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RESUMEN

Las microalgas por su alto contenido de lipidos, son consideradas como fuente potencial
en la obtencion de biodiésel. En este estudio se evaluo la productividad de biomasa,
lipidos y perfil de acidos grasos en el cultivo de la microalga Nannochloropsis oculata
bajo diferentes intensidades de luz. La microalga N. oculata fue cultivada a 25 °C, pH
de 8 e intensidades de luz de 80, 200, 400 y 650 umol E/m?/s, en medio /2 de Guillard,
adicionado cada 72 h. Los resultados indicaron que la intensidad de luz favorecio la
densidad celular y la productividad de la biomasa, obteniéndose hasta 175+ 1.83 y 148 +
1.97 x 10° cel/mL y tasas de crecimiento de 0.3432+0.08 y 0.3299 +0.02 1/d a irradian-
cias de 650 y 400 mol E/m?/s, respectivamente. La acumulacion de lipidos present6 el
mismo comportamiento, a 650 pmol E/m?/s alcanzé un valor de 44.44 +0.76 %, el doble
de lo obtenido a 80 umol E/m?/s. Se logrd una productividad de 0.040 + 0.0005 g/L/d
a 650 pmol E/m?/s, siendo ocho veces mayor que la obtenida a 80 umol E/m?/s. Esto
puede deberse a que a altas irradiancias se favorece la fotosintesis, con lo que se in-
crementa la acumulacion de lipidos. No se encontraron diferencias significativas en
contenido de acidos grasos saturados e insaturados, s6lo una reduccién de 2.26 % en
el contenido del 4cido eicosapentaenoico para el cultivo a 650 umol E/m?%/s. Con lo
anterior, se incrementd el contenido de acidos grasos saturados lo que permitié una
mayor calidad en el biodiésel.
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ABSTRACT

Microalgae are considered as a potential source for biodiesel due to its easy culture
and lipid content. In this work, the productivity of lipids and fatty acid profiles of the
microalgae Nannochloropsis oculata grown under different light intensities were evalu-
ated. The microalga N. oculata was cultured at 25 °C, pH 8 and light intensities of 80,
200, 400 and 650 pmol E/m?/s. Medium of Guillard /2 was used to feed them every
72 h. The results indicated that increasing the light intensity promotes cell density and
biomass productivity. For the light intensities of 650 and 400 mol E/m?s, a cell density
of 175 + 1.83 and 148 + 1.97 x 10° cell/mL and a growth rate of 0.3432 + 0.08 and
0.3299 +£0.02 1/d, were obtained respectively. Lipid accumulation at a light intensity of
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650 umol E/m?/s was twice higher than the one obtained in culture at 80 umol E/m?/s,
reaching 44.44 + 0.76 %. Productivities showed the same behavior, it was increased at
high light intensities, achieving 0.040 £ 0.0005 g/L/d, being eight times higher than the
one obtained at a low light intensity. This behavior may be due to a high light irradiance,
on which photosynthesis is increased, promoting lipid accumulation. No significant
differences were found on the content of saturated and unsaturated fatty acids. Only
a reduction of 2.26 % was observed in the eicosapentaenoic acid content for culture
at 650 umol E/m?/s, thereby increasing the content of saturated and monounsaturated
fatty acids, which allows a higher quality biodiesel.

INTRODUCCION

En la actualidad el desmedido uso de hidrocarbu-
ros fosiles ha acentuado grandes descargas de sus-
tancias toxicas a la atmosfera, principalmente gases
como el CO, Lo que produce un efecto invernadero
que contribuye con el calentamiento global y que im-
pacta de manera nociva sobre la calidad del aire y la
salud humana (Hu et al. 2008). La alta contaminacion
en el aire, el dafio en la capa de ozono y la escasez
de hidrocarburos, hacen que sea indispensable imple-
mentar nuevas tecnologias de generacion de energias,
capaces de abastecer las necesidades actuales de las
poblaciones humanas. Una de las opciones es desa-
rrollar técnicas de produccion de biocombustibles,
con lo que se evitaria el uso de suelo y se protegeria
ademas, la seguridad alimentaria del planeta.

El biodiésel se obtiene de cultivos oleaginosos
(aceite vegetal o grasa animal), este biocombustible
es candidato para reducir el consumo de combusti-
bles fosiles. Sin embargo, no puede satisfacer ni una
pequefia fraccion de la demanda que existe (Chisti
2007). Las microalgas se consideran como la tinica
materia prima prometedora en la produccion de bio-
diésel, por su gran capacidad fotosintética (Wijftels
y Barbosa 2010). Las microalgas pueden sobrevivir
a altas concentraciones de CO, y NO,, son respon-
sables de la produccion del 50 % del oxigeno y del
50 % de la fijacion de carbono en el planeta (Garibay
etal. 2009). Dichos organismos poseen tasas de con-
version fotosintética mas eficientes que las plantas
y altos niveles de lipidos intracelulares que pueden
utilizarse en la produccion de biodiésel (Hossain et
al. 2008). Entre las microalgas capaces de producir
altas concentraciones de lipidos se encuentran Nan-
nochloropsis oculata con contenidos que varian de
31 a 68 % (Sanchez et al. 2008), Scenedesmus obli-
quus entre 10y 17 %, incluso hasta 43 % (Mandal
y Mallick 2009), Dunaliella tertiolecta con cerca de
37 %y Chlorella vulgaris conun 28 y 32 % (Chacon
et al. 2004).

La microalga Nannochloropsis oculata es reco-
nocida por su valor nutricional como una excelente
fuente de proteinas, carbohidratos, lipidos y vitami-
nas. Esta especie contiene cantidades elevadas de
acidos grasos poliinsaturados, especialmente acido
eicosapentaenoico (AEP), acido araquiddnico y acido
docosahexaenoico que son de gran relevancia en la
nutricion de animales marinos, especialmente en el
crecimiento y desarrollo de larvas de peces, moluscos
y crustaceos (Sanchez et al. 2008). Adicionalmente,
por su alto contenido de &cido palmitico (C16:0) y
palmitoleico (C16:1n-7), es una muy buena fuente
para producir biodiésel.

Las microalgas mantienen la sintesis de lipidos,
generalmente cuando se presenta deficiencia de nu-
trientes en el medio de cultivo o bajo condiciones de
estrés ocasionadas por la reduccion de otros consti-
tuyentes celulares (Hu et al. 2008). Las condiciones
principales que influyen en la productividad de
biomasa y lipidos son la temperatura (Sukenik et al.
2009), la salinidad (Pal et al. 2011, Su et al. 2011),
la disponibilidad de nutrientes (Rezanka et al. 2011,
Yeesang y Cheirsilp 2011, Yuanetal. 2011) y el color
e intensidad de la luz (Simionato et al. 2011).

Se tienen antecedentes en Nannochloropsis sp.,
que el grado de insaturacion de sus acidos grasos su-
fre modificaciones con variaciones en la irradiancia,
especialmente el porcentaje total de 4cidos grasos n-3
(Arts et al. 2009). Estos acidos son susceptibles a la
oxidacion durante su almacenamiento, por lo que su
reduccidn potencializa la produccion de biodiésel
de alta calidad.

Por ser organismos fotosintéticos, las variaciones
en la intensidad de luz en el cultivo de microalgas,
afectan directamente a la productividad, se favorece
la fotosintesis a altas intensidades de luz y los nutrien-
tes en cantidades suficientes permiten el desarrollo
de biomasa. Aunque existe informacion acerca de
la optimizacion de cultivos buscando la mejora en la
productividad, tanto a nivel de formulacion de me-
dios de cultivo, parametros de operacion y disefio
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de biorreactores, estos factores son especificos para
cada especie de microalga, con lo cual las posibili-
dades de llegar a un punto 6ptimo unico para todas
es poco probable. Cada especie de microalga tiene
requerimientos especificos y se deben ir deduciendo
conforme las necesidades de cada una de ellas.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo
fue evaluar el efecto de la intensidad de la luz en la
productividad de biomasa, lipidos y perfil de acidos
grasos de la microalga Nannochloropsis oculata,
en cultivos en lote alimentados en laboratorio para
potencializar su uso en la produccion de biodiésel.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo

Lacepa NV. oculata se obtuvo del Departamento de
Acuicultura del Centro de Investigacion Cientifica 'y
de Educacion Superior de Ensenada, B.C. (CICESE).
Los cultivos se llevaron a cabo por triplicado en sis-
temas por lote alimentado, en matraces Erlenmeyer
de 1 L por un periodo de 21 d. Se mantuvieron bajo
condiciones controladas de temperatura a 25 °C, pH
de 8, ajustado a través de la adicion de gas carbdnico
(CO,) y medido con potencidometro electronico Wa-
terproof pH tester 30. Se utilizo luz artificial continua
con intensidades de 80, 200, 400 y 650 umol E/m?/s
proporcionadas con lamparas de luz fria. Los cultivos
fueron mantenidos con medio /2 de Guillard y Ryther
(1962) con una composicién de 75 mg/L KNOs,
5.65 mg/L NaH,P04.2H,0, 4.360 mg/L EDTA .Naj,
3.150 mg/L FeCl;.6H,0, 0.010 mg/L CuSO4.5H,0,
0.022 mg/L ZnS04.7H,0, 0.010 mg/L CoCl,.6H,0,
0.180 mg/L MnCl,.4H,0, 0.006 mg/L
Na;Mo004.2H,0, 2 ng/L cianocobalamina cristalina
(B12),0.100 mg/L tiamina (B1) y 0.001 mg/L biotina.
Los nutrientes se adicionaron cada 72 h.

La densidad celular se determiné con una camara
de Neubauer de 0.1 mm de profundidad y micros-
copio marca Leica Galen III. Se tomaron muestras
cada 24 h, ademas se mantuvo un flujo de aire de
5.2 L/min, con lo que se asegurod la suspension de
la microalga en el medio de cultivo. Al finalizar el
cultivo, la biomasa fue separada por centrifugacion
a 4000 g por 15 min.

En todos los tratamientos se determind la veloci-
dad especifica de crecimiento (1/d), densidad celular
(cel/mL) y productividad de biomasa (g/L/d).

Extraccion de lipidos
Los lipidos fueron extraidos por el método de
Folchetal. (1957) modificado. Se pesé 1 g de bioma-

sa triturada y seca, se adicionaron 100 mL de mezcla
de solventes hexano-metanol 80-20 % v/v, se agito
por 1 h a temperatura de 45-50 °C. Posteriormente,
se dejo enfriar a temperatura ambiente y se separo la
biomasa con filtros de 1.5 um de poro. Se adiciono
una mezcla de éter de petroleo-agua 50-50 % v/vy
se separaron los lipidos de interés, recuperando la
fase etérea. El disolvente fue evaporado a 50 °C y el
contenido de lipidos se cuantificé gravimétricamente
de acuerdo con la ecuacion 1.

g lipidos recuperados

o L=
oL g biomasa seca x 100 (1

En todos los tratamientos se determiné el por-
centaje en peso de lipidos (% L) y la productividad
(g/L/d).

Contenido de acidos grasos

La determinacion de 4acidos grasos se baso en el
método de Sanchez-Machado et al. (2009). Se pesa-
ron 0.5 g de biomasa seca y triturada, se adicionaron
2 mL de tolueno y 3 mL de HCI metanolico al 5 %
(v/v). Las muestras fueron agitadas y colocadas en
bafio maria a 70 °C por 2 h. Posteriormente, fueron
enfriadas a temperatura ambiente y se les adiciond
3 mL de solucion de K,CO3 al 6 % y 2 mL de to-
lueno, se agitaron y se centrifugaron por 5 min a
2400 rpm. Se separ6 la fase orgdnica, misma que
se seco con Na,SO,4 anhidro. Un pL de muestra
fue inyectado en el cromatdgrafo de gases (Varian
CP-3800), se utilizé un detector de ionizacion de
flama a una temperatura constante de 260 °C. La
cromatografia se realizo en una columna Varian CP
7485 de 25 m de longitud y 0.25 mm de diametro,
se utilizo helio como gas de arrastre (velocidad de
flujo de 0.7 mL/min). El horno fue programado
para variar de 50 °C a 220 °C a una velocidad de 4
°C/min. La identificacion de los &cidos grasos en
forma de metil ésteres se realizd por comparacion
del tiempo de retencion contra el estdndar Supelco
37 (Sigma-Aldrich), que fue analizado en las mis-
mas condiciones. El contenido de 4acidos grasos se
reportd como el porcentaje relativo al total de acidos
grasos identificados en la muestra.

Analisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza y cuando hubo
diferencias, se utilizd entonces la prueba de la di-
ferencia honestamente significativa (HSD, por sus
siglas en inglés) de Tukey con un nivel significancia
de p <0.05.
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Fig. 1. Cinética de crecimiento del cultivo de Nannochloropsis oculata en cultivos en lote
alimentados con intensidades de luz: 650 pmol E/m?/s (a), 400 umol E/m?/s (b), 200
pmol E/m?/s (c), 80 umol E/m?/s (d). Las barras de error en la grifica representan la

desviacion estandar,n =9

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo

La microalga N. oculata fue cultivada a irradian-
cias de 80, 200, 400 y 650 umol E/m?/s. Durante su
desarrollo se determind la velocidad especifica de
crecimiento (1/d), densidad celular (x10° cel/mL) y
la productividad de la biomasa (g/L/d). Los resultados
indicaron que V. oculata fue capaz de reproducirse en
todas las intensidades de luz, sin presentarse un efecto
de fotoinhibicion por la irradiancia. En la figura 1
se puede observar que al incrementarse el nivel de
irradiancia, aumentoé la densidad celular de los culti-
vos, las mas elevadas estuvieron en los tratamientos
de 650 y 400 pmol E/m?/s, con valores de 175 +
1.83 y 148 + 1.97 x 10° cel/mL, respectivamente.
Mientras que las densidades méas bajas se registra-
ron en los tratamientos de 80 y 200 umol E/m?/s,
con valores de 21 + 1.12 y 43 + 1.84 x 10° cel/mL,
respectivamente. Un comportamiento similar se

observo en las velocidades de crecimiento (p). Los
valores mas altos se obtuvieron en los cultivos man-
tenidos a 650 y 400 pmol E/m?/s con 0.3432 = 0.08
y 0.3299 + 0.02 1/d, respectivamente (Cuadro I).
Estos resultados concuerdan con lo encontrado por
Huerlimann et al. (2010), quienes a una intensidad
de luz de 700 umol E/m?/s registraron en Nanno-
chloropsis sp., una tasa de crecimiento de 0.41 1/d.
De acuerdo con estos resultados, el aumento en la
intensidad de luz favorecid la densidad celular y la
velocidad especifica de crecimiento celular. Lo an-
terior se debid a un incremento en su capacidad de
fijar carbono a través de la fotosintesis (Lobban et
al. 1985). Sin embargo, si las intensidades de luz se
incrementaran a niveles mas elevados, la actividad
fotosintética podria sufrir un retardo y/o disminucion
por inhibicién en la produccion y foto-oxidacion de
sus pigmentos (Ouyang et al. 2015).

Por otra parte N. oculata logrd adaptarse a con-
diciones de baja intensidad luminica. Se registré un

CUADRO I. PARAMETROS CINETICOS DE LOS DIFERENTES CULTIVOS

Intensidad de la luz

Velocidad especifica

Densidad celular ~ Productividad de la

(umol E/m?/s) de crecimiento (1/d) (x10° cel/ mL) biomasa (g/L/d)
80 0.197 = 0.03° 21 + 1.12 0.025 + 0.0004?
200 0.295 + 0.012 43 + 1.84 0.051 £ 0.0007°
400 0.329 + 0.02° 148 + 1.97 0.073 + 0.0007¢
650 0.343 + 0.08° 175 + 1.83 0.091 + 0.0007¢

*Letras diferentes en la misma columna representa diferencia significativa (p < 0.05), + des-

viacion estandar
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crecimiento positivo debido la habilidad que tiene de
modificar sumetabolismo. Lamicroalga logré estimular
su capacidad de absorcion a bajas intensidades de
luz a través de un incremento en el contenido de
clorofila (Richardson et al. 1983) u otros pigmentos
involucrados en la actividad fotosintética. En todos
los casos, la tendencia de los pardmetros cinéticos in-
cidié directamente en la productividad de la biomasa.

En relacion con el contenido de lipidos se puede
observar en la figura 2 que es afectado positivamente
al incrementar la intensidad de luz. Se alcanzo hasta
un 44.44 + 0.76 % en peso en la biomasa obtenida
en condiciones de irradiancia de 650 pmol E/m?%/s,
lo cual es el doble de lo obtenido a 80 pmol E/m?/s
conun 21.17 + 1.08 % de lipidos. Estos resultados
son similares a los reportados por diversos autores,
van desde un 6.6 hasta un 46.7 % en peso de lipidos
acumulados para esta misma especie (Renaud et al.
1991, Chiu etal. 2009, Suetal. 2011). La productivi-
dad de los lipidos (Fig. 3) mostr6é un comportamiento
similar, donde, en el cultivo a 650 pmol E/m?/s
se logré una productividad de 0.040 = 0.0005 g/L/d,
ocho veces mayor a la obtenida en el cultivo de
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Fig. 2. Contenido de lipidos en la biomasa de Nannochloropsis
oculata a diferentes intensidades de luz. Las barras de
error en la grafica representan la desviacion estandar,
n=9
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Fig. 3. Productividad de los lipidos en la biomasa de Nanno-
chloropsis oculata a diferentes intensidades de luz. Las
barras de error en la grafica representan la desviacion
estandar,n =9

menor intensidad de luz de 0.0052 + 0.0004 g/L/d.
Estos resultados concuerdan con los reportados por
Rodolfi et al. (2003) y Griffiths et al. (2012), quienes
muestran productividades de lipidos similares de
0.061 y 0.063 g/L/d, respectivamente. Este incre-
mento puede atribuirse a que: a) la fotosintesis se
ve favorecida por la irradiancia, con lo que se promueve
la conversion de los nutrientes en lipidos y b) a que la
sintesis de lipidos esta coordinada con la sintesis de
carotenoides, que son esterificados y almacenados
como lipidos en el citoplasma. Estos carotenoides
los producen las microalgas a altas intensidades de
luz como respuesta a la prevencidon de dafio foto
oxidativo (Baker 2006).

Por otra parte, el perfil de acidos grasos indicd
que la microalga tiene como componentes lipidi-
cos a los acidos grasos saturados miristico C14:0,
pentadecanoico C15:0, palmitico C16:0 y estearico
C18:0 (Cuadro II). Los 4cidos grasos saturados e
insaturados sintetizados no presentaron variaciones
en cuanto a su composicion, pero si se encontr6 una
reduccidn significativa (p < 0.05) en el contenido de
AEP (3.34 +£0.3) a alta intensidad de luz en relacion
con la registrada a baja intensidad (5.6 = 0.4). Esto
concuerda con lo mencionado por Volkman et al.
(1993), quienes indicaron que las microalgas del
género Nannochloropsis, elaboran principalmen-
te acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico
(C16:1n-7) y acido eicosapentaenoico (C20:5n-3)
en condiciones de cultivo similares a 80 pmol E/
m?/s, en medio f/2 de Guillard y Ryther (1962). Lo
anterior se puede deber a que el AEP se encuentra
principalmente en los componentes estructurales
de la membrana de la célula como una especie de
lipido polar, cuenta con cinco dobles enlaces, lo que
facilita la transferencia de electrones a través de sus
enlaces dobles de carbono-carbono y que ocasionan
su oxidacion con mayor facilidad (Rodolfi et al.
2009). Esto también fue reportado por Arts et al.
(2009), quienes indicaron que en Nannochloropsis
sp., el grado de insaturacidon de los acidos grasos
disminuye con el incremento de la intensidad de
luz, especialmente el porcentaje total de acidos
grasos n-3, de 29 a 8 % de los 4cidos grasos totales,
debido principalmente a la reduccion del AEP. La
reduccién o pérdida de dicho acido ocasiona una
mayor estabilidad oxidativa de los lipidos, lo que
proporciona un biodiésel de mayor resistencia a
la oxidacion. Por otro lado, las altas intensidades
aumentaron la saturacidn, particularmente al in-
ducir la acumulacion de C16:0, estos resultados
concuerdan con los de Tonon et al. (2002) y Pal
etal. (2011).
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CUADRO II. PORCENTAJES DE ACIDOS GRASOS (AG) RELATIVOS AL TOTAL DE ACIDOS GRASOS
(TAG) PRESENTES EN Nannochloropsis oculata A DIFERENTES INTENSIDADES DE LUZ

AG/TAG (% Peso)
Intensidad de luz pmol E/m%/s
650 400 200 80

Acido miristico C14:0 6.68 £ 0.18 7.35 £ 0.36 7.65 + 0.03 8.25 + 0.34
Acido pentadecanoico C15:0 0.61 £ 0.01 0.63 + 0.23 0.58 £ 0.01 0.52 £ 0.34
Acido palmitico C16:0 38.09 £ 0.19 38.70 £ 0.15 38.56 + 0.52 39.46 + 0.05
Acido palmitoleico C16:1n-7 30.68 + 0.92 30.84 £ 0.32 29.88 £ 0.22 29.27 £0.25
Acido sapiénico C16:1n-10 0.60 + 0.03 0.57 £ 0.02 0.56 £ 0.18 0.59 £ 0.01
Acido estearico C18:0 0.92 £ 0.07 0.63 £ 0.06 0.62 £ 0.13 0.63 £ 0.01
Acido oleico C18:1 n-9 16.38 + 0.99 13.12 £ 0.08 12.19 + 0.08 12.54 + 0.58
Acido linoléico C18:2n-6 1.31 £0.11 1.14 £ 0.06 1.75 £ 0.24 0.66 + 0.05
Acido araquidénico C20:4n-3 1.33 +£0.40 2.96 + 0.07 2.75 +£0.16 2.48 +£0.16
Acido eicosapentaenoico C20:5n-3 334 +£0.27 4.06 + 0.14 5.46 + 0.09 5.60 = 0.40
Acidos saturados 46.32 £ 0.11 4731 £0.20 47.41 £ 0.17 48.86 £ 0.18
Acidos insaturados 53.67 £ 0.45 52.69 £ 0.11 52.59 £ 0.16 51.14 £ 0.24

+ desviacion estandar

CONCLUSIONES

Los resultados indicaron que las productividades
de la biomasa y de los lipidos fueron afectadas posi-
tivamente con el incremento en la intensidad de luz.
También fue favorecida la composicion lipidica. Se
encontr6 una reduccion en los porcentajes de acidos
grasos poliinsaturados, lo que permite obtener un
biodiésel de mayor calidad. La produccion y com-
posicion de biomasa se mantiene constante a partir
del dia 13 de cultivo. Al escalarse a nivel industrial,
la cosecha se realizaria en este tiempo, por lo que el
gasto energético se reduciria, lo que disminuiria el
costo del proceso con la maxima obtencion de lipidos
para produccion de biocombustibles.
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