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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se revisaron procedimientos basicos tal
como la preparacion del medio (MBB) asi como del equipo para los procesos.
Se llevo el conteo celular (Neubauer), y se apoy0 asi el escalamiento preciso a
los volumenes de fotobiorreactores y la cinética poblacional microalgal se formé
con el conteo diario.

Se hizo la observacién documental y en laboratorio de factores de crecimiento
gue pudieran afectar de manera positiva a los cultivos microalgales, tales como
intensidad de iluminacién, volumen de aireacion y temperatura de cultivo, asi
como los nutrientes adecuados para el cultivo. Se tomaron muestras de ambas
especies microalgales en la etapa critica de escalamiento y en las dos fases de
cinética, asi como para una de las especies, para obtener datos de densidad
celular, biomasa microalgal, produccién y productividad lipidicas por especie/fase
de desarrollo, esto se defini6 por medio de técnicas como peso constante,
centrifugacion, filtracion y secado de biomasa. De donde se observé que los
resultados son pertinentes con la investigacion bibliografica.

Como una fase final, se realizaron una extraccion soxhlet con cloroformo
metanol, y una derivatizacion lipidica, (Soxhlet; Le Page y Roy), para tener una
muestra lipidica fraccionada y lista para la cromatografia de gas.
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Nannochloropsis oculata presenta la mayor densidad celular en fase exponencial
(42.62 x 10° cel mL?). Chlorella vulgaris presenta mayor produccion vy
productividad de biomasa en fase exponencial (0.8169 g Lty 0.0743 g L d}).
Ambas cepas presentan mayor % de lipidos en fase estacionaria (36.89 y 30.41
%), siendo Chlorella vulgaris el de mayor %. No se observan diferencias
significativas en la produccion y productividad de lipidos entre cepas. El mayor %
de acidos grasos se presenta en fase estacionaria (60.90 %), los principales
acidos grasos identificados son: Acido butirico, Acido caproico, Acido cis-10
pentadecanoico, Acido palmitico, Acido elaidico, Acido oleico, Acido linoleaidico

y Acido araquidénico.
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1. INTRODUCCION

Las microalgas son organismos autétrofos unicelulares, coloniales y filamentosos
que habitan diversos ambientes acuaticos en todas las latitudes y ecosistemas
del planeta. Son fuentes de biomoléculas y metabolitos de gran importancia
econOmica y constituyen una fuente directa de alimento. Representan un sistema
muy eficiente para la bioconversion de la energia luminosa, aunado a la
utilizacion de los elementos nutritivos (nitrégeno, potasio y fésforo), el aporte de
oxigeno y una produccion de biomasa que puede ser utilizable en diferentes
areas en la industria. Estas han adquirido gran importancia en los ultimos afios
ya que presentan la solucién a diversos problemas en aspectos de alimentacion,
produccion de biomasa y metabolitos de alto valor agregado de origen natural
(Gémez et al.,, 2013). Estas se presentan como una fuente potencial de
compuestos bioactivos para ser utilizado en la industria alimentaria generando
alimentos funcionales. Un alimento funcional esta constituido por elementos que
ademas de proporcionar nutrientes, tienen un beneficio para una o mas funciones
del organismo humano, mejorando el estado de salud y reduciendo el riesgo a la

enfermedad (Lopez et al., 2015).
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Muchos de los compuestos metabolicos de microalgas, asi como su biomasa
tienen un efecto beneficioso, y pueden ser incorporados en alimentos (Lépez et
al.,2015). El desarrollo y busqueda de alimentos funcionales, como método para
mejorar y mantener la salud representa un campo de la investigacion muy
explorado en afios recientes. Lipidos, proteinas, polisacaridos, compuestos
fendlicos, carotenoides, entre otros bioproductos proveniente de microalgas
pueden ser utilizados como fuente de ingredientes para productos funcionales
(Lépez et al., 2015).

A su vez, representan una fuente en exploracién de compuestos bioactivos que
podrian ser Utiles en aplicaciones farmacéuticas o nutracéuticas; asi aparecen
sustancias con efecto antimicrobiano, anti-inflamatorio, antialérgico, antioxidante,
hipocolesterolémico, hipoglicemiante, inmunosupresor, antiagregante vy
vasoconstrictor, entre otros. La presencia de alimentos con actividad
nutracéutica, producto de la adicibn de compuestos bioactivos, viene a ser un
avance para el desarrollo de la alimentacion. De esta forma, el suministro de
estos alimentos, ademas de contribuir en la cadena nutritiva, aportaria elementos

gue beneficiarian la salud humana (Lépez et al.,2015).
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Algunas de las moléculas obtenidas a partir del proceso fotosintético de la
mayoria de las microalgas, dentro de la fraccion lipidica, son los acidos grasos
poliinsaturados, que bajo ciertas condiciones de estrés metabdlico (variacion,
luminica, salinidad, se pueden acumular en la célula microalgal en un porcentaje
importante (a veces mas del 30% de su peso celular en seco), (De Carvalho et
al., 2020; Kirrolia et al., 2013). Estos compuestos secundarios y en especial los
de las microalgas oleaginosas son hidrocarburos, mas especificamente acidos
carboxilicos alifaticos de cadena larga, y en el caso de los acidos poliinsaturados,
superior a 18 atomos de carbono, biolégicamente relevantes de ellos son el &cido
araquidonico ARA (Cz0.4) A>®11.14 v el acido eicosapentaendico EPA (Czo:5)
A3691215  FEste grupo de compuestos por sus propiedades intrinsecas son
precursores de (gliceroles, fosfogliceroles, enzimas como las lipasas,
esfingolipidos, hormonas esteroideas, y lipidos estructurales (Bohinski, 1994).
Los acidos grasos poliinsaturados son considerados acidos grasos esenciales,
puesto que se necesita para el desarrollo basico del cuerpo, pero nuestro
organismo no cuenta con las enzimas necesarias para sintetizarlos, estos se
encuentran principalmente en los alimentos de origen marino como algas,
moluscos, crustaceos y peces grasos de aguas profundas; en la actualidad, el
pescado y el aceite de pescado son las principales fuentes de acidos grasos

poliinsaturados, la aplicacibn como aditivo alimentario es limitada debido a la

3
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posible acumulacion de toxinas, olor a pescado, sabor desagradable y la
presencia de acidos grasos mezclados, no adecuados en las dietas vegetarianas;
debido a ello se han estudiado los efectos de su incorporacion al suplementarlos
dentro de una dieta animal y humana, observandose multiples efectos benéficos
mencionados anteriormente, tales como efecto antioxidante, anticancerigeno,
antiinflamatorio, etc. (Zanella & Vianello, 2020; Katiyar & Bishnoi, 2013). Debido
a esta gran importancia bioldgica y clinica ha impulsado desde hace décadas la

investigacion para obtener a los AGPI de manera directa, para su utilizacion en

estas areas, en especial en el campo de la alimentacion.

HO

J— J— p— 3

Acido gama-linolénico

— — — — — — CH

Addo docosahexaenoico

— = H,

Acido eicosapentaenoico

llustracion 1. Acidos grasos poliinsaturados presentes en microalgas (://www.chemspider.com/).
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El secado convectivo con aire caliente es uno de los métodos industriales mas
comunes que se utilizan para el secado de material organico (Babalis &
Belessiotis, 2004), ademas de que también permite obtener otras formas
diferentes a los polvos (Desmorieux & Decaen, 2005). Uno de los parametros
mas importantes dentro del secado de forma puntual, es la temperatura, esta
debe generar el retiro de la humedad en la biomasa de forma eficiente y en el
menor tiempo posible, a su vez, el calor aplicado, debe manejarse dentro de los
limites de un rango de temperatura que no altere o afecte las propiedades Utiles
del producto adquirido, debido a que, si se sobrepasan los parametros de
resistencia térmica, existiran inconvenientes derivados de fendmenos como
oxidacion, desnaturalizacion, etc.; los cuales alteran la calidad de un producto
esperado. En los acidos grasos poliinsaturados, por insaturacion, reaccionan e
interactian dentro del metabolismo, si no se sobrepasa el umbral térmico, el
principal efecto sera la oxidacion y saturacién de la cadena hidrocarbonada de
los acidos grasos, con lo cual se perdera el valor de sinergia biolégica, factor
importante en los procesos bioldgicos. Por ello, el secado de biomasa microalgal
debe preservar el material biolégico obtenido para la extraccion de la fracciéon
lipidica, dado que la actividad de agua del producto fresco acelera su

fermentacion, proceso indeseable.
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En este trabajo, sera en primer término evaluados los procesos de cultivo de dos
especies microalgales: Nannochloropsis oculata y Chlorella vulgaris, bajo los
paradmetros mas eficientes, para asi obtener una biomasa microalgal con un
contenido de acidos grasos adecuado, ademas el estudio del efecto del secado
convectivo en el contenido de lipidos de la biomasa microalgal de
Nannochloropsis oculata y Chlorella vulgaris, asi como la proporcion porcentual

de los acidos grasos poliinsaturados identificados.
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2. DESCRIPCION DE LA EMPRESA U ORGANIZACION Y DEL PUESTO

O AREA DEL TRABAJO DEL ESTUDIANTE

El presente proyecto se desarrollara en las instalaciones del Instituto Tecnologico
de Boca del Rio (ITBOCA) en el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y
Bioenergias, donde se realizara el cultivo de las microalgas Nannochloropsis
oculata y Chlorella vulgaris, para establecer las condiciones de obtencion de
biomasa. De igual manera la estandarizacion del método para la identificacion y
cuantificacion de FAMEs por cromatografia de gases se realizara en el
Laboratorio de Investigacion en Biotecnologia Acuicola (LIBA), dentro de las

instalaciones del ITBOCA (llustracién 2).

a) b)

llustracién 2. a) Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y Bioenergias y b) Laboratorio de
Investigacion en Biotecnologia Acuicola (LIBA).
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2.1. Historia

La educacion en Ciencia y Tecnologia del Mar tuvo su origen a nivel nacional en
el afio de 1957, en la ciudad de Veracruz en el seno de una prestigiada institucion

educativa, que hoy es el Instituto Tecnoldgico de Veracruz.

La creacion del Instituto Tecnoldgico del Mar es el resultado de la evaluacion de

dos etapas previas para consolidarse:

Primero, la creacién de la Estacion Marina, que funciono como el origen (de 1957
a 1965), con su adscripcion al Instituto Tecnoldgico Regional de Veracruz.
Segundo, su transformacion para convertirse en el Centro Nacional de Ciencias

y Tecnologias Marinas (de 1966 hasta 1974).

A partir de septiembre de 1975, la institucion por Acuerdo Presidencial, se
transformé en el Instituto Tecnolégico de Pesca, cuyo nhombre cambio a Instituto
de Estudios Superiores en Ciencia y tecnologia del Mar, y en 1981 finalmente se
designé como Instituto Tecnoldgico del Mar; con la reestructuracion de la SEP,
como parte del proceso integrador en octubre del 2005 nuestro plantel posee una
nueva imagen institucional, tomando su nuevo nombre de INSTITUTO
TECNOLOGICO DE BOCA DEL RIO, siendo parte del Sistema Nacional de
Educaciéon Superior Tecnoldgica, el cual posteriormente cambia a Tecnoldgico

Nacional de México.
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Su creacion se justificd con base en que nuestro pais esta bordeado por dos
grandes océanos mundiales: el Pacifico y el Atlantico, ademas cuenta con un
extenso litoral de 11,593 Km. de longitud y posee una zona econémica exclusiva
(INEGI, 1995), cuya superficie es de 2,717,252 Km2 Propin (1998), que ocupa el

9° lugar en extension a nivel mundial.

2.2. Instalaciones y Servicios

El Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio es una distinguida comunidad, de
ensefianza y aprendizaje, con una trayectoria de mas de 40 afos, preparando

jovenes profesionistas que se incorporan al sector privado y publico.

Actualmente cuenta con planes de estudio basados en competencias

profesionales, y con reconocimiento con la Norma ISO 9001:2008.

El principal proposito es ofrecer oportunidades y herramientas para que todos los
jovenes desarrollen al maximo su potencial de acuerdo con su conocimiento, sus

intereses y capacidades.

Los catedraticos, equipo directivo y personal de apoyo cuentan con la
preparacion y experiencia, para lograr que cada alumno, crezca en un entorno

grato, seguro e idoneo para su desarrollo integral.


https://bdelrio.tecnm.mx/ofertaeducativo/index.html
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Las instalaciones y el equipamiento educativo fueron disefiados para ser un
espacio educativo amplio, con diversidad de ambientes y recursos para el
aprendizaje, la recreacion, el fomento a la lectura y la investigacion, la practica
deportiva y el aprendizaje por competencias, asi como el goce de las diferentes

expresiones artisticas.

2.3. Filosofia Institucional

2.3.1. Misién

Contribuir a la conformacion de una sociedad mas justa, humana y con amplia
cultura cientifico-tecnoldgica, mediante una educacion equitativa en su cobertura

y de alta calidad.

2.3.2. Visioén

Ser un Instituto Tecnolégico de alto desempefio que sea soporte del desarrollo
acuicola e industrial sostenido, sustentable y equitativo de la region, de la nacion

y del fortalecimiento de su diversidad cultural.
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2.3.3. Valores

A fin de guiar y orientar las acciones cotidianas de todo su personal, el Instituto

Tecnoldgico de Boca del Rio define los siguientes valores Institucionales:

Respeto: Miramiento, consideracion, deferencia.

Puntualidad: Disciplina de estar a tiempo para cumplir nuestras

obligaciones.

Honestidad: Cualidad humana por la que la persona se determina a elegir
actuar siempre con base en la verdad y en la auténtica justicia, dando a

cada quien lo que le corresponde, incluida ella misma.

Tolerancia: Respeto a las ideas, creencias o practicas de los demas

cuando son diferentes o contrarias a las propias.

Responsabilidad: Es una obligacion, ya sea moral o incluso legal de

cumplir con lo que se ha comprometido.
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2.4. Politica de Calidad

En el Instituto Tecnoldgico de Boca del Rio nos comprometemos a proporcionar
permanentemente enseflanza que satisfaga los requisitos legales vy
reglamentarios pertinentes de las partes interesadas definidos mediante el
contexto interno, y externo: logrando el aumento de su satisfaccion, a través de
la aplicacion eficaz del sistema de gestion, mejorando continuamente, apoyando

al logro de la planeacion estratégica de la institucion.

2.5. Politica del Tecnolégico Nacional de México

El TecNM establece el compromiso de implementar y orientar todos sus procesos
estratégicos y actividades del proceso educativo, hacia la Calidad del Servicio
Educativo y respeto del medio ambiente, dando cumplimiento a los requisitos del
estudiante y partes interesadas, legislacién ambiental aplicable y otros requisitos
ambientales que se suscriban asi como promover en su personal, estudiantes y
partes interesadas la prevencién de la contaminacioén y el uso racional de los
recursos; mediante la implementacion, operacion y mejora continua de un
Sistema de Gestion de Calidad conforme a la Norma ISO 9001:2015/NMX-CC-

9001-IMNC-2015 y un Sistema de Gestibn Ambiental conforme a la Norma I1SO
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14001:2015/NMX-SAA-IMNC-14001-2015, coadyuvando a la conformacion de
una sociedad justa y humana con una perspectiva de sustentabilidad y ser uno

de los pilares fundamentales del desarrollo sostenido y sustentable.

2.6. Cobdigo de Eticay Conducta del TecNM

El Tecnolégico Nacional de México (TecNM) es una dependencia educativa con
reconocimiento a nivel nacional e internacional, donde se educan a los
profesionistas y posgraduados que la sociedad requiere para el desarrollo del
pais. Todo el personal que colabora dentro del TecNM tiene el firme compromiso

con la sociedad de ofrecer una educacion de excelencia en forma gratuita.

El TecNM establece el compromiso de que el personal desempefia su trabajo con
base en los valores y principios éticos contenidos en el Cédigo de ética y de
Conducta que garantizan el orden, la seguridad, la igualdad y no discriminacion
establecida en la NMXR-025-SCFI-2015 y en el Programa Institucional de
Innovacion y Desarrollo 2013 — 2018 (PIID), en su estrategia transversal 1111,

estrategia 3 de igualdad de oportunidades y no discriminacion contra las mujeres.
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Con este Codigo de Etica se espera que la comunidad tecnolégica realice sus
funciones dentro de los valores éticos, necesarios para una convivencia con
nuestros semejantes que garantice el orden, la seguridad, la igualdad y no
discriminacion establecido en la NMX-R-025-SCFI-2015 y en el Programa
Institucional de Innovacién y Desarrollo 2013 — 2018 (PIID), en su estrategia
transversal lll.1, estrategia 3 de igualdad de oportunidades y no discriminacion

contra las mujeres, para lograr un progreso verdadero de nuestra nacion.

De conformidad con el ACUERDO que tiene por objeto emitir el Cédigo de Etica
de los servidores publicos del Gobierno Federal, las Reglas de Integridad para el
ejercicio de la funcién publica, y los Lineamientos generales para propiciar la
integridad de los servidores publicos y para implementar acciones permanentes
que favorezcan su comportamiento ético, a través de los Comités de Etica y de
Prevencion de Conflictos de Interés, publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el 20 de agosto de 2015; el presente Cédigo tiene por objeto
establecer las normas que regiran la conducta de los servidores publicos

federales que integran al Tecnol6gico Nacional de México.
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Asimismo, este Codigo constituye una guia para apoyar al personal docente y no
docente de los Institutos, Centros y Unidades que integran al Tecnoldgico
Nacional de México, conforme el articulo 1° de su Decreto de creacion, a efecto
de que cumplan con las normas de ética que establece el TecNM, sintetizando
algunas normas por las cuales las dependencias que integran el TecNM y todos
los integrantes deberan regirse; por lo que no es un documento que cubre cada
situacion que pudieran enfrentar el personal de la Institucion, sino que es una

guia que resalta algunos aspectos que ayudara a la toma decisiones.

2.7. Datos generales (ITBOCA)

Ciudad: Veracruz

Estado: Boca del Rio

Direccion: Carretera Veracruz-Cordoba Km.12 C.P. 94290. Boca del Rio, Ver.
Correo: contacto@bdelrio.tecnm.mx

Teléfono: (229) 6905010

Pagina web:

Instituto Tecnologico de Boca del Rio — TecNM- https://bdelrio.tecnm.mx

15


mailto:contacto@bdelrio.tecnm.mx

SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA
TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

EDUCACIO

INSTITUTO TECNOLOGICO DE BOCA DEL RIO

Proyecto de Residencias Profesionales

3. PROBLEMAS A RESOLVER

Existen varios factores del secado que pueden influir en el material, por

ejemplo: la velocidad, la temperatura del aire, la difusion del agua a través del

material, el espesor y la forma del producto. Los factores mas importantes en

las condiciones de secado de microalgas son la temperatura y el espesor

(Desmorieux & Decaen, 2005; Oliveira, et al., 2009). Dentro de las

investigaciones realizadas en relacion al secado, algunos autores han

reportado la pérdida de componentes durante el proceso. En estudios

recientes (Hélene Desmorieux & Hernandez, 2004; Oliveira et al., 2010) se ha

demostrado la pérdida de proteinas, azlUcares, pigmentos como las

ficocianinas y en especial la perdida de lipidos durante el proceso de secado

convectivo de microalgas.

De acuerdo con lo anterior se pretende resolver los siguientes:

e La pérdida de lipidos durante el secado convectivo en la biomasa de
microalgas Chlorella vulgaris y Nannochloropsis oculata.

e Los factores que ejercen mayor influencia en la pérdida de lipidos durante
el secado convectivo de biomasa de microalgas.

e El efecto de las condiciones de secado convectivo en el perfil lipidico de

Chlorella vulgaris y Nannochloropsis oculata.
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Qué tipo de lipidos se encuentran en Chlorella vulgaris y Nannochloropsis

oculata después del secado.

El cultivo de Chlorella vulgaris y Nannochloropsis oculata con énfasis en

produccién de lipidos.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

e Evaluar el efecto del secado convectivo sobre el perfil de &cido grasos de

la fraccion grasa de biomasa microalgal.

4.2. Especificos

e Evaluar el crecimiento microalgal en medio de cultivo especifico.

e Determinar la produccion y productividad de biomasa y lipidos en las
microalgas Chorella vulgaris y Nannchloropsis oculata.

e Evaluar el efecto de la temperatura del secado convectivo de la biomasa

microalgal, sobre la composicion de acidos grasos.
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5. JUSTIFICACION

Las microalgas son fuente, entre otros metabolitos, de acidos grasos
poliinsaturados (omegas 3 y 6), los cuales son compuestos importantes, Utiles y
promisorios, ya que se utilizan en la industria acuicola, alimenticia, quimica y
terapéutica, esto debido a su accion biolégica beneficiosa para mejorar o corregir
ciertos procesos metabdlicos en los seres vivos, por ejemplo, 6ptimo desarrollo
celular temprano, regulacién de procesos hormonales, optimizacion de la
capacidad reproductiva, potencial antioxidante, mejoramiento de la capacidad
autoinmune, estabilizacion del sistema nervioso y sus funciones, etc. Por ello, es
necesario contar con cultivos microalgales disefiados para un mayor rendimiento
y calidad de producto (acidos grasos poliinsaturados). Por otra parte, el proceso
de secado aplicado a biomasa microalgal (productos biol6gicos de cultivo
acuicola) es aun mas fino y complejo que los métodos de separacion base
hameda (floculacion centrifugacion, sedimentacion, etc.), ya que la interacciéon
calor, medio de transporte (aire), y el conjunto solido-liquido deben estar en un
equilibrio tal que permita el retiro de la humedad del complejo, sin generar

alteraciones indeseables en el componente seco (biomasa).
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Adicionalmente, es necesario contar con protocolos para los procesos de
conservacion de dichos productos, especificamente acidos grasos
poliinsaturados (objetivo inicial de este estudio).

En este trabajo se definen algunas variables intrinsecas, primordialmente:
temperatura y velocidad del aire de secado, superficie del propagador térmico,
tiempo de secado, porcentaje de humedad inicial y final de la biomasa. El factor
energético y el tiempo de obtencién del producto final, son retos biotecnoldgicos
para definir la relacion costo-beneficio de un proceso de obtencion de harina seca
microalgal; asi como también la caracterizacion de los acidos grasos
poliinsaturados (omegas 3y 6) presentes en ella, debido a la accién térmica sobre
estos componentes, y su posible modificacion bioquimica; esto incide en afiadir
un valor agregado a un producto (harina de microalgas) con una caracteristica

especifica de contenido de acidos grasos de la mayor cantidad y calidad posible.
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6. MARCO TEORICO

6.1. Microalgas

6.1.1. Caracteristicas

Las microalgas son un grupo de microorganismos fotosintéticos unicelulares
procariontes (cianobacterias) y eucariontes. Se encuentran distribuidas
principalmente en el agua, pero también en la superficie de todo tipo de suelos,
(Taher et al., 2014) tolerando un amplio rango de temperaturas, pH y
disponibilidad de nutrientes. Las microalgas pueden tener ciertos tipos de
organizacion celular: unicelular, colonial y filamentosa. Aunque viven de manera
libre, cierto nUmero de microalgas vive en asociacion simbidtica con otros
organismos (Richmond & Hu, 2013). Se han identificado alrededor de 40,000
especies, aungque se estima que existen mas de 100,000 de las cuales con
frecuencia se desconoce su composicion bioquimica y metabolismo (Garibay
Hernandez, Vazquez-Duhalt, Sdnchez-Saavedra, Serrano-Carredn, & Martinez-

Jiménez, 2009).

21



SECRETARIA DE EDUCACION PUBLICA
TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO

EDUCACIO

INSTITUTO TECNOLOGICO DE BOCA DEL RIO

Proyecto de Residencias Profesionales

6.1.2. Crecimiento

Para el crecimiento de un alga autétrofa, Unicamente son necesarios agua, luz,
CO2, nutrientes y elementos traza. Por medio de la fotosintesis, el alga sera
capaz de sintetizar todos los componentes necesarios para su crecimiento. Los
parametros 6ptimos y rangos tolerables son especificos para cada especie

(Barsanti & Gualtieri, 2014).

6.1.3. Condiciones de cultivo

La temperatura de los cultivos debe ser lo mas cercana posible a la temperatura
de su hébitat natural. Los requerimientos de la intensidad de luz varian con la
profundidad y densidad del cultivo algal. Deben evitarse altas intensidades de
luz pues podrian resultar en fotoinhibicion. También debe evitarse el
sobrecalentamiento debido a la iluminacién. Muchas especies requieren ciclos
de luz/oscuridad (normalmente 12:12) para su crecimiento. El pH también afecta
su crecimiento, siendo de 7 a 9 el rango para la mayoria de las especies. El
mezclado es necesario para prevenir la sedimentacion de las microalgas y
asegura que todas las células de la poblacién se encuentren igualmente

expuestas a la luz y los nutrientes (Barsanti & Gualtieri, 2014).
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6.2. Chlorella vulgaris

La especie que muchos autores denominan como la mas versatil, estudiada y
adaptable hasta el momento en la investigacion micro algal, pertenece al Phyllum
Chlorophyta, el Orden Chlorellales, y la Familia Chlorellaceae, fue descrita por
primera vez por el holandés Beijerinck en 1890, microalga esférica con un
diametro entre 2 y 10 micrometros (1 x 10-6 m), cuenta con una gruesa pared de
celulosa y es muy resistente a medios contaminados con pesticidas, llegando a
absorber y metabolizar a estos compuestos (Mishaga, 2017). Se encuentra en
ecosistemas de agua dulce, salobres y marinos de manera muy amplia a nivel
mundial, de acuerdo a Tomaselli, (2007), esta especie puede metabolizar de
forma autotréfica, mixotréfica y heterotréfica, lo cual, en términos de usos de
diversos medios, variaciones de estrés al cultivo y su altisima capacidad
fotosintética y de rapido crecimiento y rendimiento de densidad celular, la
convierten en la especie mas apropiada para el cultivo microalgal en términos de
sencillez y economia (Borowitzka, 2018). Es una de las pocas especies
microalgales aprobadas para su consumo integral por la FDA y la EFSA, asi
mismo ha sido muy estudiada en un enfoque geneético y transgenico, (Cha et al.

2012; Cecchin et al. 2019).
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La antigiiedad de esta microalga es muy confirmada, pues por su conformacion
y gran adaptabilidad han generado la hipotesis de que es uno de los
microorganismos mas antiguos que existen en la actualidad, este género se
utiliza de forma muy amplia en Asia, en donde se cultiva con productividades
cercanas a 30 g/m2/d, la utilizacion del género Chlorella se especifica desde al
alimento encapsulado de forma directa, biomasa fresca y seca para acuacultura,
extraccion lipidica, proteica, de pigmentos clorofilicos, regeneracién de cuerpos
de agua, etc.,(Gémez, 2007).

Chlorella Vulgaris es un alga unicelular de color verde, de forma esférica. Su
color lo obtiene de los cloroplastos, que son las estructuras encargadas de
realizar la fotosintesis. Pertenece a la division Chlorophyta y a la clase de las
Chlorophyceae, en la Tabla 1 se puede observar la clasificacion. Se ha
cultivado de forma intensiva con fines de alimentacion y obtencion de
metabolitos. El sistema por lote es el mas utilizado a gran escala por su bajo

riesgo de contaminacion y facil implementacién (Chaparro, 2017).
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Tabla 1. Caracteristicas del alga Chlorophyta y el tipo de compuesto de almacenamiento
(Chaparro, 2017).

Grupo Nombre Morfologia Pigmentos Representante Material Pared
tipico de celular
reserva

Almidoén;

Chorophyta  Algas Unicelar  Clorofilasa Chamydomonas (a-1,4- Celulosa
verdes yb glucano),
sacarosa

Sus ciclos de vida y necesidades nutricionales son simples; al ser unicelulares,
la energia se dirige a través de la fotosintesis al crecimiento y la reproduccion; es
un organismo altamente eficiente en la fijacion del CO2 debido a su habilidad de
crecer en medios enriquecidos con altas concentraciones de COg, lo cual le da
una gran ventaja sobre otras especies del mismo género (Chaparro, 2017).

La composicion lipidica para esta especie reportada por Lee, et al. (2010) se

muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Composicién de acidos grasos para Chlorella vulgaris (J.-Y. Lee et al., 2010).

Categoria Nombre del &cido graso % Peso total
Saturado Heptadecanoico/Margarico 0.1
(17:0)

Saturado Esteérico (18:0) 3.4
Insaturado Oleico (18:1) 16.3
Insaturado Linoleico (18:2) 79.4
Insaturado a-Linolénico (18:3) 0.1

llustracion 3. Chlorella vulgaris (https://acuisurperu.com/pf/chlorella-vulgaris/).
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6.3. Nannochloropsis oculata

La microalga Nannochloropsis oculata, es muy importante en acuicultura debido
a su valor nutricional. Esta microalga pertenece a la clase Eustigmatophyceae,
que agrupa a las especies que contienen la mayor cantidad de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAS), especialmente acido eicosapentaenoico (EPA), acido
araquidénico (ARA), docosahexaenoico (DHA) de gran importancia en la
nutricion de animales marinos, especialmente en el crecimiento y desarrollo de
larvas de peces, moluscos y crustaceos. Su cultivo es de origen japonés y su
tamafo varia de 2 a 3 pm. Es reconocida por su valor nutricional como una
excelente fuente de proteinas, carbohidratos, lipidos y vitaminas. Esta especie
contiene cantidades elevadas de &cidos grasos poliinsaturados, especialmente
acido eicosapentaenoico (AEP), acido araquidonico y acido docosahexaenoico
que son de gran relevancia en la nutricibn 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 (Macias et al., 2017).
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llustracion 4. Nannochloropsis oculata (https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Microalga-
da-especie-Nannochloropsis-oculata_figl 330745636).

6.4. Cultivo de microalgas

Desde tiempos antiguos las microalgas han estado presentes en la actividad
humana, ya desde la antigledad y hasta estos tiempos, los aztecas, tribus
africanas cercanas al lago Chad, chinos y japoneses, entre otras culturas, han
dispuesto de los florecimientos estacionarios, espontaneos de diversos géneros
de Cianobacterias, como Arthrospira, Nostoc, Aphanoteca, Spirogyra,
Oedogonium, estas costumbres alimenticias culturales empiricas son la cuna de

la importancia nutricional actual de las microalgas (Garcia et al. 2017).
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El cultivo de microalgas surgié desde la observacion de la capacidad de
crecimiento exponencial en efluentes naturales, ademas de eso, ciertas especies
(Chlorella, Arthrospira, etc.), pueden ser cultivadas en condiciones domeésticas y
con poco o0 nada de mantenimiento hasta su fase estacionaria. En general, se
deben cumplir siete puntos para establecer un cultivo de microalgas eficiente: 1.-
Una fuente de luz adecuada, 2.- Procesos operativos simples, 3.- Transferencia
de materiales a través de la capa liquido-gas, 4.- Nivel alto de costo-beneficio
(instalaciones), 5.- Bajo indice de contaminacion del sistema, 6.- Eficiencia de
uso del espacio y 7.- Eleccion de la especie o0 especies adecuadas. Este ultimo
punto es relevante, dado que algunas especies son productoras de compuestos
bioactivos de forma mas abundante (ej. carotenoides, acidos grasos, proteinas,
etc.). El cultivo microalgal se puede dividir en forma general en dos grandes
areas: a).- cultivo externo en estanques tipo pista de carreras (raceways), y b).-
cultivo intensivo en sistemas cerrados y condiciones controladas, llamados
fotobiorreactores (FBR), (Tan et al., 2019). Existen una serie de diferencias
intrinsecas que hacen elegible un tipo general de cultivo sobre el otro, dado que
al trabajar de determinada forma cualquier tipo de cultivo bioldgico, los resultados

son impactados en forma visible (Tan et al., 2019).
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6.5. Microalgas de uso alimentario

Desde hace mas de veinte siglos las microalgas son parte de la alimentacion
humana y en algunos paises persiste su uso. Las microalgas sobresalen en la
industria de la alimentacién porque se han convertido en los nuevos estandartes
de una dieta saludable. Hoy existe un sinnimero de suplementos alimenticios a
base de microalgas como Chlorella y, principalmente, Spirulina, los cuales
prometen ayudar a la preservacion de la salud o incluso mejorarla (Espinoza,
2017). A pesar de que desde la antigliedad las microalgas representaban una
fuente de alimentacion rica en proteinas, carbohidratos y grasas, no fue sino
hasta 1967 que la Asociacion Internacional de Microbiologia Aplicada denominé
a la Spirulina como “una fuente maravillosa de alimento para el futuro”. Esta
microalga tiene un elevado contenido de proteinas de alta calidad (contenido
balanceado de amino&cidos esenciales), que representan entre 60 y 70% de su
peso seco. Después de su redescubrimiento, en la década de 1970 se dio inicio
a la produccién a gran escala de éste y otros microorganismos con potencial para
la obtencidn de proteinas; asi, se establecio la primera planta de produccion a

gran escala de Spirulina de nuestro pais (Espinoza, 2017).
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Desde hace algunos afios se ha reconocido el valor nutricional de las algas
microscopicas debido a que contienen compuestos quimicos de origen vegetal
(fitoquimicos), carotenoides y otros antioxidantes similares a los de los vegetales
verdes y amatrillos, cuya ingesta es benéfica para la salud. De las microalgas se
pueden obtener espesantes como carragenina y agar; colorantes y antioxidantes,
tales como astaxantina (colorante rojo), betacaroteno (colorante
amarillo/naranja), clorofila (colorante verde) y ficocianinas (colorante azul), entre
muchos otros; asi como también acidos grasos, sobre todo los omega-3
(Espinoza, 2017).

Aunqgue el pescado es una buena fuente de este acido graso, también contiene
altas cantidades de acido eicosapentaenoico (epa), el cual limita el crecimiento y
provoca otros problemas del desarrollo. Por otro lado, se ha visto que el pescado
puede ser una fuente de riesgo por la inclusién de metales pesados o toxinas a
la dieta de los infantes. Para evitar el riesgo asociado y proveer a la industria de
férmulas con suficiente DHA, se ha utilizado la microalga Crypthecodinium. Las
leches de formula adicionadas con este suplemento hoy se comercializan a nivel
mundial (Espinoza, 2017). Aunque existe una gran variedad de microalgas que
se utilizan para la obtencién de acidos grasos omega-3, ademas del DHA, la
comercializacidén a gran escala se centra en dos tipos de microalgas: la Chlorella

y la Spirulina.
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Ambas tienen un alto valor nutritivo y, sobre todo, la capacidad de acumular
proteinas. Ademas, a diferencia del aceite de pescado, su sabor y su olor no son
tan marcados y pueden encapsularse para disminuir todavia mas las
caracteristicas organolépticas que pudieran ser desagradables al gusto
(Espinoza, 2017). En la actualidad las microalgas constituyen una de las
principales fuentes de suplementos alimenticios; su produccion industrial se ha

incrementado de manera notable (Espinoza, 2017).

6.6. Acidos grasos presentes en las microalgas

Los lipidos extraidos de microalgas son un conjunto de bioproductos de
importancia economica y valor agregado, diversos autores sostienen un
contenido porcentual en masa seca de 5 al 30% en valores generales,
(Velazquez-Lucio et al., 2018; De Carvalho, 2020). Sin embargo, al optimizar el
meétodo de extraccion (solventes volatiles: etanol, hexano y acetona) y el cultivo
Optimo, se pueden obtener porcentajes mas altos de lipidos saponificables ricos
en acido eicosapentaenoico, (EPA), hasta de un valor superior al 50% (P.S.), y

hasta méas del 70% (Jiménez-Callejon, 2020; Tejeda et al., 2015).
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La bioimportancia y valor econémico de acidos grasos como el EPA, el ARA
(acido araquidonico), y el DHA (acido docosahexaenoico) debe ser mencionada
en este trabajo.

El aspecto terapéutico de los acidos grasos DHA y EPA omega tres (CO3) ha sido
comprobado, de manera fehaciente en enfermedades inflamatorias y desordenes
cardiovasculares, ya que funcionan como reguladores a través de sus derivados,
los complejos antiinflamatorios celulares resolvina-protectina-maresina y sus
eicosanoides anti-trombdéticos (Delesderrier et al., 2020). El aporte al proceso
metabdlico de estos compuestos es innegable, dado que ademas son
precursores de componentes lipidicos mas importantes, como esteroles,
esfingolipidos, fosfolipidos, gliceroles, prostaglandinas, carotenoides, estrogenos
y lipidos estructurales (Bohinski, 1994). Las rutas metabdlicas en donde
intervienen los acidos grasos en general son muy amplias y conllevan un estudio
aparte, su obtencion de forma directa optimiza y acelera su aprovechamiento en
muy diversas areas.

El consumo de acidos grasos a partir de microalgas brinda muchos beneficios
como ayuda a la agudeza visual, mejor habilidad cognitiva para agregar
informacion, ayuda al sistema cardiovascular, al sistema inmunolégico como
coadyuvantes en el tratamiento del SIDA, sobre el sistema nervioso, durante la

gestacion (Sanchez, 2020).
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Tabla 3. Microalgas potenciales como fuente primaria de PUFAs (de Rendon et al., 2015).

AGPI

Acido
Docosahexaenoico

(DHA)

Acido
Eicosapentaenoico

(EPA)

g-Acido Linoleico

Acido Araquiddnico (AA)

Aplicacion potencial
Preparados infantiles para
lactantes
Suplementos nutricionales
Acuicultura
Suplementos nutricionales

Acuicultura

Suplementos nutricionales

Acuicultura

Preparados infantiles para
lactantes

Suplementos nutricionales

Microorganismo productor
Crypthecodinium,
Schizochytrium

Nannochloropsis,
Phaeodactylum,
Nitzschia Pavlova

Spirulina

Porphyridium

Las microalgas son particularmente efectivas en el proceso de biosintesis de

acidos grasos omega-3. Especies como Cryptheconium, Mortierella y

Schizochytrium se cultivan artificialmente en grandes bioreactores y de las cuales

se extrae aceite que es particularmente rico en fosfolipidos que contienen, ya sea

DHA (estas algas no producen EPA o lo hacen en muy baja concentracion) o

acido araquidonico (C20:4, AA), un acido graso omega-6 que también tiene

importancia nutricional.
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Los fosfolipidos que contienen tanto DHA como AA, o ambos acidos grasos, se
utilizan en la preparacion de férmulas lacteas que sustituyen a la leche materna
(que naturalmente contiene ambos acidos grasos, se pueden encapsular, micro
encapsular y es posible que en el futuro se puedan nano encapsular. Las
ventajas del uso de las micro algas para la obtencion de acidos grasos omega-3
son varias: se trata de un recurso renovable ya que provienen de cultivos
artificiales; el aceite que se obtiene es rico en fosfolipidos, cualidad que se
discutira en las siguientes secciones; dicho aceite no tiene “olor a pescado”, con
lo cual es organolépticamente mas aceptable que el aceite de pescado; la
estabilidad de los acidos grasos poliinsaturados incorporados a los fosfolipidos
es mayor que cuando estos acidos grasos estan incorporados a los triglicéridos,
lo cual aporta una ventaja adicional a la estabilidad oxidativa de los productos
gue contienen este tipo de aceites. Otra ventaja de los fosfolipidos es que estos,
a diferencia de los triglicéridos, son polares con lo cual son emulsionables e
incluso actian como emulsionantes, propiedad que permite su incorporacion a
matrices alimentarias acuosas, siendo su adicion mucho menos compleja que la
de los aceites en base a triglicéridos. Desde el punto de vista nutricional, la
ventaja mas destacable es que los acidos grasos omega-3 son mucho mas
biodisponibles cuando se aportan en la forma de fosfolipidos que en la forma de

triglicéridos (Sanchez, 2020).
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Este dltimo aspecto es muy relevante y ha reorientado la investigacion y el
desarrollo de productos conteniendo acidos grasos omega-3. Actualmente el
interés se centra en la obtencion de fosfolipidos marinos, mas que en los aceites

marinos en base a triglicéridos (Valenzuela & Valenzuela, 2014).

6.7. Acidos omegas 3,6y 9

Los &cidos grasos son un conjunto amplio de moléculas con distintas
caracteristicas. Por ejemplo, los hay de cadena corta, de cadena larga,
insaturados, saturados y una mezcla de lo anterior. Ademas, para el caso de los
insaturados, la nomenclatura omega da cuenta del lugar, contando desde el
grupo metilo, donde aparece el primer doble enlace. Esto permite clasificar a los
acidos grasos como omega-9, omega-6 y omega-3. Todos los &cidos grasos
mencionados tienen efectos sobre el organismo: desde generar energia o
modular una accién bioquimica como fisiolégica del individuo. Entre otros
componentes de la dieta, las cantidades relativas del conjunto de acidos grasos

modulan finalmente si la dieta consumida es saludable o perjudicial para la salud.
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Es interesante mencionar que ademas de aportar energia, también confieren
mayor o menor fluidez, pueden actuar como segundos mensajeros y como
resultados de su transformacion metabdlica, pueden generar distintos
mediadores que conforman una serie de metabolitos que se pueden considerar
bioactivos. Asi los fosfolipidos de las membranas de distintos tejidos estan
constantemente en remodelacion lo que permite a las membranas celulares
contener acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en la posicidon 2 (Sanhueza et al.,
2015). En la dieta se obtienen todos los acidos grasos, desde saturados,
insaturados, trans, de cadena corta, media, larga y muy larga. Aunque sin duda,
los acidos grasos poliinsaturados, y en especial los acidos grasos omega 6 y
omega 3, se consideran en la actualidad como los de mayor relevancia dado que
ademas de aportar energia, se pueden biotransformar, generando componentes
bioactivos con variadas acciones fisioldégicas. Desde este punto de vista se
considera que el acido linoleico (18:2 omega -6, LA) y el 4&cido a -linolénico (18:3
omega -3, ALA) son acidos grasos esenciales (AGES) (Sanhueza et al., 2015).

Las microalgas han surgido como una alternativa renovable para la obtencion de
AGPICL omega-3, principalmente por su aporte de EPA y/o DHA y buen

rendimiento de extraccion.
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Estos microorganismos pueden ser cultivados artificialmente a escala industrial y
debidamente procesados (liofilizados, microencapsulados, etc.) o el aceite y/o los
fosfolipidos extraidos de ellos (consumidos como tal o microencapsulados),
puede ser utilizados para adicionarse a una variedad de alimentos para humanos

(Valenzuela et al., 2015).

6.8. Secado

El término secado se aplica a la eliminacion de liquidos desde la matriz sélido-
liquido de un producto dado, este proceso aplicado a los productos biolégicos es
aun mas fino y complejo, ya que la interaccion calor, medio de transporte (aire),
y el conjunto solido-liquido deben estar en un equilibrio tal que permita el retiro
de la humedad del complejo, sin generar alteraciones indeseables en el
componente seco. Los fendmenos involucrados en la transferencia de calor
(conduccién, convecciéon y radiacion), junto con los intervalos de tiempo,
temperatura y humedades son variables iniciales muy importantes. Este proceso
aplicado a productos biolégicos afiade el valor de la preservacion, pues los
microorganismos que metabolizan y afectan la calidad final de un componente

bioldgico requieren agua para efectuar su accion degradativa, ya que la ausencia
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de agua no permite la accion enzimatica de las bacterias. Si se lleva un producto
biolégico de importancia a una humedad entre el 5-10% (p/p), dicho producto
podra ser preservado por un periodo mucho mayor, si es correctamente
almacenado (Geankoplis, 1996). De acuerdo con Hosseinizand et al. (2017), las
microalgas tienen un valor porcentual de humedad cercano al 80%, el proceso
de eliminacion de tan alta proporcion de humedad, conservando la mejor relacion

cantidad-calidad de metabolitos valiosos es un reto actual.

El secado de microalgas se basa en valores muchas veces determinados de
forma experimental, tales como: EI modelo de transferencia de calor, la constante
de equilibrio del proceso, el area de secado, la masa de secado del producto
biolégico, las constantes de transferencia de calor de los componentes clave,
etc., (Biz et al., 2019). Estos conceptos son sumamente relevantes para
determinar el mejor método de secado y la eficiencia del mismo en relacion a la
conservacion de las propiedades funcionales de las macromoléculas (lipidos,

carbohidratos, proteinas, etc.) de interés para la presente investigacion.
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6.9. Secado convectivo

El concepto basico de secado por conveccidn es generar una corriente de aire
caliente con una temperatura mas alta que el medio, por el principio
termodinamico de la entalpia, los gases con mas alta temperatura tienden a sélo
transportar su propia masa, es decir sélo la mezcla de gases que conocemos
como aire, esta propiedad es la que permite, que dicho aire al ser inyectado de
forma forzada a través de una camara de secado, circule de forma lineal sobre
una capa de material biolégico colocado en charolas de dimensiones sujetas a
disefio experimental, esta biomasa cuenta con una temperatura menor, y una
humedad sensiblemente mayor, este modelo de intercambio de humedad se
aprovecha del gradiente de temperatura del gas circulante con respecto a la
materia humeda, de ahi se genera un aumento en la presion de vapor del agua
liguida presente en dicho material biolégico, esta agua liquida se vaporiza al paso
del aire caliente, dandose un intercambio de humedad, llamado secado

(Geankoplis, 1996).
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Este proceso es a todas luces el mas sencillo por materiales, elaboracion,
demanda energética y operacion; sin embargo, es el método menos eficiente en
tiempo de operacion en términos generales, asimismo el secado por conveccion
presenta parametros menos controlables derivados del hecho de que es un
sistema semicerrado, ademas de la posible presencia de agentes contaminantes

gue se encuentren en el aire de entrada (Geankoplis, 1996).
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llustracién 5. Esquema de secado por conveccion (Thermophedia.com).
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6.10. Secado convectivo de biomasa microalgal

Después del cosechado, el concentrado de algas es secado para su estabilidad,
como producto final, para extraccion de metabolitos u otros procesos posteriores.
La deshidratacion de microalgas se utiliza comdnmente para extender la vida (til
de la biomasa. Secar una sustancia tan delicada es un reto y requiere una
respuesta innovadora. Los diversos sistemas de secado difieren tanto de los
costos de inversion y los requerimientos energéticos. La seleccion del método de
secado depende de la escala de operacion y también de la utilidad del producto
seco. (Molina Grima et al., 2003; Show et al., 2013). Los métodos de secado que
se han utilizado para microalgas incluyen secado por aspersion, secado en
tambor, liofilizacion y secado solar. El secado por aspersién es el método de
eleccion para los productos de alto valor, pero puede causar deterioro en algunos
componentes de las algas, tales como los pigmentos. El elevado costo del secado
puede ser un obstaculo importante para producir biomasa en polvo, para su uso
en alimentacion humana y de ganado. La liofilizacibn ha sido ampliamente
utilizada para el secado de microalgas en laboratorios que realizan investigacion,

sin embargo, es muy caro para su uso a gran escala (Molina Grima et al., 2003).
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7. PROCEDIMIENTO Y DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES

REALIZADAS

7.1. Implementacién de las condiciones de cultivo de las microalgas
Nannochloropsis oculatay Chlorella vulgaris.

Las cepas de Nannochloropsis oculata y Chlorella vulgaris se propagaron en
matraces de 125 mL con 100 mL de Medio Basal Bold (MBB) estéril con inéculo
inicial de 20 mL sin aireacion a 20 £ 2 °C, con iluminacién continua a 110 pmol
m2 s (Protocolo de Nichols, 1973) por 7 dias (Anexo A). Para escalar la siembra
de las microalgas a los fotobiorreactores se utilizé 1 matraz balén de fondo plano
de 6000 ml con 5000 mL de MBB estéril y 500 mL de indculo en suspension del
cultivo anterior a 20 °C con una intensidad luminosa de 110 pmol m2 st en
constante aireacion por seis dias (Anexo B). Posteriormente se continué con la
produccion de biomasa a 20 L y 200 L con inéculo en suspension del cultivo

anterior a las mismas condiciones de temperatura e iluminacién (Anexo C).
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7.2. Crecimiento celular.

El crecimiento celular se registr6 a través de muestras de los cultivos
microalgales, de 1 mL cada 24 horas, utilizando una caAmara de Neubauer de 0.1
mm de profundidad (llustracion 6) y un microscopio 6ptico marca Zeiss
observando a 40 X (llustracion. 7), para estimar las fases de crecimiento en las
condiciones de cultivo mencionadas y asi obtener la curva de crecimiento, de

acuerdo con Arredondo-Vega y Voltolina-Lobina (2007) (Anexo D).

llustracion 6. Camara de Neubauer.

llustracién 7. Microscopio Gptico marca ZEISS Axiostar (1122- 100), empleado para el conteo
celular.
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7.3. Determinacion de biomasa del cultivo de Nannochloropsis oculatay
Chlorella vulgaris.

Para determinar la produccion de biomasa (mg mL), se pes6 una membrana
(papel filtro) de 50 mm de didmetro modelo Millipore de 0.45 pm, se secd
previamente en incubadora modelo AR-130 D (llustracién 8a) a 60 °C durante 24
horas, registrando el peso seco (peso membrana seca, Pms en mg).

Se tomaron muestras de 400 mL, se centrifugaron a 4,000 rpm durante 40
minutos en una centrifuga Marca Centrificient IV (Fig. 8b). Se decanté el
sobrenadante y se filtré en las membranas (Fig. 8c). Posteriormente se enjuago
con 10 mL de formato de amonio al 3% (0.5 M) (Anexo E). Las membranas se
colocaron en la incubadora a 60 °C por 24 horas o hasta llegar a peso constante
registrando el peso de la membrana (peso seco con microalgas, Pmms en mg).
Se aplicé la ecuacién (Ec. 1) para determinar la biomasa en base seca (BS) en
mg mL™.

BS= ([Pmms (mg) — Pms (mg)])/ (Vm (mL)) .........coooeiiiiiiil, Ec.1

Donde:

Bs: Biomasa en base seca (mg)

Pmms: Peso seco de membrana con microalga filtrada (mg)

Pms: Peso seco de la membrana (mg)

Vm: Volumen de muestra (mL)
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En la figura siguiente (llustracion 8), tenemos los dos equipos mencionados en

parrafos anteriores: (a) la centrifuga, (b) la incubadoray, finalmente una caja Petri

con biomasa humeda (c).

(@) (b) (©)

llustracién 8. Equipo para determinacién de biomasa microalgal.
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7.4. Extraccion lipidica por método Soxhlet.

La cantidad de biomasa obtenida previamente seca y pesada (mg) se sometio a
una extraccion con una mezcla cloroformo/metanol (1:2 v/v) por el método
Soxhlet (llustracion 9) (Halim et al., 2012).

Se lavaron los matraces de extraccion con acido clorhidrico al 10%, se
enjuagaron con agua destilada y se secaron durante 24 horas a 60 °C., una vez
secos se registré el peso de los matraces (m1) (Anexo F).

La muestra de biomasa se coloco en el tubo de extraccion, posteriormente en
cada matraz balon de 250 mL, se agrego aproximadamente 100 mL de la mezcla
de cloroformo/metanol y se coloc6 en el tubo de extraccion Soxhlet. Para el
calentamiento y extraccion se mantuvo a 100 °C a una velocidad de goteo
constate, realizandose 4 reflujos.

Una vez terminada la extraccion, se recuperé la mayor cantidad de solvente por
destilacién. Posteriormente, se realizé el secado del matraz con la grasa en
incubadora a 60 °C durante 24 horas, se dejo enfriar dentro de un desecador

adicionado silica gel y por ultimo se registré el peso (m2).
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Se realizaron los célculos pertinentes para conocer la cantidad de lipidos
extraidos con la ecuacion (Ec. 2):

% grasa cruda= (Mm2-m1)/m x100...........ccooiiiiiiiiiiinn, Ec. 2

Donde:
m= peso de la muestra
m1: tara del matraz solo

m2= peso matraz con aceite

llustracién 9. Extraccién de lipidos por método Soxhlet.
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7.5. Derivatizacion de acidos grasos.

La derivatizacion o esterificacion se realizé adicionando a la muestra de lipidos
obtenida 3 pastillas de KOH, seguido de adicionar 30 mL de metanol y 10 mL de
agua destilada, se llevd a evaporacion en una parrilla con agitacién constante,
posteriormente se dejé enfriar a temperatura ambiente para adicionar 30 mL de
HCI al 3% en metanol, colocandola nuevamente a evaporacion hasta observar la
formacién de sales, se enjuagd la muestra con 20 mL de agua destilada y se
coloc6 en un embudo de separacion, agregando 10 mL de hexano y agitando
fuertemente durante un minuto repitiendo este proceso dos veces mas, se dejo
que se formaran 2 fases desechando el precipitado. El sobrenadante se colocé
en un vaso de precipitado de 100 mL verificando que no quedaran residuos del
precipitado. Finalmente, se evapor6 el solvente presente aforando a 200 pL,
terminado el proceso se guardé en un vial color ambar para leerlo posteriormente

en un cromatégrafo de gases (modificado de Lepage & Roy, 1984) (Anexo G).
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7.6. Identificacion y cuantificacion de FAMEs por el método
cromatografico.

Para identificar y cuantificar los FAMESs se realizé por cromatografia de gases
utiizando un Cromatégrafo marca Perkin Elmer, Mod. Clarus 580. Las
condiciones de lectura fueron bajo el siguiente método. De acuerdo a la columna
SP-2560, de 100 m x 0.25 mm 1.D., 0.20 um film, 24056, la temperatura del horno
inicié a 140 °C (5 min) hasta 240 °C a 4 °C/min, como gas portador, helio a 20
cm/s, la temperatura del inyector a 260 °C, se inyect6 1 pL, en modo Split 100:1
y se utilizo el detector de ionizacion de llama (FID) a 260 °C, (Hussain et al., 2015;

Pavon-Suriano et al., 2018).

7.7. Metodologia de Secado Microalgal

7.7.1. Secado por conveccion.

El secado de capa fina por conveccion requerié un secador de horno de aire
caliente a la temperatura de entrada en rangos de 50-70°C, construido en acero
inoxidable, grado alimenticio, la pasta de biomasa microalgal se esparcié hasta

un espesor de 5mm, y el aire caliente se movi6 con un ventilador a 1.5 m(s-1).
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La masa inicial de microalga se comparé con las mediciones en varias etapas del
proceso, con el fin de establecer curvas de secado y modelar el fenomeno. El
tiempo de residencia también puede fluctuar, llegando hasta los 10 min, (Anexo
H) (Omotoso et al., 2020). En la llustraciéon 10, se tiene un secador de flujo
convectivo, con los elementos de operacion que fueron necesarios para este

trabajo. Fuente: https://acequilabs.com.co/horno-de-secado-para-laboratorio/

llustracion 10. Secador de horno convectivo.
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8. RESULTADOS

En la llustracién 11 se puede observar la densidad celular (cel mL™?) contra el
tiempo de dia cero al 14, los datos obtenidos reales en base al protocolo de
Nichols (1973), arrojan valores tipicos, dado que la literatura establece que la
densidad celular en el caso de N. oculata (azul) esta relacionada con la intensidad
luminica (110 pmol m2s9, y por ello cercana a 40 x 10 cel mI'Y) con una maxima
densidad de 36 x 10° cel mI't en fase estacionaria (dia 12). Para C. vulgaris, (rojo)
la densidad méaxima fue cercana a 18 x 10° cel ml! en fase exponencial (dia 9),
se tienen datos similares a la literatura, esperados por las condiciones de cultivo
aplicadas (Tabla 4) (Martinez-Macias et al., 2017; Tejeda-Benitez et al., 2015;

Pavon-Suriano et al., 2018).
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CINETICA DE CRECIMIENTO

50,000,000
45,000,000
40,000,000
35,000,000
30,000,000
25,000,000
20,000,000

15,000,000

DENSIDAD CELULAR (CEL ML -1)

10,000,000

5,000,000

0

Fase exponencial

Fase estacionaria

8 10 12 14
TIEMPO (DIAS)

=—¢— N. oculata === C.vulgaris

16

llustracién 11. Cinéticas de crecimiento reales en el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas y

Bioenergias.
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Tabla 4. Comparacion de resultados de cinética de crecimiento de Nannochloropsis oculata y
Chilorella vulgaris con investigaciones externas.

Microalga

Chlorella

vulgaris

Chlorella

vulgaris

Chlorella

vulgaris

Chlorella

vulgaris

Fase De crecimiento y
Densidad celular
(cel. mIY)

26 x10°

Exponencial (dia 3)

28 x108

Estacionaria

(dia 4)

0.15 g/L/dia

Exponencial (dia 4)
Estacionaria

(dia 6)

38 x10°

Exponencial: mayor a 15
dias (nutrientes en
aumento)

Estacionaria: no reportada

28.06 x106 + 1.42 x106
Exponencial (dia 9)
20.59 x106 + 0.73 x108

Estacionaria (dia 11)

Condiciones de cultivo % de Lipidos

Tipo de Cultivo: Watanabe 42 mg/L/dia

modificado/ Guillard H/2
vitaminas y CO2
28°C+1°CpHentre6y7

Tipo de Cultivo: Bristol 42 mg/L/dia
3500 Lux

30°C

Tipo de cultivo: N2 a 4 mMo N/D
(fertilizante comercial)

lluminacion: natural

Temperatura: 30°C

15 dias

Tipo de cultivo: Medio Basal Bold = Por procesar
110 pmol E/m2/s
20°C

Aireacion

Referencia

Sanchez-
Borroto et al.

(2018)

ICIDCA

(Cuba, 2018)

Infante et al.

(2012)

Presente

investigacion
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Nannochloropsis = 0.59 gL Tipo de cultivo:0,025 g NaCI L -1;  6.95 mg/l/dia Tadeo-
oculata Exponencial 21 °Cy 16:8 h luz: oscuridad (NaCl 0,025 g Sanchez et
(dia 21) 25°C LY al., (2014)
ND

Estacionaria

(dia 23)

Nannochloropsis | 175+ 1.83 x 10° Tipo de cultivo A 650 pmol Martinez-

oculata 148 + 1.97 x 10% (650 y 25 °C, pH= 8 e intensidades de E/m2/salcanz6 Macias et al.,

400 pmol E/m2/s) luz de 80, 200, 400 y 650 ymol = un valor de (2016)
Exponencial E/m2/s, en medio f/2 de Guillard, 44.44 £ 0.76 %,
(dia 11) adicionado cada 72 h el doble de lo
170 +1.83 x 10° obtenido a 80
144 +1.97 x 106 (650 y 400 pmol E/m2/s

umol E/m2/s)

Estacionaria

(dia 13)
Nannochloropsis = 27 x10° Tipo de cultivo: 67.43 yg-mg -1  Anzueto-
oculata Exponencial “f/2” de Guillard y Ryther (1962). Sanchez
(dia 40) Temperatura (20 + 1°C), (CICESE,
salinidad (35%0) y luz continua 2008)
23 x10°

Estacionaria

(dia 43)
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Nannochloropsis

oculata

42.62 x10°+ 0.93 x108
Exponencial

(dia 11)

31.41 x108+ 1.26 x 106
Estacionaria

(dia 13)

Tipo de cultivo: Medio Basal Bold = Por procesar
110 pmol E/m2/s
20°C

Aireacion

Presente

investigacion
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En la Tabla 5 se puede observar que para Chlorella vulgaris y Nannochloropsis

oculata, la mayor produccion de biomasa fue en su fase exponencial. De igual

manera, para las dos cepas de Microalgas el mayor porcentaje de lipidos se

presentd en su fase estacionaria. Dado a esto, se tienen datos similares a la

literatura esperados por las condiciones de produccién y productividad del

crecimiento Microalgal (Tabla 6).

Tabla 5. Variables de respuesta de produccién y productividad del crecimiento Microalgal.

Fase de

crecimiento

Exponencial

Estacionaria

Exponencial

Estacionaria

Densidad celular

(cel mlh)

28.06 x10° + 1.42 x10°

20.59 x10° + 0.73 x10°

42.62 x10°+ 0.93 x10°

31.41 x10°+ 1.26 x 10°

Produccion de

biomasa

(gLh

0.8169 + 0.0932

0.3843 + 0.0821

0.6123 + 0.0767

0.4104 + 0.0047

Productividad

de biomasa

(@Ltd?

0.0743 + 0.0085

0.0320 + 0.0068

0.0612 + 0.0077

0.0373 + 0.0004

% de Lipidos

13.82 + 3.06

36.89 + 2.58

13.55 + 3.06

30.41+1.41

Produccion de

lipidos

(gL™

0.1113 +0.0147

0.1415 + 0.0293

0.0814 + 0.0074

0.1248 + 0.0050

Productividad

de lipidos

(@Ltdy

0.0101 +0.0013

0.0118 + 0.0024

0.0081+ 0.0007

0.0113 + 0.0005
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= ITBOCAT =

Tabla 6. Comparacion de las variables de respuesta con lo reportado en otras investigaciones.

Microalga

Chlorella

vulgaris

Chlorella

vulgaris

Chlorella

vulgaris

Chlorella

vulgaris

Microalga

Nannochloropsis
oculata
Nannochloropsis

oculata

Produccién

de biomasa

(gL

0.32

0.34+0.10

1.38

0.3843

I+

0.0821

Produccioén
de
biomasa
(9L-1)

0.6958

0.39

Productividad

de biomasa

(gL*d?)

0.017

0.02125

I+

0.010

0.09861

I+

0.010

0.0320

I+

0.0068

Productividad

de biomasa

(g L-1d-1)

0.0497

0.0279

% de

Lipidos

19.2

18.76 +

0.50

40.23

36.89 +

2.58
Lipidos

(%)

50.4

44.44 +

0.76

Produccién

de lipidos

(gL

0.091

0.06358

0.55

0.1415 +

0.0293

Produccién
de lipidos

(9 L-1)

0.2114

0.640 +

0.005

Productividad

de lipidos

(gL*d?

0.00326

0.0039

0.03967

0.0118 +

0.0024

Productividad

de lipidos

(g L-1d-1)

0.0151

0.040 + 0.0005

Referencia

Tejeda-
Benitez et al.
(2015)

Pérez-
Romero,
(2019)
Henao-
Argumedo,
(2015)
Presente
investigacion

Referencia

Sirin et al.
(2015)
Martinez-
Macias,

(2017)
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Nannochloropsis = 0.504 0.024 30.72 0.1459 0.00695 Tadeo-
oculata Sanchez et
al. (2014)
Nannochloropsis = 0.4104 + 0.0373 + 3041 + 0.1248 + 0.0113 + Presente
oculata 0.0047 0.0004 1.41 0.0050 0.0005 investigacion
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En la Tabla 7 se observa los porcentajes de los acidos grasos identificados: Acido

butirico, Acido caproico, Acido cis-10 pentadecanoico, Acido palmitico, Acido

elaidico, Acido oleico, Acido linoleaidico y Acido araquidonico, en el cual el acido

palmitico fue el que resulté con un mayor porcentaje en la fase estacionaria de

Chorella vulgaris con un 60.90 %. Siendo este el de mayor presencia después

del secado de la biomasa.

Tabla 7. Perfil de acidos grasos.

Chiorelia Chiorella
) N ocuiat
vulgaris ocuiata vulgaris N oculata
Faszede Fazede Fazede Fazede
Crecimiento crecimiento crecimiento | crecimienta
Exp Est Exp Est Exp | Est | Exp | Est
Acido graso Nombre (%) (%] (%] (%) JAcido graso Nombre (%) | (%) | (%) | (%)
: b iri C18:0 Acido estedrico
C4:0 icido butirica 057 | 263 | 509 161 | 027 | 1.12
: i i C18:1ngt Acido elaidico
-5:0 feido caproico 009 | 054 | 034 150 | 072 | 0.03 | 3749
: i il C18:1nd9c Acida oléico
a0 iAcido caprilico 065 1851 |41 80
C10:0 Acido caprico (C18:2nBt icido linoleaidico .
: i [ C13:2nBc Acida linaleico
C11:0 iAcido undecanoico 0o 1797
12:0 A cido laurico C20:0 A idn aranuidonico
0.16 1709 | 1.76
C13.0 Acido tridecanoico C18:3n6 A cido gamma linolénico
2.14 0.01
C14:0 icido miristico (C20:1 Acido cis-11 eicosen 001
C14:1 i miristoleica C18:3n3 Acido linolénico
C15:.0 i cido pentadecanoico C21:0 cido heneicosanaico
C15:1 . cido cis-10 pentadecanoico 3.9 C22:2 4 cido cis-13, 16 doc
160 icido palmitico C24:0 A cido lignocerico
46.21 | 6080 | 53.88 0.44
C16:1 i cido palmitaleico C20:8n3 cicdo cis-5,8,11,14
(C17:0 icido heptadecanaico (0241 Acido nervonica
C17:1 cido cis-10 heptadecanoico 0.9 CZ2:6n3 Acido cis-4,7,10,13
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9. CONCLUSIONES

Una vez realizado el estudio del presente proyecto, se cuenta con la informacién

necesaria y suficiente que permite llegar a la siguiente conclusion:

Nannochloropsis oculata presenta la mayor densidad celular en fase exponencial
(42.62 x 10°% cel mL™%). Chlorella vulgaris presenta mayor produccion y

productividad de biomasa en fase exponencial (0.8169 g L'y 0.0743 g L't d?).

Ambas cepas presentan mayor % de lipidos en fase estacionaria (36.89 y 30.41
%), siendo Chlorella vulgaris el de mayor %. No se observan diferencias

significativas en la produccién y productividad de lipidos entre cepas.

El mayor % de acidos grasos se presenta en fase estacionaria (60.90 %), los
principales acidos grasos identificados son: Acido butirico, Acido caproico, Acido
cis-10 pentadecanoico, Acido palmitico, Acido elaidico, Acido oleico, Acido
linoleaidico y Acido araquidénico, donde el Acido palmitico fue el de mayor

presencia con un 60.90 %.
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Por motivos de la pandemia no se pudo realizar el secado convectivo en el
Instituto Tecnoldgico de Veracruz como se tenia contemplado, por lo que se optd
por realizar un secado en horno convectivo en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia de Microalgas y Bioenergias, a una temperatura de 60 °C por
un tiempo de 24 h, logrando satisfactoriamente las metas trazadas en este

trabajo.
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10.RECOMENDACIONES

Se debe de cuidar el tiempo y los rangos de temperatura del secado ya
que de acuerdo con los resultados obtenidos si existe variacion en el perfil
lipidico en la biomasa microalgal.

Considerar otro tipo de secado que afiance la mayor cantidad de lipidos
extraidos debido a que da la pauta para emplear estos compuestos en
otras industrias (alimenticia, cosmética, medicinal).

Llevar a cabo una investigacion especifica para desarrollar nuevos
procesos de secado que representen la minima afectacion al contenido
lipidico y perfil de acidos grasos presentes en la biomasa de las

microalgas.
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11.EXPERIENCIA PERSONAL PROFESIONAL ADQUIRIDA

Esta practica profesional me permitié reafirmar los conocimientos adquiridos
durante la estancia en la carrera de Ingenieria en Industrias Alimentarias,
demostrando la capacidad para analizar, disefiar e implementar estrategias, asi
como entusiasmo, puntualidad e interés para cumplir con los objetivos y
actividades propuestas en el trabajo. Ademas, este proyecto ha sido de gran
ayuda para tomar experiencia en el ramo de la investigacion, ya que trabajar en
un entorno de trabajo con profesionales de maestria y doctorado, es muy
enriquecedor por todos los factores con que se tiene relacion. Por ltimo, aprendi
que el campo de la alimentacibn es muy extenso, ya que las microalgas se
presentan como una fuente potencial de compuestos bioactivos para ser
utilizados en la industria alimentaria generando alimentos funcionales como
método para mejorar y mantener la salud. Hoy en dia, el consumidor demanda
alimentos mas naturales con beneficios para la salud y, en consecuencia, se
espera que las microalgas desarrollen en el futuro un importante papel en la

industria alimentaria.
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12.COMPETENCIAS DESARROLLADAS Y/O APLICADAS

Instrumentales
e Capacidad de analisis.
e Capacidad de organizar y planificar.
e Conocimientos béasicos de la carrera.
e Habilidades béasicas de manejo de la computadora.
e Habilidades de gestion de informacion (habilidad para buscar y analizar
informacion proveniente de fuentes diversas).
e Solucion de problemas.

e Toma de decisiones.

Interpersonales
e Trabajo en equipo.
e Capacidad de comunicarse con profesionales de otras areas.
e Habilidad para trabajar en un ambiente laboral.
e Compromiso ético.
e Capacidad de aplicar los conocimientos en la practica.
e Habilidades de investigacion.

e Capacidad de aprender.
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Capacidad de adaptarse a nuevas situaciones.
Capacidad de generar nuevas ideas (creatividad).
Liderazgo.

Habilidad para trabajar en forma autonoma.
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14. ANEXOS

Anexo A. Inoculacién

Posterior al conteo

Determinar el volumen inicial

Garantizar axenia
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Anexo B. Cultivo control en fotobioreactores de 6 L (16 dias de operacion)

6L, 23°C

110 ymol m2 st

Fases exponencial y estacionaria
Bayfolan y complejo b

Neubauer

Aireacion 3.5 | min

Axénico
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Anexo C. Escalamiento a 20 litros

e Preparacion para el escalamiento a 200l

« Bayfolany complejo b

e Aireaciéon a4 | min?
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Anexo D. Conteo con camara de neubauer

o Estabilidad de crecimiento

e Seguimiento de la cinética

o Determinacion de la densidad

+ Revision del estado axénico
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Anexo E. Centrifugacién/filtracion

4000 rpm

15 min

Filtro whatman

Concentrar biomasa microalgal
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Anexo F. Extracciéon soxhlet

¢ Cloroformo/metanol

o Efluentes no polares

o Siete ciclos de efluencia

o Determinaciones de masa pre y post extraccion
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Anexo G. Derivatizacion

KOH/Metanol/Agua destilada

Formacioén de sales

Evaporacion

Cromatografia de gases
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Anexo H. Secado en

Temperatura 60 °C

Tiempo 24 h

horno convectivo
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