en ciertas microalgas;
las mas destacadas segun Villa, et al., 2014 son: Isochrysis, nannochloropsis, Chlorella,

netraselmis, Dunaliella, rhodomonas, Pavlova, entre otros.

Estos investigadores analizaron el efecto del fotoperiodo en una especie de diatomea y
establecieron que la velocidad de crecimiento de las microalgas se redujo significativamente en
ciclos de 10:14, 6:18, 0:24 horas (luz: oscuridad), produciendo una biomasa en menor cantidad

con respecto al fotoperiodo 24:0 horas (luz: oscuridad).

El régimen de luz es fundamental en el crecimiento y produccién de biomasa en los
cultivos, los cultivos con fotoperiodo 12 horas luz: 12 horas oscuridad tienen un crecimiento
menor con respecto a los cultivos expuestos a iluminacion continua, la diatomea Thalassiosira
pseudonana mostraron una mayor tasa de crecimiento con luz continua, en la mayoria de las
microalgas el crecimiento se lleva a cabo durante el periodo de luz debido a que durante la
fotosintesis generan la energia que necesitan para el proceso de division celular el cual se da en
el periodo de oscuridad, sin embargo la division celular también sucede en la luz continua, razon
por la cual el crecimiento muestra mayor indice en presencia de luz continua (Lopez et al.,

2009).
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Por otra parte, Ferrero (2011), afirma que aproximadamente la biomasa de microalgas
producida, se genera durante las horas de irradiacion, mientras que durante los periodos de
oscuridad el crecimiento es minimo o tiende a desaparecer a causa del consumo energético de la
respiracion celular. De igual manera afirma que no solo incide el fotoperiodo en la division
celular de las microalgas, asi como también la intensidad de la radicacién durante los periodos de
luz presentan un efecto en el crecimiento; ademas, en los periodos de oscuridad la temperatura

puede disminuir y ocasionando una disminucion en la formacion de la misma.

Intensidad luminica

La luz se debe considerar en términos de fotoperiodo, calidad (longitud de onda) e
intensidad, ademas de su importancia como fuente de energia para realizar su proceso de
fotosintesis, el hecho de que la luz fluctle considerablemente tanto en espacio (profundidad y
latitud) como en tiempo (diaria y estacionalmente) sugiere que con frecuencia es un factor

limitante para el crecimiento del fitoplancton (Marshall, 1987).

Teniendo en cuenta que las algas son organismos fotosintéticos, requieren de la suficiente
luz para que su crecimiento poblacional sea mayor, en exceso de luz se puede presentar una
fotoinhibicion, ademas de la disminucidon del contenido lipidico y en condiciones de baja de
intensidad de luz se presenta un lento crecimiento lineal, independientemente de la presencia de
nutrientes como el nitrégeno (Solovchenko et al., 2007).

La relacion que se encuentra entre la densidad celular de los cultivos de Isochrysis
galbana, el pH y la intensidad luminica puede ser explicada por tres sucesos: 1) La actividad
fotosintética hace disminuir la concentracion de CO- en el medio lo que hace que el sistema

tampon CO2 / HCO3 - se altere y se incremente el pH. 2) La absorcion del nitrdgeno necesario
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para el crecimiento de las microalgas resulta en un incremento del pH del medio. 3) La luz

induce el aumento en la toma de protones por parte de los cloroplastos, alcalinizando el medio

(Velasco et al., 2009).

Vigilada Mineducacion
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5. Metodologia

1. Localizacion y descripcion del &rea de estudio

La presente investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de produccion de alimento vivo de
la Estacion Experimental Surcolombiana de Recursos Hidrobiologicos ESRH. Esta se ubica
dentro del predio “La Granja Experimental”, propiedad de la Universidad Surcolombiana, vereda
San Miguel del municipio de Palermo-Huila, situada a 461 m.s.n.m., a siete (7) Km de la ciudad
de Neiva, dentro del &rea que cubre el distrito de adecuacion de tierras de mediana escala Juncal.
Esta zona presenta una temperatura ambiental promedio de 28.6 °C y esta ubicado

geograficamente en los 2°53°10.5” LN 75°18°22.8” LO.

2. Produccion microalgal
Obtencion de cepas

Siguiendo la metodologia desarrollada por Aguilar et al. (2011), se realizaron diluciones
seriadas 1:9 ml para aislar la cepa, se tomé 1 ml de la muestra de agua de los estanques de la
ESRH y se agreg6 a un tubo de ensayo que contenia 9 ml del medio de cultivo 15-15-15 NPK, se
homogenizo y luego se agregdé 1 ml a un segundo tubo con 9 ml de medio, asi se realizé durante
dos semanas mientras se realizaban observaciones con ayuda de un microscopio binocular Carl

Zeiss, en aumentos de 40 y 100X para determinar la presencia de las microalgas.

En aquellos medios de cultivo en los que se observaron microalgas, se sembraron con asa
metélica en cajas de Petri enriquecido con medio de cultivo F/2, este cultivo solido se mantuvo a

una temperatura controlada de 25 °C y expuesto a la luz en fotoperiodo 24:0 horas. Este
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procedimiento se realizé por triplicado con colonias del inoculo, las microalgas que se aislaron
se mantuvieron en medio de cultivo liquido 15-15-15 NPK y solido en F/2 de Guillard en cajas

de Petri (Hernandez y Velasco, 2014).

3. Unidades experimentales

El cultivo de microalgas se realizé en fotobiorreactores (erlenmeyer de vidrio de 5 litros de
volumen util), los cuales contaban con un tapdn de plastico que tenia un orificio para permitir el

paso de la aireacion.

Los fotobiorreactores se ubicaron en un estante metalico de 4 niveles para 4 tratamientos,
cada uno con 4 réplicas, por cada nivel del estante se adaptaron dos lamparas de luz blanca led
en intervalos de 1000 a 2000, y de 4000 a 5000 lux, el estante fue cubierto con una tela de color
negro elaborada para cubrirlo completamente, los tratamientos que tenian fotoperiodo 24:0 horas
se dejaban en el estante directos a luz de las lamparas, los tratamientos que tenian fotoperiodo
12:12 horas se cubrian con una caja de carton disefiadas a la medida de los fotobiorreactores las
cuales estaban cubiertas de papel negro para impedir el paso de la luz durante las horas de

oscuridad Figura 1.
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Figura 1. Disefio de las unidades experimentales.

4. Seguimiento al cultivo

Los cultivos contaban con aireacion constante para evitar la sedimentacién celular, con una
variacion de fotoperiodo 12:12 y 24:0 horas luz/oscuridad, e intensidad luminica en rangos de
1000-2000 y 4000 -5000 lux, temperatura ambiente controlada de 25°C y con medio de cultivo

15-15-15 NPK. Cada dos dias se monitoreaban: intensidad luminica con un luxémetro
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(MASTECH MS6612) y cada 8 dias con ayuda de un Spectroquant ® NOVA 60 y un equipo
multiparamétrico HACH® HQ40D se determinaba el pH, la temperatura del agua (°C), oxigeno
disuelto (mg/L), conductividad (uS/cm) y desechos nitrogenados: nitritos (mg/L), nitratos

(mg/L) y amonio (mg/L).

Tabla 2

Tratamientos experimentales

Factor 1: Factor 2:
TRATAMIENTO INTENSIDAD LUMINICA FOTOPERIODO
(lux) (luz: oscuridad)
1 1000 — 2000 12:12
2 1000 — 2000 24:0
3 4000 - 5000 12:12
4 4000 — 5000 24:0

Fuente: Autora, 2021.

5. Parametros de cultivo

v Densidad algal

La densidad algal fue determinada mediante recuento en cdmara de Neubauer, utilizando el

método de hematocitometro, bajo un microscopio 6ptico. Para cada réplica el conteo se realizé
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por duplicado. Para disminuir el error del método se calcul6 el promedio de los recuentos y se

utilizé la siguiente formula (Sipauba -Tavares et al., 2003):

Numero de celulas contadas
10x4x10°

Conteo algal =

v" Clorofila A

La determinacién de clorofila se realiz6 por cada réplica de la siguiente manera: se filtraron
30 ml del cultivo y el filtro més la biomasa filtrada fueron macerados en 50 ml de acetona,
posteriormente se mantuvieron en oscuridad y refrigeracion por 24 horas. Trascurrido este
tiempo con una pipeta Pasteur se tomo6 5 ml mililitros de esta muestra y se deposité en una
cubeta de cuarzo para hacer la lectura de la absorbancia en un espectrofotémetro UV-VIS

Biochrom Libra 580 a 663 y 645 nm de longitud de onda.

Finalmente, para conocer la concentracion de clorofila (a-a) en mg g de peso fresco, se usé

la siguiente ecuacion:
Clorofilaa = 12.78 * A663 — 2.69 * A645

v' Tasa de crecimiento diario

Es el incremento logaritmico de la biomasa durante la duracion del ensayo, para lo cual se

empled la siguiente formula: X
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Hioy = — (dia™")

Donde:

pi-y =promedio de tasa de crecimiento especifico desde el tiempo i a f

Xi=es la biomasa al tiempo i

Xf=es la biomasa al tiempo f

v Determinacion de lipidos totales

Una vez se alcanz0 la etapa estacionaria del cultivo (dia 37), la biomasa fue cosechada por
centrifugacion, se tomaron 200 ml en tubos falcén (cada uno de 50 ml) a 1200 rpm durante 10
minutos, posteriormente se eliminaba el sobrenadante y la biomasa se centrifugd de nuevo con

agua destilada a 1200 rpm por de minutos nuevamente.

La biomasa obtenida fue secada en horno durante 24 horas a 60°C y puesta en campana de
desecadora para eliminar la humedad sobrante hasta obtener una masa constante para cada
unidad experimental, posteriormente una muestra de aproximadamente 0.5 gramos fue utilizada
para la determinacion del contenido de lipidos por extraccidn con éter de petréleo a una
temperatura de 40-60°C por un periodo de 3 horas (sistema de extraccion semiautomatico —

Soxtec TM 2043).
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Analisis de Datos

Se utiliz6 un disefio experimental factorial (2 x 2) con un arreglo factor intensidad luminica
(1000-2000 lux y 4000-5000 lux) X factor fotoperiodo (12h: 12h y 24h: Oh), para un total de 4
tratamientos cada uno con 4 réplicas para un total de 16 unidades experimentales
(fotobiorreactores). Los resultados fueron analizados mediante un analisis de varianza de dos
factores con un nivel de significancia (P<0.05). Las variables respuesta analizadas fueron la
densidad algal, clorofila-a, la tasa de crecimiento diaria y la cantidad de lipidos obtenidos por
tratamiento experimental, estos valores son reportados como el promedio + desviacion estandar.
En el caso donde existieron diferencias significativas entre los tratamientos, se uso la prueba a
posteriori de Tukey (>0.05) para establecer las diferencias 1:1 en los tratamientos. Antes de
realizar los analisis de varianza fueron verificados los supuestos de normalidad mediante la
prueba Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Bartlett.

Para los analisis estadisticos se utilizo el software R Core Team (2021).
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6. Resultados

Los parametros de calidad de agua que fueron medidos durante el ensayo no presentaron
variaciones entre los diferentes tratamientos a lo largo del ensayo (37 dias), estas variaciones

minimas en la calidad del agua garantizaron la homogeneidad durante el ensayo (Tabla 2).

Tabla 3

Promedio = SD de los parametros de calidad medidos durante el tiempo del ensayo.

Temperatur Temperatu Oxigeno
Factor Factor Conductividad Nitritos  Nitratos Amonio
aambiente radelagua pH disuelto
1 2: (uS/cm) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
°C) °C) (mg/L)
12h:12 19,33+13, 1,750,
1000- 25,1+1,3 23+1,4 5,61 1411+49 8,27+0,3 0,1710,2
h 27 7
2000
4,541, 2427124 24141,
lux 24h:0h  25,2+1,6 23,1+1,2 1408+75 8,24+0,3 0,15%0,2
4 2 0
12h:12 5,441, 21,25+14, 2,610,
4000- 23,61, 22,1+1,4 1357434 8,35+0,3 0,17+0,2
h 1 83 4
5000
4,3+1, 35,2740,8 2,53+0,
lux 24h:0h  23,3%1,83 22,3+1,4 1391+137 8,37+0,4 0,14%0,2
4 5 3

Fuente: Autora, 2021.

En general, el crecimiento medido como densidad algal, en los resultados del presente
trabajo permiten observar que hasta el dia 5 se da una fase de crecimiento en ajuste, que luego
hasta el dia 21 se da un crecimiento con una forma exponencial y finalmente hasta el dia 37

llegamos a una forma de crecimiento estacionaria (Figura 2). Sin embargo, se observa
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diferencias significativas en la densidad algal al final del ensayo a los 37 dias para el factor
fotoperiodo (P<0,001) (Tabla 3), donde los tratamientos que recibieron un fotoperiodo de 12
horas luz y 12 horas de oscuridad se observo densidades mayores a 80 (cel/ml X 10°) y los
tratamientos que recibieron 24 horas de luz se registré densidades cercanas a las 60 (cel/ml X
10°) (Figura 2). La evaluacion de la interaccion entre los dos factores (intensidad luminica 'y
fotoperiodo) para la densidad algal fue no significativa (p=0,894), lo que indica que estos dos

factores evaluados no se cruzan y por el contrario sus respuestas son independientes.

100 A
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o
-
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=
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=
n 30
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A —@— 1L:1000-2000 Fotoperiodo:12h:12h
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Figura 2. Curva de crecimiento de Chlorella sp., cultivadas sobre condiciones de luz blanca en
intensidades de luz 1000-2000 y 4000-5000 lux (Factor 1) y fotoperiodos 12h luz - 12h oscuridad
y 24 h luz — 0 h oscuridad (Factor 2). Valores presentados como promedio + desviacion estandar

de la densidad algal (cel/ml).
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En cuanto al comportamiento de la clorofila-a, se observé un aumento exponencial hasta
el dia 17, seguido de una fase estacionaria (Figura 3). Sin embargo, al final del ensayo (dia 37),
los tratamientos del factor intensidad luminica 4000-5000 lux presentaron los valores mas altos
de la clorofila-a. y el valor mas bajo el tratamiento intensidad luminica 1000-2000 lux en
fotoperiodo 12 horas luz — 12 horas oscuridad. De esta manera, se encontraron diferencias
significativas para el factor 1 Intensidad luminica (p=0,0007), pero no se observaron diferencias

para el factor 2 fotoperiodo (p=0,1239), ni la interaccion fue significativa (p=0.0831).

Tabla 4

Promedio = SD de los parametros evaluados en Chlorella sp., a los 37 dias de ensayo en
laboratorio para los dos factores evaluados (Intensidad luminica y Fotoperiodo). Se presenta las

probabilidades para el analisis de varianza ANOVA de dos factores a un nivel de significancia

p<0.05.
Factor 1: Tasa de
Factor 2: Densidad algal Clorofila-a
Intensidad crecimiento % Lipidos
Fotoperiodo (cel/ml) *10° (ug/L)
luminica diario
12h:12h 84+7,98 a 10,82+1,38a  0,013+0,017a 0,92+0,64 ab
1000-2000 lux
24h:0h 60+25b 13,93+1,17ab 0,003+0,010a 0,74+0,27 a
12h:12h 87+5,6 a 16,39+2,20b  0,003+0,001a 0,374#0,19a
4000-5000 lux
24h:0h 63+6,4 b 16,19+1,06 b  0,0001+0,006 a 1,40+0,40b
Anova de dos factores
Factor 1: Intensidad Luminica 0,501 0,0007* 0,2527 0,584
Factor 2: Fotoperiodo 0,000* 0,1239 0,7041 0,005*
Interaccion Factor 1 x Factor 2 0,894 0,0831 0,3017 0,0004*
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* indica diferencias significativas (p<0,05).
a,b diferencias en las letras indican entre los factores indican diferencias significativas segun el test a posteriori

de Tukey. Fuente: Autora, 2021.
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Figura 3. Comportamiento de la clorofila-a durante el ensayo sobre condiciones de luz blanca en
intensidades de luz IL: 1000-2000 y 4000-5000 lux (Factor 1) y fotoperiodos 12h luz - 12h
oscuridad y 24 h luz — o h oscuridad (Factor 2). Valores presentados como promedio +

desviacion estandar de los valores medidos de clorofila-a (mg/L).

La evaluacion de la tasa de crecimiento diaria, nos permite observar los cambios en el
tiempo, en cuanto al aumento o disminucion celular de Chlorella sp., respecto a un valor inicial,

es decir, nos permite observar en qué fase del experimento se da el mayor crecimiento. En la
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figura 4 se observa la tasa de crecimiento diaria para los cuatro tratamientos evaluados, donde se
observa que la mayor tasa de crecimiento se da entre los 5 y 13 dias del ensayo, alcanzando el
méaximo crecimiento a los 9 dias. Como es de esperarse el valor de esta tasa de crecimiento al
final del ensayo (37 dias) tienden a ser iguales en todos los tratamientos que coindice con la fase
estacionaria del experimento. Al final del ensayo, no se observaron diferencias significativas
entre los tratamientos para los factores (Factor 1 intensidad luminica p=0,2524 y factor 2:

fotoperiodo p=0,7041), ni para la interaccién entre los factores (p=0,3017).
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Figura 4. Comportamiento de la tasa de crecimiento diaria durante el ensayo sobre condiciones de

luz blanca en intensidades de luz IL: 1000-2000 y 4000-5000 lux (Factor 1) y fotoperiodos 12h
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luz - 12h oscuridad y 24 h luz — o h oscuridad (Factor 2). Valores presentados como promedio +

desviacion estandar de los valores de la Tasa de crecimiento diaria de Chlorella sp.

En la evaluacion de los lipidos al final del ensayo (dia 37), se observé que el tratamiento
con intensidad luminica 4000-5000 lux en fotoperiodo 24 horas luz, presentd el mayor valor en
% de lipidos con 1,40 en promedio, seguido del tratamiento intensidad luminica 1000-2000 lux
en fotoperiodo 12 horas luz 12 horas oscuridad con un valor en promedio 0,92. No se
encontraron diferencias significativas en el factor 1: intensidad luminica (p=0,584) segun el
analisis de varianza (ANOVA); por otra parte, el factor 2: fotoperiodo si present6 diferencias

significativas (p=0,005) (Figura 5; Tabla 3).

Factorl: intensidad luminica

IL: 1000 — 2000 Lux IL: 4000 - 5000 Lux
2,0 1

1,8 -
1,6 -
1,4 -

|
|
| :
|
|
|
|
1,2 + :
|
|
|
|
|
|
|
|
|
]

ab

| o
|

1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -

a

+

Lipidos (% peso Seco)

0,0 T T T T
F:12:12 F:24:00 F:12:12 F:24:00

Fotoperiodo Fotoperiodo

Figura 5. Promedio + desviacion estandar del porcentaje de Lipidos (% peso Seco) en muestra
seca para los dos factores evaluados (Factor 1: intensidad luminica y Factor 2: Fotoperiodo).

Diferencias entre letras (a, b) indican diferencias significativas entre los tratamientos segun el

test de Tukey (p<0,05).
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Al analizar la interaccion entre los dos factores evaluados (intensidad luminica y
fotoperiodo) para la variable % de lipidos, encontramos que es significativa (p=0,0004), lo que
indica que al aumentar la intensidad de luz y aumentar el tiempo de exposicion de luz (24 horas
fotoperiodo) obtenemos una mayor produccion de % lipidos. En este mismo escenario al
aumentar la intensidad de luz, pero en un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad

disminuye significativamente la cantidad de lipidos presente en las células (Figura 6).

1,6
Factor 2:
1,4 { —@— Fotoperiodo: 12h:12h
5 —(O~ Fotoperiodo: 24h:0h
S 1,2 -
n
2
@ 1,0 1
Q
N
- 0,8
[}
o
T
3 0,6
p
0,4
0,2 T T
1000-2000 4000-5000
Lux Lux

Factor 1: Intensidad luminica

Figura 6. Interaccion de los factores evaluados intensidad luminica y el fotoperiodo en la

produccion de lipidos en Clorella sp.
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Discusién

Uno de los organismos ampliamente estudiado en el mundo es la Chlorella, organismo
unicelular, con una relacion de bio-volumen optima y con la mejor eficiencia en la taza
fotosintética, atractiva por su facil cultivo, rapido crecimiento y su alto potencial en la
produccién de metabolitos secundarios (Singh y Patel 2012). Sin embargo, con la intencion de
mejorar las condiciones de cultivo, que permitan obtener resultados mas eficientes se evaluo la
relacion de la intensidad de luz y el fotoperiodo en la acumulacién de lipidos. Teniendo en
cuenta que tanto la luz como el fotoperiodo son requeridos para la fotosintesis, estas dos
variables influyen en el crecimiento y también en la fijacion de carbono (Gunawan et al., 2018)

que directamente influyen en la sintesis de compuestos organicos.

En general los resultados sugieren que hasta el dia 17 (fase de crecimiento exponencial),
los tratamientos que recibieron 24 horas de luz, se observaron las densidades mas altas. Por otra
parte, para el efecto del fotoperiodo sobre la densidad algal en la fase estacionaria (entre los 21
dias y los 37 dias) se encontrd que los tratamientos que recibieron 12 horas luz y 12 horas
oscuridad presentaron valores mas altos, comparados con los tratamientos que recibieron 24
horas de luz (Figura 2), estos resultados concuerdan con los reportados por Atta (2013), donde
los tratamientos que recibieron 24 horas de luz presentaron las densidades mas bajas y los

resultados reportados por Gunawan et al., (2018) en Chlorella pyrenoidosa.

En el comportamiento de la clorofila-a en la fase estacionaria, se encontro diferencias
significativas en el factor de la intensidad luminica (p=0.0007), es decir que los tratamientos que
recibieron 4000-5000 lux presentaron los valores més altos de clorofila-a, lo cual puede ser

explicado por la mayor cantidad de luz que penetra el cultivo y por tanto una mayor cantidad de
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energia luminica disponible y una reduccion del efecto sombra (Gim et al., 2016). Por otra parte,
se ha encontrado que la incidencia de la intensidad luminica mas alta sobre los cultivos, pueden
generar una fase exponencial corta y una fase estacionaria muy larga (Atta et al., 2013) (Tabla

4).
Tabla 5.

Comparacion de la densidad celular a los 9 dias, 37 dias y el contenido de lipidos en cepas de

Chlorella Spp.

Intensidad de luz ) ) Contenido
Densidad celular 9  Densidad celular 37
Especie Fotoperiodo Lipidos Autor
(umol m-2 s%) Lux dias dias
(%)
C. vulgaris 200 14823 12h:12h 0,9 (x 108 Cél/ml) NR 1,63 Atta et al,. (2013)
C. vulgaris 200 14823 16h:08h 2,1 (x 108 Cél/ml) NR 1,96 Atta et al,. (2013)
C. vulgaris 200 14823 24h:0h 0,8 (x 108 Cél/ml) NR 1,85 Atta et al,. (2013)
Chlorella sp. 23-46 1000-2000 12h:12h 0,019 (x 10® Cél/ml) 0,085 (x 10® Cél/ml) 0,92 Presente estudio
Chlorella sp. 23 -46 1000-2000 24h:0h 0,027 (x 10% Cél/ml) 0,06 (x 108 Cél/ml) 0,74 Presente estudio
Chlorella sp. 92-115 4000-5000 12h:12h 0,025 (x 108 Cél/ml) 0,087 (x 108 Cél/ml) 0,37 Presente estudio
Chlorella sp. 92-115 4000-5000 24h:0h 0,030 (x 108 Cél/ml) 0,063 (x 108 Cél/ml) 14 Presente estudio
Prakash Rai et al.,
Chlorella sp. 38,34 2100 12h:12h NR NR 0,074
(2015)
Prakash Rai et al.,
Chlorella sp. 36,43 2700 12h:12h NR NR 0,204
(2015)
Prakash Rai et al.,
Chlorella sp. 44,53 3300 12h:12h NR NR 0,094
(2015)
Fuente: Autora, 2021.
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Un trabajo realizado en Chlorella pyrenoidosa donde se avalud la intensidad de luz y el
fotoperiodo sobre el crecimiento, encontraron que la interaccion entre la intensidad de la luz y el
fotoperiodo fue no significativa, resultados muy similares a los reportados en este trabajo con

Chlorella sp.

En cuanto a la tasa de crecimiento (Figura 4) se observé que los valores mas altos se
alcanzan en el dia 7, es decir en la fase exponencial, seguido de una disminucion hacia la fase
estacionaria. En el dia 7 se observo que los tratamientos con fotoperiodo 12 horas luz y 12 horas
oscuridad, presentaban los valores mas altos comparados con los tratamientos que recibieron 24

horas de luz.

En forma general las microalgas necesitan tanto un régimen de luz como de oscuridad
para completar el proceso fotosintético y metabdlico, donde la fase oscura permite la biosintesis

de proteinas celulares, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos (Cheirsilp y Torpee, 2012).

La importancia de los lipidos en las algas radica en la capacidad de almacenar carbono y energia
en condiciones de estrés, que puede conducir a una severa inhibicion del crecimiento celular y
una fuerte degradacion de la clorofila (Zhu et al., 2014), asi la respuesta celular seria acumular
una mayor cantidad de lipidos en un largo plazo, y una relacién directa entre el tamafio y
complejidad (mayor saturacion) de los &cidos grasos producidos por las microalgas con un

mayor estrés metabolico.

En el presente trabajo se encontré que al aumentar la intensidad luminica y el fotoperiodo
a 24 horas de luz se obtiene la mayor cantidad de % de lipidos (1,4%), donde segun el anélisis de
varianza de dos factores se encontrd que la interaccion fue significativa entre los factores ~

evaluados (intensidad luminica y fotoperiodo) (Figura 6), es decir que al aumentar la cantidad de
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energia luminica y la cantidad de tiempo de exposicion a la luz, obtenemos una mayor
produccion de lipidos a nivel celular de Chlorella sp. Algunos autores encontraron que al
aumentar la intensidad de luz gradualmente en un cultivo, se puede lograr una mayor produccion
de biomasa con altos contenidos de lipidos, llegando hasta dos veces la produccién de un cultivo

en condiciones normales de luz (Cheirsilp y Torpee, 2012), otros autores sugieren un incremento

leve de los &cidos grasos al aumentar la intensidad de luz (Gim et al., 2016).

También se ha documentado que el estrés celular en cepas de Chlorella por diferentes
agentes como el nitrégeno genera una degradacion de la clorofila acompariada de la sintesis de
almiddn que luego es precedida en acumulacion de lipidos como respuesta rapida al estrés
ambiental (Zhu et al., 2014). Igualmente, algunos estudios encontraron que una mayor biomasa y
contenidos de acidos grasos, esta relacionado con una reduccion del contenido de proteinas en

microalgas como Scenedesmus y Desmodesmus (Nzayisenga et al., 2020).

Aunqgue en Chlorella, se ha encontrado que, al aumentar la intensidad de luz,
aumentamos la cantidad de energia (exceso de luz), que es convertido en una mayor cantidad de
lipidos (Gim et al., 2016), donde los pigmentos absorben la luz y es convertido el ATP a
NADPH, y finalmente es almacenado como energia quimica en forma de almidon y/o lipidos por
fijacion de CO2 mediante el ciclo de Calvin y la lipogénesis. Sin embargo, Cheirsilp y Torpee
(2012) encontraron que en otras especies de microalgas aumentar la intensidad de luz reduce los

contenidos de lipidos.

Dentro la caracterizacion de la composicion de acidos grasos (lipidos) producidos por
diferentes cepas de Chlorella se ha reportado principalmente compuestos de carbono C16:0

(31%), C18:0 (20%), C18:2 (12%) y C18:3 (6%) del total de lipidos, los cuales son apropiados
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para la produccion de biodiesel a partir de Chlorella (Petkov and Garcia, 2007) y que proyecta

una alternativa viable.

En la actualidad las microalgas siguen siendo estudiadas como modelos de organismos
fotosintéticos, capaces de producir moléculas organicas, entre ellas compuestos lipidos
complejos, a los que se atribuye un potencial para generar biodiesel. Por tanto, se hace necesario
estudiar el comportamiento de las microalgas en diferentes condiciones heterotréficas como la
adicion de una fuente de carbono y de glucosa donde se ha encontrado una produccion

significativa de biomasa y acidos grasos (Singh y Patel, 2012).
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7. Conclusiones

Como conclusién del trabajo podemos establecer que al aumentar la intensidad luminica
y el fotoperiodo a 24 h luz se obtiene la mayor concentracion de lipidos a nivel celular en
Chlorella sp., y dichos lipidos son compuestos de gran valor y potencial para los
biocombustibles. Por otra parte, la mayor densidad de algas se obtiene en fotoperiodos 12h:12h
luz: oscuridad, el cual no guarda relacion con la produccion de lipidos, ni con la concentracion
de clorofila-a, lo que permite establecer que la produccion de lipidos esta relacionada como una

respuesta celular al estrés por luz y no a la biomasa.

La metodologia aplicada muestra resultados satisfactorios en la acumulacion de lipidos de

las microalgas, en relacion del fotoperiodo y la intensidad luminica.
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