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RESUMEN

Se evalué la produccién de lipidos totales en cinco especies de microalgas inducidas por la ausencia de nitrégeno. Las microalgas
empleadas fueron Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus nannoselene, Chlorella sp., Scenedesmus sp. y Scenedesmus quadricauda. Estas especies
fueron cultivadas en medio CHU10 con y sin nitrégeno. El tiempo de evaluacién fue de seis dias, determindndose diariamente la
densidad microalgal mediante recuento en cdmara de Neubahuer. Se determiné la tasa de crecimiento, la biomasa microalgal y el
porcentaje de lipidos totales. Los lipidos totales fueron extraidos con solucién Cloroformo:metanol (2:1). Los resultados indicaron
que las especies con mayor produccién de lipidos totales fueron Ankistrodesmus sp. (263,6 mg/g biomasa seca), A. nannoselene (316
mg/g biomasa seca) y Scenedesmus sp. (243,3 mg/g biomasa seca) al ser cultivadas en medios sin nitrégeno. Scenedesmus quadricauda
y Chlorella sp., fueron las especies que mostraron mayor produccién de biomasa seca (159,1 mg/g biomasa seca y 221,1 mg/g
biomasa seca respectivamente) en medios con nitrégeno. La tasa de crecimiento fue variable entre las especies cultivadas en ambas
condiciones. En conclusién, Ankistrodesmus sp., mostré la mayor tasa de crecimiento (0,77 dia™) en medio sin nitrégeno. Bajo las
mismas condiciones de cultivo, Scenedesmus sp. obtuvo la mayor produccién de biomasa en peso seco (174,7 mg/l) y Ankistrodesmus
nannoselene acumulé el mayor porcentaje de lipidos totales.
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ABSTRACT

The production of total lipids in five microalgal species was induced by absence of nitrogen. The microalgae Ankistrodesmus sp.,
Ankistrodesmus nannoselene, Chlorella sp., Scenedesmus sp. and Scenedesmus quadricauda were cultured in CHU10 medium with and without
nitrogen. They were evaluated during six days. The microalgae density was daily determined by a Neubahuer chamber. The average
growth, total biomass and total lipids were also determined. The total lipids were extracted with chloroform: methanol (2:1). The
results indicated that species with production greater amount of total lipids were Ankistrodesmus sp. (263.6 mg/g dry biomass),
Ankistrodesmus nannoselene (316 mg/g dry biomass) and Scenedesmus sp. (243.3 mg/g dry biomass) when grown in media without
nitrogen. Scenedesmus quadricauda and Chlorella sp. when grown in media with nitrogen showed higher amount of dry biomass (159.1
mg/g dry biomass and 221.1 mg/g dry biomass respectively) compared to those which were grown in media without nitrogen. The
growth rate was variable between species grown in both conditions. In conclusion, Ankistrodesmus sp. microalgae experienced the
highest growth rate (0.77 day") in medium without nitrogen. Under the same culture conditions, Scenedesmus sp., had the highest
biomass production in dry weight (174.7 mg/|) and Ankistrodesmus nannoselene accumulated the highest percentage of total lipids.
Keywords: biodiesel, biomass, growth rate, microalgae.
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INTRODUCCION

Actualmente, las microalgas oleaginosas son consideradas
como fuente de biocombustibles de segunda generacién
(Loera y Olguin, 2010) porque tienen la capacidad de
acumular grandes cantidades de lipidos cuando son
sometidasacondiciones deestrésambiental (Hoetal.,2011).
Esta es un drea de considerable interés porque es una de las
fuentes alternativas de energia renovable mas promisorias
(Sheehan et al., 1998), debido a sus altas productividades
con respecto a los cultivos existentes (Garibay et al., 2009;
Loera y Olguin, 2010). Estas algas acumulan triglicéridos
por su capacidad fotobiosintética, pueden secuestrar
CO, de fuentes industriales (Ho et al., 2011) y demandan
menos drea que los cultivos tradicionales (Smith et dl.,
2009). Ademds, las microalgas pueden producir diversas
sustancias de interés comercial como nutrientes, aditivos
alimenticios, firmacos y otras sustancias (Li et al., 2008;
Rosenberg et al., 2008; Stephens etal., 2010). Debido a esta
gran diversidad biosintética se han realizado aislamientos y
existen colecciones de microalgas en varias instituciones del
mundo (Duong, 2012). Asimismo, se estima que menos del
10 % han sido evaluadas por su capacidad de produccién de
biodiesel (Radakovits et al., 2012).

Las microalgas tienen capacidad para sobrevivir en
condiciones diversas y extremas, lo cual se refleja en la
enorme diversidad y muchas veces a su inusual patrén de
lipidos celulares (Sharma et al., 2012). El mismo autor
refiere que algunas microalgas pueden también modificar
el metabolismo de los lipidos de manera eficiente en
respuesta a cambios en las condiciones ambientales. En
condiciones 6ptimas de crecimiento, se producen grandes
cantidades de biomasa microalgal, pero con contenidos
lipidicos relativamente bajos, en condiciones ambientales
desfavorables o estrés, muchas microalgas alteran sus rutas
biosintéticas de lipidos hacia la formacién y acumulacién
de lipidos neutros, principalmente en forma de triglicéridos,
lo que permite que las microalgas puedan soportar estas
condiciones adversas. Los principales estimulos quimicos
son la deficiencia de nutrientes (nitrégeno, fésforo, azufre y
silicio), lasalinidady el pH del medio de cultivo; los estimulos
fisicos son la temperatura y la intensidad luminosa (Rodolfi
et al., 2009; Sims y Christenson, 2011). La deficiencia de
nitrégeno es, con respecto a los nutrientes, el factor que
mds afecta el metabolismo de los lipidos (Courchesne et
al., 2009).

En ese sentido, el estudio de microalgas bajo condiciones
de cultivo sin nitrégeno es importante porque proporcionara
conocimientos bdsicos sobre el comportamiento microalgal
de estas especies para lograr la produccién sustentable de
biodiesel en la amazonia peruana. Sin embargo, los estudios
de microalgas en nuestra regién sélo se han limitado a
identificarlas (Vela, 1984; Sanchez, 1991; Lépez, 2009;
Cobos et al., 2012). Por lo anteriormente mencionado,
el objetivo de la presente investigacién fue evaluar la
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produccién de lipidos totales inducidos por la ausencia
de nitrégeno en el medio de cultivo en cinco especies de
microalgas aisladas de la amazonia peruana.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

La investigacién se llevé a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia y Bioenergética de la Universidad Cientifica
del Perd (UCP), localizada en el km 2,5 de la ciudad
de lquitos, Distrito de San Juan Bautista, Provincia de
Maynas, Departamento de Loreto. La extraccién de lipidos
totales se realizé en la Unidad Especializada del Centro de
Investigacién de Recursos Naturales de la Amazonia Peruana
(CIRNA) de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana
(UNAP) Loreto, Pert, ubicado en el Pasaje Los Paujiles S/N
del Distrito de San Juan Bautista, Provincia de Maynas,
Departamento de Loreto.

Cultivo de microalgas

Se utilizaron cultivos unialgales de las especies de
microalgas: Ankistrodesmus sp. Corda, 1838; Scenedesmus
sp. Meyen, 1829; Chlorella sp. Beijerinck, 1890; Scenedesmus
quadricauda Chodat y Ankistrodesmus nannoselene Skuja, 1948,
proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia y
Bioenergética de la Universidad Cientifica del Perd. Estas
microalgas fueron aisladas del rio Itaya (03°43’ Sy 073°14’
W) (Cobos et al., 2014) el cual estd ubicado en la Provincia
de Maynas, Departamento de Loreto, Perd. A excepcidn
de Chlorella sp., las especies de microalgas pertenecen
a la divisién Chlorophyta, Clase Chlorophyceae, Orden
Sphaeropleales, familias Selenastraceae y Scenedesmaceae.
Correspondiendo para Chlorella sp. el orden Chlorellalesy la
familia Chlorellaceae (Guiry y Guiry, 2015). Estas especies
fueron seleccionadas por su caracteristica oleaginosa y
por su capacidad adaptativa a las condiciones de cultivo
establecidas en el laboratorio.

Los cultivos fueron iniciados con un inéculo de cada
microalga (10 ml) las mismas que fueron colocados en
matraces de 250 ml que contenfan 100 ml de medio CHU10
preparado deacuerdoaBarclayetal. (1986) bajo condiciones
controladas de temperatura 26 = 2 °C, iluminacién de 100
pE.m%s”, fotoperiodo 12h:12h y aireacién constante por
un periodo de dos semanas, luego fueron transferidos a
matraces de 500 mly 1| de capacidad, donde se aumentaron
su volumen hasta completar 1 | de cultivo y las microalgas
hayan alcanzado un crecimiento celular mayor a 1,6 x 10°
células/ml por un periodo de tres semanas mds. Para ello,
100 pl del cultivo se homogenizé con 50 pl de lugol y se
transfirié a una cdmara de Neubahuer para el recuento
celular con un microscopio a 40x (Carl Zeiss-AxioLab.A1).
Esto se realizé con la finalidad de promover la adaptacién
de cada microalga a las condiciones de cultivo y alcanzar la
cantidad de biomasa microalgal apropiada (~ 15 ml) para
los bioensayos experimentales.
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Cultivo de las microalgas bajo condiciones de estrés
nutritivo

La evaluacidn en cada especie de microalga se realizé a partir
de la biomasa cosechada. La cosecha de las microalgas se
realizé por centrifugacién del cultivo a 4000 rpm x 10 minutos
a 25 °C. El precipitado microalgal obtenido fue transferido a
tubos de 50 ml, se afadié 15 ml de suero fisiolégico (NaCl)
y se centrifugdé por dos veces bajo las mismas condiciones
mencionadas anteriormente. Se distribuyé 1 ml de biomasa
microalgal y se homogenizé en matraces de 250 ml con
200 ml de medio CHU10 conteniendo nitrégeno (medio
completo) para el caso del control positivo y para el grupo
experimental se colocé la misma cantidad de biomasa
en matraces de 250 ml con 200 ml de medio CHU10 sin
nitrégeno (medio incompleto). Estos ensayos se realizaron
por triplicado y los cultivos fueron sometidos a condiciones
de flujo de aire constante, a 26 °C y un fotoperiodo de
(12:12) horas luz/oscuridad con una intensidad luminica
de 100 pE.m?.s™", por un periodo de seis dias.

Variables evaluadas

Densidad microalgal

La densidad microalgal fue determinada a la misma hora
mediante recuento en cdmara de Neubahuer recomendado
para contar algas pequefias (de 2 a 30 um vy cultivos de
densidades entre 5x 10y 5 x 107 cel/ml) (Richmond, 2004)
bajo un microscopio 6ptico (40x) (Carl Zeiss-AxioLab.A1).
Para cada réplica el conteo se realizé por duplicado. Para
obtener el ndmero de células/ml fue de acuerdo a (Shen et
al., 2010):

N° células totales * 10,000
N° de cuadros contados

N° cel/ml =

Tasa de crecimiento microalgal

La tasa de crecimiento fue calculada a partir de recuentos
diarios al microscopio, utilizando la siguiente férmula
(Rioboo etal., 2003):

b = [In(N)-In(N)] / In2 (e,

Donde: N_= ndmero de células o densidad 6ptima al
tiempo final; N = nimero de células o densidad 6ptima al
tiempo inicial; t = tiempo final; t, = tiempo inicial.

Produccién de biomasa

Transcurrido el periodo de evaluacién, se cosecharon las
microalgas por centrifugacién (4000 rpm x 10 minutos a
25 °C) y la biomasa obtenida se secé en placas petri a 50
°C por 24 h bajo condiciones de oscuridad. La biomasa se
calculé teniendo en cuenta la diferencia de peso de biomasa
seca contenida en la placa petri:

Donde: P, = Produccién de biomasa; B.= Peso de placa
vacia; B, = Peso de placa con biomasa seca.

Extraccion y analisis de lipidos totales
La extraccién de lipidos totales se realizé segin el método
gravimétrico (Yuetal.,2012). Este método es frecuentemente
empleado para la extraccién de lipidos totales de microalgas
oleaginosas debido a su simplicidad y efectividad. La
cantidad de lipidos totales extraidos se calculé con la
siguiente ecuacién:

Contenido de lipidos (%) = (P_/ P,,) x 100

Donde P _es el peso seco de los lipidos totales y P, es el
peso seco de las microalgas.

Determinacion cualitativa de lipidos totales

Los triglicéridos intracelulares de las microalgas evaluadas
fueron detectados por la fluorescencia que emiten al
interactuar con Rojo Nilo (Greenspan etal., 1985). Para ello,
las células fueron tefiidas con 2mg/ml de Rojo Nilo (disuelto
en acetona) por 15 minutos y fotografiados empleando
un microscopio trinocular de epifluorescencia Carl Zeiss-
AxioLab.A1 y una cadmara digital AxioCamERc 5s en tiempo
real. Las imdgenes fueron obtenidas con una magnificacién
de 1000x con luz visible y epifluorescencia (excitacién: 510-
560, emisién: 590).

Analisis estadistico

Se determiné el promedio, desviacién estandar, para
conocer si existen diferencias estadisticas significativas en la
produccién de lipidos totales a través del programa ANOVA
con prueba de HSD de Tukey. Para la elaboracién de las
figuras de produccién de biomasa y la tasa de crecimiento
microalgal se empled el programa Excel de Microsoft Office.

RESULTADOS
Densidad celular de microalgas
Por lo general, se evidencia un mejor crecimiento de las
especies microalgales en medios de cultivo con nitrégeno
(Fig. 1). Asimismo, las especies Ankistrodesmus sp., A.
nannoselene y Scenedesmus quadricauda fueron las que mejor
se adaptaron a ambas condiciones de cultivo (con y sin
nitrégeno) alcanzando densidades entre 9 x 10° cel/mly 16
x 106 cel/ml. Ademds, Ankistrodesmus sp. cultivada en medio
con nitrégeno fue la especie que alcanzé mayor crecimiento
microalgal (15,7 x 10° cel/ml) con respecto al medio
sin nitrégeno, tal como se evidencia en la Fig. 1. Similar
comportamiento mostraron S. quadricauda y A. nannoselene
que alcanzaron densidades celulares de 13,6 x 10° cel/mly
9,2 x 10%cel/ml respectivamente. Las especies Chlorella sp. y
Scenedesmus sp. fueron las que obtuvieron menor crecimiento
microalgal (2,8 x10° cel/ml y 0,2 x 10° cel/ml) en ambas
condiciones de cultivo durante el periodo de evaluacién.
Engeneral,lasespeciesde microalgasevaluadas mostraron
mayores tasas de crecimiento cuando fueron cultivadas en
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1 Ankistrodesmus nannoselene

Ankistrodesmus sp.

Densidad celular (x10° cel/ml)

Microalga cultivada en medio con Nitrogeno
— = = Microalga cultivada en medio sin Nitrogeno

Chiorella sp.

1,6' Scenedesnus sp.

0.44

4 5 6

0,0

Tiempo de cultivo (dias)

Figura 1. Densidad celular de las cinco especies de microalgas cultivadas en medios con y sin nitrégeno durante seis dias. Los valores son
expresados como la media y las barras de error indican las desviaciones estandares de experimentos realizados por triplicado.

medios con nitrégeno (Figura 2A), correspondiendo los
valores mds altos a A. nannoselene (0,77 d) y S. quadricauda
(0,42 d7). Asimismo, se observé que A. nannoselene, y S.
quadricauda, fueron las especies que registraron los valores
mas altos cuando fueron cultivadas en medios sin nitrégeno,
seguido de Ankistrodesmus sp., Scenedesmus sp. y Chlorella sp.

La produccién de biomasa microalgal en peso seco fue
mayor en Scenedesmus sp. 'y Chlorella sp., al ser cultivadas en
medios sin nitrégeno. Las especies microalgales A. nannoselene,
Ankistrodesmus sp., y S. quadricauda mostraron una produccién
de biomasa mayor al ser cultivadas en medios con nitrégeno.
No existiendo diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados. Sin embargo, se evidencia claras diferencias
significativas entre las especies evaluadas (Fig. 2B).

Respecto al contenido de lipidos, las especies que
acumularon mayorcantidad delipidostotales(mg/gbiomasa
seca) fueron aquellas cultivadas en medios sin nitrégeno;
A. nannoselene (316 mg/g biomasa seca), Ankistrodesmus sp.
(263,6 mg/g biomasa seca), y Scenedesmus sp. (243,3 mg/g
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biomasa seca), con respecto a S. quadricauda y Chlorella sp.
que mostraron menor contenido lipidico. Ankistrodesmus
sp., A. nannoselene y Scenedesmus sp., mostraron diferencias
estadisticas altamente significativas en el contenido de
lipidos totales cuando fueron cultivadas en medios con y sin
nitrégeno, mientras que en S. quadricauda y Chlorella sp. no se
observaron diferencias significativas (Fig. 2C).

Las microalgas estudiadas al ser tefiidas con Rojo Nilo
nos permitieron determinar diferencias cualitativas respecto
a la presencia de lipidos en el interior de ellas al ser inducidas
bajo condiciones de cultivo sin nitrégeno. En general, se
evidencié que entre las cinco especies e individuos de la
misma especie la produccién de triglicéridos fue variable
(Fig. 3). Scenedesmus sp. y Ankistrodesmus sp., fueron las
especies microalgales que mostraron mayores diferencias
cualitativas bajo las mismas condiciones de cultivo. A
diferencia de las demads especies cuyas diferencias no fueron
muy notorias.
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Figura 2. A. Tasa de crecimiento. B. Produccién de biomasa. C. Contenido de lipidos totales de las cinco especies de microalgas evaluadas. Los
valores son expresados como las medias y las barras de error representan las desviaciones estdndares. Letras distintas indican que existen diferencias
estadisticas significativas (p < 0,005, Test de HSD Tuckey).
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Ankistrodesmus nannoselene

Ankistrodesmus sp.

Scenedesmus sp.

Figura 3. Microfotografia con epifluorescencia de cinco especies de microalgas oleaginosas amazénicas. A. Sin nitrégeno y B. Con nitrégeno.

DISCUSION
La capacidad de las microalgas para sobrevivir en diversas
condiciones extremas se refleja en |la enorme diversidad y a
veces en su patrén inusual de los lipidos obtenidos a partir de
estas microalgas (Sato et al., 2000). Asimismo, es un hecho
que las microalgas incrementan su contenido de lipidos al
ser sometidas a condiciones de estrés en particular bajo
restricciones de nutrientes (Gonzales y Magallanes, 2012).
Los resultados obtenidos en la presente investigacién
indican que mientras la cantidad de lipidos totales puede
llegar a incrementar significativamente cuando existe
limitacién de nitrégeno, la tasa de crecimiento o produccién
de biomasa es disminuida, lo cual no es rentable cuando
se quiere tener una alta productividad de aceites usando
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microalgas oleaginosas. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Huntley y Redalje (2007).

Es importante indicar que en términos generales la
produccién de biomasa y el contenido de lipidos totales
en las cinco microalgas oleaginosas evaluadas fueron
variables. Asi, en Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus
nannoselene y Scenedesmus sp., cultivadas en medios sin
nitrégeno se registré una menor produccién de biomasa y
un mayor porcentaje de lipidos totales durante el periodo
de evaluacidn, observdndose un comportamiento diferente
en el caso de S. quadricauda y Chlorella sp, lo cual nos sugieren
que algunas especies microalgales tienen la capacidad de
modificar el metabolismo de lipidos como respuesta a
los cambios en las condiciones ambientales, tal como lo
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menciona Thompson (1996)y Guschinay Harwood (2006),
produciendo grandes cantidades de biomasa microalgal
pero con contenidos lipidicos relativamente bajos (Khozin-
Goldbergy Cohen, 2006).

En esencia, la produccién de la biomasa vy triglicéridos
microalgales compiten por una asimilacién fotosintética,
requiriendo muchas veces una reprogramacién de las vias
fisiolégicas para estimular la biosintesis de lipidos, lo que
permite a las microalgas soportar las condiciones adversas
(Bigogno et al., 2002). Asimismo, los resultados obtenidos
concuerdan con Shen et al. (2010) quienes indicaron que la
produccién de lipidos se incrementé con la limitacién de
nitrato en el cultivo de Scenedesmus sp. y ademds atribuyen
que el consumo del nitrato inicial produjo limitacién
después de 50 horas de cultivo, este efecto pudo evitar
la necesidad de la cosecha de la biomasa seguida de la
limitacién de nitrégeno. Ademds, Gonzales y Magallanes
(2012) pudieron constatar que Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
tuvieron un alto potencial de generacién de lipidos. La mas
productiva fue Chlorella sp., con un valor maximo de 37 %,
seguido por Scenedesmus sp., con 18 % en el tratamiento sin
Nitratos y un 15 % con el exceso de hierro.

Por lo general |a tasa de crecimiento en las cinco especies
microalgales evaluadas fue mayor en medios de cultivo con
nitrégeno con respecto a aquellas cultivadas en medios sin
nitrégeno, lo cual concuerda con Widjaja y Chien (2009),
quienes atribuyen que en condiciones minimas de nitrégeno
se da una alta produccién de lipidos y se complementa con
bajas tasas y bajos recuentos de células, afectando a la
biomasa total y la productividad de los lipidos.

De igual modo, Chlorella sp., fue la que mostré una
mayor tasa de crecimiento en medio con nitrégeno. Estos
resultados concuerdan con Canedo-Lépez et al. (2011)
quienes obtuvieron un mayor crecimiento de Chlorella
vulgaris de 22 x 106 células/ ml con 30 mg/|, disminuyendo la
densidad celular a 17,8 x 10° cel/ml con una concentracién
de nitrégeno de 15 y 10 mg/l; alcanzando tasas de
crecimiento 0,183 d”,0,170d"y 0,157 d”, respectivamente,
a los seis dias de cultivo. Lo anterior sugiere que, la mayor
concentracién de nitrégeno causa un mejor crecimiento de
la microalga. Asimismo, Ruiz et al. (2010) reportaron para
C. vulgaris una menor densidad celular de 6,4 x 10° cél.mL"
y una tasa de crecimiento mayor de 0,377 d' cultivada en
medio artificial con concentraciones de 30 mg N L' como
NH,Cl después de dos dias de cultivo. Esta diferencia
probablemente se atribuye a la diferente temperatura a la
que fue cultivada la microalga C. vulgaris.

Deigual manera, Millany Ferndndez (2011) manifestaron
que en Scenedesmus sp., tanto el crecimiento como los lipidos
incrementaron durante los primeros tres dias de cultivo,
alcanzando un maximo al tercer dia. Sin embargo, no se
alcanzé una limitacién de nitrégeno importante, debido a
que la concentracién inicial fue mayor y en el medio adn
habfa concentraciones altas de nitratos. Ademds, Arias

y Cafizares (2011) al cultivar Chlorella sp. con nitrégeno
obtuvieron un alto consumo de nutrientes y un rdpido
crecimiento, alcanzando un incremento total de biomasa
del 44 %, 47 % y 13 % los dias seis y 20 % con respecto
al contenido de biomasa en el medio sin nitrégeno, lo que
favorecié una alta productividad de 24,04 mg/l. a los 11
dias en el cultivo con nitrégeno, valor que resulta superior a
los reportados por Lee et al. (2009) para Botryococcus sp. (77
%), Chlorella vulgaris (11,1 %) y Scenedesmus sp. (9,5 %).

El cambio de coloracién en el medio de cultivo sin
nitrégeno fue notorio a partir del segundo dia de iniciado
el cultivo, tal como lo menciona Millan y Ferndndez (2011)
quienes observaron un cambio de coloracién en el medio de
cultivo en los sistemas y un aumento en el tamafio celular
en medios con pocos nitratos. Al respecto, la acumulacién
de carotenoides secundarios es otra caracteristica principal
de algunas microalgas cuando son cultivadas en medios
con limitacién del nitrégeno, el cual va acompafiado de
una disminucién en el contenido de clorofila de las células
(Richmond y Hu, 2013). Por lo que, Ben-Amotzetal. (1982)
mostraron que el aumento de la produccién de B-caroteno
se produjo en cultivos de Dunaliella bajo condiciones
de limitacién de nitrégeno. Ademads, Zhekisheva et al.
(2002) reportaron que bajo condiciones de deficiencia de
nitrégeno, Haematococcus pluvialis produjo mayor cantidad de
astaxantina. Finalmente, en el presente estudio se empled
el Rojo Nilo para tincién intracelular de las microalgas,
permitiéndonos determinar de manera cualitativa la
presencia de lipidos en las especies evaluadas sin ningtin
inconveniente, incluso en Chlorella sp.

Sin embargo, Gonzales y Magallanes (2012) emplearon
BODIPY para identificar cualitativamente la produccién
lipidica en las células de Scenedesmus sp. y en Chlorella sp.,
resultando un buen indicador para la primera especie,
mas no para la siguiente, tal vez porque la pared celular
no es permeable, lo cual dificulté el proceso de tincién.
Considerando que, las diferentes especies microalgales
responden a las condiciones de limitacién de nitrégeno
mediante la produccién de acidos grasos o alterando
la composicién de los mismos y que las técnicas para
lograr la induccién de lipidos en microalgas dependen
de las condiciones ambientales en los sistemas de cultivo
controlados, es de suma importancia lograr la combinacién
exacta de lainduccién por estrés a fin de obtener una éptima
productividad de lipidos para replicarlo en un sistema
de cultivo comercial a gran escala para la produccién de
biodiesel.

En Perd, la produccién de biodiesel depende
fundamentalmente del cultivo de grandes extensiones de
plantas oleaginosas como la palma aceitera, el pifién blanco
y de otras especies (Calvo, 2006; Matthwes y O’Connor,
2006; Arévalo etal., 2009; Maltsoglou etal., 2013). Pero este
cambio en el uso de la tierra, por la extensiva deforestacién
de bosques primarios, pone en riesgo la seguridad
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alimentaria (Thompson y Meyer, 2013) y la disposicién
de agua (De Fraiture et al., 2008). Existen estudios donde
se ha demostrado que las microalgas son una excelente
alternativa para la produccién de biocombustibles por
varias razones. Primero, por su rapido crecimiento y gran
eficiencia fotobiosintética de triglicéridos (Georgianna y
Mayfield, 2012; Sharma et al., 2012), que son la materia
prima para obtener el biodiesel. Segundo, porque pueden
proporcionar productividades mayores de 10 a 100 veces
que los cultivos de plantas oleaginosas (Loera y Olguin,
2010). Tercero, debido a que actiian como sumideros de
CO, pueden contribuir a disminuir el calentamiento global
(Ho et al., 2011; Kumar et al., 2011; Sahoo et al., 2012).
Cuarto, porque demandan menos area que los cultivos de
oleaginosas (Smith etal., 2010)y pueden usar aguas servidas
para generar biocombustibles como biodiesel, bioetanol y
biometanol (Wu et al., 2010; Zhou et al., 2011).

CONCLUSIONES

Se evidencié un mejor crecimiento de las especies
microalgales en medios de cultivo con nitrégeno con
respecto a aquellas cultivadas en medios sin nitrégeno.
Asimismo, las especies Ankistrodesmus sp., A. nannoselene
y Scenedesmus sp., fueron las que mejor se adaptaron a
las condiciones de cultivo (con y sin nitrégeno) ya que
alcanzaron densidades mayores. Ademds, Ankistrodesmus
sp. cultivada en medio con nitrégeno fue la especie que
alcanzé mayor densidad microalgal (15,7 x 10¢ células/ml)
con respecto al medio sin nitrégeno. Asimismo, en términos
generales la produccién de biomasa y el contenido de lipidos
totales en las cinco especies de microalgas oleaginosas
evaluadas fue variable. Asi, en Ankistrodesmus nannoselene,
Ankistrodesmus sp. y Scenedesmus sp., cultivadas en medios sin
nitrégeno se registré una menor produccién de biomasa y
un mayor contenido de lipidos totales durante el periodo de
evaluacién, observdndose un comportamiento diferente en
el caso de S. quadricauday Chlorella sp.
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