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RESUMEN

Las diatomeas son microalgas que, a pesar de su abundancia y diversidad, pocas especies se
utilizan para obtener productos biolégicamente relevantes. Navicula incerta es una diatomea
bentonica con uso potencial en nutricién, salud y produccién de biodiésel. Las limitaciones
de nutrientes en el medio de cultivo F de Guillard y Ryther (1962) afectan la biosintesis de
metabolitos en las microalgas, principalmente acidos grasos, cambiando su perfil lipidico.
Por los que es importante conocer las condiciones Optimas para su crecimiento y produccion
de compuestos de interés, mejorando su uso potencial. Por lo anterior, el objetivo de este
trabajo fue evaluar el efecto de la limitacidn de nitratos y silicatos en el perfil de &cidos grasos
de la microalga Navicula incerta y su potencial uso como biodiésel. Para los medios de
cultivos de Navicula incerta, se utilizd6 como control el medio F/2 Guillard y Ryther y se
evaluaron diferentes concentraciones de nitrogeno (N/4, N/8 y N/16) y silicatos (Si/4, Si/8 'y
Si/16). Se evalué el efecto de las limitantes de nutrientes sobre la concentracion celular,
clorofila-a, composicién proximal y el perfil de acidos grasos. Se encontrd que diferentes
concentraciones de nutrientes afectaron la cinética de crecimiento de la diatomea y la
composicion quimica (proteinas, lipidos y carbohidratos), el contenido de cenizas, humedad
y clorofila. Se identificaron diez acidos grasos. Se utilizaron perfiles de ésteres metilicos de
acidos grasos para calcular las propiedades del biodiésel, tales como indice de cetano (IC),
indice de yodo (1V) y punto de obstruccion del filtro frio (CFPP °C). Las limitaciones de
nutrientes provocaron una disminucién en la cantidad de biomasa, clorofila y contenido
proximales (p < 0.05). Se observé una tendencia (p < 0.05) a disminuir los acidos grasos
saturados (AGS) y a aumentar los monoinsaturados en todos los tratamientos limitantes de
nutrientes, mientras que en el contenido de poliinsaturados se mostré un aumento en los
tratamientos limitantes de nitratos y Si/16. Las propiedades calculadas del biodiésel se
compararon de acuerdo con las normas ASTM D6751 (Estados Unidos) y la EN 14214
(Europa). En conclusion, la concentracion de nutrientes alterd el metabolismo y la biosintesis
de compuestos en la microalga Navicula incerta afectando la concentracion celular, el
contenido de clorofila-a, perfil quimico proximal y perfil de acidos grasos en todos los
tratamientos limitantes de nutrientes, principalmente en los tratamientos N/16 y Si/16

mostrando un potencial uso como biodiésel.
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ABSTRACT

Diatoms are microalgae that despite their abundance and diversity, few species are used to
obtain biotechnologically relevant products. Navicula incerta is a benthic diatom with
potential use in nutrition, health and biodiesel production. Nutrient limitations in the medium
affect the biosynthesis of metabolites, principally fatty acid, changing its lipid profile. The
limitation of nutrients in the culture medium F/2 of Guillard and Ryther (1962) affect the
biosynthesis of metabolites in microalgae, like fatty acids, changing their lipid profile from
the microalgae. The aim of this work was to evaluate the effect of the limitation of nitrates
and silicates on the fatty acid profile of the microalgae Navicula incerta and its potential use
as biodiesel. For the microalgae cultures, F/2 media was used as the control, and different
concentrations of nitrogen (N/4, N/8 and N/16) and silicates (Si/4, Si/8 and Si/16) were
evaluated. Cell concentration, chlorophyll-a, proximal composition and fatty acid (FA)
profile were measured. It was found that different concentrations of nutrients affected the
growth of diatoms and affected the concentrations of ash, chlorophyll, protein, lipids and
carbohydrates. Ten fatty acids were identified. Fatty acid methyl ester profiles were used to
calculate the properties of the biodiesel such cetane number (CN), iodine value (IV) and cold
filter plugging point (CFPP °C). Nutrient limitations decreased (p < 0.05) the amount of
biomass, chlorophyll and proximal content. A tendency (p < 0.05) of decreasing saturated
FA and increase in monounsaturated was observed in all nitrate limitations and Si/16
treatment. The calculated biodiesel properties were compared in agreement with biodiesel
standards ASTM D6751 (United States) and the EN 14214 (Europe). In conclusion, nutrient
concentration altered the metabolism and biosynthesis of compounds in the microalgae
Navicula incerta affecting the cellular concentration, chlorophyll-a, proximal chemical and
fatty acid profile in all treatments, principally in the N/16 and Si/16 treatment showing

potential for biodiesel production.
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INTRODUCCION

La diatomea marina Navicula incerta se ha estudiado recientemente por su capacidad de
producir gran cantidad de biomasa y compuestos de interés para el ser humano (Nufio et al.,
2013; Lopez-Elias et al., 2015). Entre estos metabolitos se encuentran diferentes pigmentos,
proteinas, algunos carbohidratos azufrados y acidos grasos mono Yy poliinsaturados. La
produccion de los metabolitos, principalmente la cantidad de lipidos y el perfil de acidos
grasos presentes en las microalgas, como Navicula incerta, es afectada por diversos factores
en el medio de cultivo. En este trabajo se utilizaron diferentes concentraciones de nitratos o
silicatos en cultivos de Navicula incerta en el medio de cultivo F/2 Guillard y Ryther para
evaluar su efecto en la composicion proximal y el perfil de &cidos grasos. Entre los
principales factores que afectan el crecimiento de esta microalga esta la temperatura, la
intensidad de luz, la concentracién de sales, metales y nutrientes presentes en el medio de
cultivo. Cuando el contenido de nutrientes como el carbono, nitrégeno, silicio y fésforo
(solos o en combinacién) son limitados, la tasa de crecimiento celular disminuye, debido a
una estrategia de supervivencia celular. En consecuencia, el flujo de energia para la fijacion
de carbono por fotosintesis se desvia hacia la sintesis de otros compuestos como lipidos o
carbohidratos (Jiang et al., 2015; Leal et al., 2013).

El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importantes en las dietas para el cultivo de
microalgas, ya que es el principal regulador del crecimiento celular, asi como en la
produccion y acumulacion de proteinas y lipidos (Rodolfi et al., 2009). Sin embargo, en
algunos cultivos de microalgas, una mayor concentracién de nitrégeno en el medio de cultivo
no aumenta la produccion de lipidos, teniéndose que utilizar otras estrategias como la
variacion en la temperatura, la salinidad o la concentracion de nutrientes como el fosforo o
silicatos si afectan la produccion de estos metabolitos. La limitacion de nutrientes es una de
las estrategias mas usadas y facil de controlar en los cultivos de microalgas para la produccion
de metabolitos de interés. En el caso de las diatomeas, el contenido de silicatos es importante
para la biosintesis de la pared celular, produciendo cambios en la biosintesis de algunos

compuestos de interés como los acidos grasos y en la division celular (Mock et al., 2008;



Muhseen et al., 2015). Por lo anterior, es importante el estudiar, analizar y comprender como
afecta la cantidad de nutrientes el metabolismo y la produccion de compuestos de interés

como los acidos grasos en la microalga Navicula incerta.

Los acidos grasos que produce Navicula sp. no solo tienen importancia como nutriente en la
acuacultura y salud humana (en particular el Acido Eicosapentaenoico o EPA), sino también
en la produccion de biocombustible. Algunos de los usos de los &cidos grasos en la salud
humana estan relacionados con el cuidado de enfermedades cardiacas, diabetes, colesterol,
desarrollo de ojos, cerebro y tejidos, entre otros (Gonzalez-Aguilar et al., 2014). La
caracteristica del biocombustible o biodiésel producido dependera de la concentracion de los
acidos grasos extraidos de las microalgas. Una de las formas de determinar las propiedades
del biocombustible es por medio de las ecuaciones de Islam et al. (2013) y Krisnangkura
(1986) utilizando la cuantificacion acidos grasos de Navicula incerta. Dentro las
caracteristicas deseables estan el nimero de cetano, densidad, indice de acidez, punto de
obstruccion de filtro en frio, entre otras. Cada pais tiene normas sobre los rangos que debe
presentar el biodiesel elaborado. México no cuenta con un documento oficial sobre las
caracteristicas que debe presentar el biodiésel; sin embargo, hay normas en otros paises como
Estados Unidos (EN 14214) y paises europeos (ASTM D6715) que sefialan los rangos
Optimos que deben tener los biocombustibles para su uso. La produccién y acumulacion de
metabolitos como los acidos grasos dependen principalmente de las condiciones de cultivo;
por lo que, dos de las principales consideraciones en los en los medios cultivo de microalgas

son la cantidad y fuente de nutrientes.

Es por ello, que en esta investigacion se evaluo el efecto de la limitacion de nitratos y silicatos
en la produccion de biomasa, clorofila y principalmente en la produccion de &cidos grasos en
Navicula incerta para poder evaluar su potencial uso biotecnolégico, principalmente en la
produccién de biodiésel. Por medio de este estudio se proponer lograr una alternativa viable
y economica para la produccion de Navicula incerta con una mayor cantidad de

biocompuestos de interés como los &cidos grasos mono y poliinsaturados.



ANTECEDENTES

Microalgas

Las microalgas son organismos microscépicos responsables de al menos la mitad de la
productividad primaria del planeta. Son microorganismos que poseen clorofila y se
encuentran distribuidos en habitats terrestres y acuaticos (Richmond, 2004). Son clasificadas
tradicionalmente segun sus pigmentos fotosintéticos, tanto eucariontes (rodofitas, clorofitas,
dinofitas, crisofitas, prymnesiofitas, bacillariofitas, xantofitas, eustigmatofitas, rhaphidofitas

y feofitas) como en procariontes (cianobacterias).

Usos de Microalgas

A lo largo de la historia los usos de las microalgas han ido diversificandose, desde su empleo
tradicional como fuente de alimento, hasta posibles usos como tratamientos contra
enfermedades (Skjanes et al., 2013). Las microalgas se emplean principalmente en la
acuacultura, nutracéutica y recientemente en la produccion de biocombustible (biodiésel).
Debido a su capacidad para producir distintos tipos de metabolitos bajo determinadas
condiciones de crecimiento, las microalgas son capaces de generar metabolitos secundarios
de importancia en la industria cosmética, farmacéutica, nutracéutica y otras (Chae et al.,
2006). Entre otros productos que se pueden desarrollar a base de las microalgas estan
herbicidas, pesticidas, antibiéticos, compuestos anticancerigenos y antivirales, con actividad
antiinflamatoria y antidiabética (Patel & Goyal, 2013; Skjanes et al., 2013).

De entre todos los usos comerciales ya mencionados, la generacion de productos con
aplicacion industrial constituye, en la actualidad, el aspecto central de la biotecnologia de
microalgas. Muchas especies producen, como resultado de su metabolismo, compuestos
biolégicos de interés como pigmentos, lipidos, polisacaridos y vitaminas, entre otros
(Gellenbeck, 2012).



Utilizacion de microalgas en la Acuacultura

En la acuacultura, las microalgas generalmente se utilizan frescas (como componente Unico
0 como aditivo alimentario), para la coloracion de la carne de salmoénidos, inducir actividades
biolégicas como la maduraciéon gonadal, aumentar el contenido de acidos grasos como el
eicosapentanoico (EPA) y el docosahexaenoico (DHA) en organismos acuéticos. Es por esto
que son necesarias para la nutricion de diferentes organismos cultivados. Su consumo puede
ser de forma directa (en el caso de moluscos y de camarones peneidos) o indirectamente
(alimento para las presas vivas que se usan para alimentar las larvas de peces) (Muller-Feuga,
2000). Las microalgas utilizadas como alimento tienen que cumplir varios criterios, entre los
cuales se encuentra la calidad nutrimental, ser de fécil cultivo y no ser tdxicas. Entre los
nutrientes mas importantes para su consumo se encuentran las proteinas. Las microalgas no
solo deben de presentar una cantidad apropiada de proteinas, sino también un adecuado perfil
de aminoéacidos. El contenido de &cidos grasos altamente insaturados como el EPA, &cido
araquidonico (AA) y DHA es otro pardmetro importante. El perfil lipidico es de gran
importancia para los organismos acuaticos, ya que es uno de los requisitos importantes para
el crecimiento y la metamorfosis de muchas larvas a organismos adultos (Apt & Behrens,
1999). Bajo condiciones donde los nutrientes no estan limitados, las microalgas tipicamente
contienen de 10 a 40% de proteina, 10 a 30% de lipidos, 5 a 30% de carbohidratos y 10 a
40% de cenizas respecto a su peso seco (Renaud et al., 1999; Volkman y Brown, 2005). Otros
de los criterios importantes que hay que tener en cuenta para emplear microalgas como
alimento en la acuacultura, son el tamarfio ideal para ser ingeridas y si presentan pared celular

que pueda ser digerible para el organismo.

El principal uso de las microalgas es como alimento en la crianza de varias especies de
organismos marinos. La composicion nutrimental de las microalgas es un factor importante
que determina el éxito en los cultivos (Geng et al., 2016). Incrementar el valor nutrimental
de las microalgas utilizadas como alimento aumenta el valor nutrimental de los organismos
alimentados con ellas y por ende su valor en el mercado. En la alimentacion de salmonidos

(Japdn y Canadéd) se emplean las microalgas con el objetivo de aumentar la cantidad de acidos
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grasos insaturados en los filetes de estos peces y como fuente de pigmentos (Chini Zittelli et.
al., 1999; Spolaore et al., 2006). En la alimentacion de carpas, el uso de Arthrospira sp. realza
los patrones rojos y amarillos de los especimenes, dejando un color mas deseable en el
mercado, debido a su contenido de pigmentos (Todd-Lorenz & Cysewski, 2000; Spolaore et
al., 2006). En el caso de la alimentacion de moluscos, el uso de la diatomea Haslea ostrearia
en ostras produce una coloracién azul-verdoso en sus branquias y palpos labiales aumentando
no solo su valor nutrimental, sino también su valor en el mercado hasta en un 40% (Muller-
Feuga, 2000; Spolaore et al., 2006).

Distintos estudios han evaluado el efecto que tienen algunas especies de microalgas
plantdnicas sobre la respuesta fisiolgica e inmune en camarones y peces (Spolaore et al.,
2006; Borowitzka, 2013; Lomeli-Ortega & Martinez-Diaz, 2014). Medina-Félix et al. (2017),
trabajando con camarones Litopenaus vannamei infectados con Vibrio parahemolyticus,
obtuvieron una tasa de supervivencia mas alta empleando alimentos suplementados con
Dunaliella sp. (30.9%) en comparacién con el grupo control (20.0%). Madhumathi y
Rengasamy (2011) evaluaron el efecto de dietas con Dunaliella salina al 1y 2% en alimentos
para camarones Penaeus monodon, mostrando la capacidad de la microalga como agente
protector contra la infeccion por el virus de la mancha blanca, mejorando su respuesta
inmune. Este incremento de la supervivencia se le ha atribuido a la concentraciéon de
pigmentos naturales presentes en las microalgas. Los pigmentos presentes en algunas
microalgas han sido evaluados para su uso como fuente de antioxidantes, debido a su alto

contenido de pigmento (como los carotenos) (Affan et al., 2007, Gellenbeck, 2012).

Cultivo de Microalgas

Entre los factores mas importantes en el establecimiento de un proceso de produccion de
microalgas para la obtencion de un compuesto de interés, tenemos los ambientales como la
temperatura, pH, irradiancia, nutrientes y metales solubles, entre otros. Ademas, es

igualmente necesario definir las condiciones de operacion, el sistema de cultivo, la fuente de



energia y de carbono que puedan inducir la sintesis/acumulacion de diferentes compuestos
de interés (Makareviciene et al., 2013). Estas condiciones no solo pueden alterar las rutas
metabolicas, sino que ademas pueden provocar cambios en la cantidad de biomasa y tiempos
de cosecha. Por medio de estos factores (como la temperatura, nutrientes, fuente de carbono,

etc.) se pueden hacer cultivos dependiendo de sus rutas metabdlicas:

e Autotréfico: Utiliza luz, ya sea natural (solar) o artificial (uso de ldmparas con focos
0 LEDS de diferentes longitudes de onda) como fuente de energia y CO2 como fuente
de carbono (Abreu et al., 2012).

e Heterotrofico: No todas las especies de microalgas pueden crecer en este tipo de
cultivos. La energia y el carbono se obtienen de la oxidacion de sustratos organicos
sin necesidad de luz. El control del proceso es méximo, pero el costo del proceso es
elevado (Pérez-Garcia et al., 2011).

e Mixotréfico: Las microalgas realizan fotosintesis en presencia simultanea de una

fuente de carbono organico e inorganicos (Abreu et al., 2012; Mitra et al., 2012).

Ademas, dependiendo del régimen de operacién, los cultivos de microalgas pueden
clasificarse en estacionarios, semicontinuos y continuos (Yuan-Kun & Hui, 2004). En el
cultivo estacionario se parte de un medio de cultivo y condiciones establecidas. La
concentracion de la biomasa va incrementandose hasta agotar nutrientes y al final, se cosecha
la biomasa. En los cultivos semicontinuos se parte de un medio de cultivo y condiciones
establecidas como el cultivo estacionario, sin embargo, en este se realizan diluciones cada
cierto tiempo, con el fin de renovar una parte del cultivo. Esto mediante el cosechado parcial
de la biomasa y agregando al mismo tiempo medio de cultivo con el fin de recuperar el
volumen inicial usando el mismo cultivo e in6culo (Henrard et al., 2011). Los cultivos
continuos se caracterizan en que el medio de cultivo se afiade continuamente en el biorreactor
mientras que una cantidad de la biomasa del cultivo se saca simultdneamente (Henrard et al.,
2011).



Factores que Afectan el Cultivo de Microalgas

Para alcanzar la méxima concentracion de compuestos de interés producidos por microalgas
es importante tener en cuenta los factores que determinan el crecimiento y la biosintesis del
compuesto. Entre los factores de mayor importancia estdn el medio de cultivo, pH,
temperatura e iluminacion (Hu, 2004). El medio de cultivo debe suministrar todos los
nutrientes requeridos para el crecimiento de la microalga. Entre los nutrientes esenciales se
encuentran N, P, S, Mg, Ca, K, algunos metales y en el caso de las diatomeas el Si disuelto.
El intercambio de gases debe asegurar el aporte de CO- y la retirada del O, fotosintético.
Otro de los factores determinantes para el crecimiento 6ptimo de las microalgas es la
disponibilidad de luz. La irradiancia promedio recibida por cada célula est& determinada por
la irradiancia incidente, la geometria del reactor y el sistema de mezclado, asi como la fuente
de luz (que genere o no calor) y longitud de onda usada (Masojidek et al., 2004; Vonshak &
Torzillo, 2004; Ras et al., 2013).

Nitrégeno

Uno de los nutrientes mas importantes en los cultivos es el nitrégeno. Este es uno de los
elementos mas abundantes de los componentes intracelulares de las algas y un componente
clave de las proteinas y los acidos nucleicos, llegando a representar el 1-10% del peso seco
de la mayoria de las microalgas (Perez-Garcia et al., 2011; Fan et al., 2014). En su ausencia
las proteinas no pueden ser sintetizadas, por lo que juega un papel importante en el control
del crecimiento y el metabolismo de los organismos. Se sabe que la limitacion de nitrogeno
es un desencadenante de la sintesis de lipidos en algunas especies de algas y microalgas
(Huang et al., 2013; Vitova et al., 2015).

El nitrégeno puede ser aprovechado por las microalgas en diferentes estados de oxidacion,

ya sea en forma de nitratos, nitritos, amonio y compuestos organicos, incluyendo



aminoéacidos, urea y proteinas, siendo las formas mas comunes nitratos, urea y amonio
(Taziki et al., 2015). La influencia del nitrégeno como nutriente sobre el perfil lipidico puede
ser especifico de la cepa y puede afectar la tasa de crecimiento, asi como el contenido y tipo
de lipidos en diferentes especies. Sin embargo, la eleccién de una fuente y la concentracion
de nitrégeno para promover una alta produccion de biomasa pueden no apoyar la
productividad de lipidos y viceversa, por lo que las concentraciones de nitrogeno y los
compuestos nitrogenados especificos necesitan determinarse con precision para optimizar la

sintesis de los productos deseados (Jiang et al., 2015).

La concentracion de nitrogeno se considera un factor importante para controlar la biosintesis
lipidica, y su manipulacion conduce a cambios notables en el contenido de lipidos y en el
perfil de &cidos grasos de las microalgas (Vitova et al., 2015). En la mayoria de los casos,
existe una correlacion negativa entre la concentracion de nitrogeno en el medio y la
acumulacién de lipidos. Por ejemplo, el contenido de acidos grasos totales por célula de
Coccomyxa sp. aumentd en condiciones bajas de nitrégeno (Msanne et al., 2012). Dicha
acumulacion puede deberse en parte a la transformacion de proteinas o péptidos en lipidos o
carbohidratos (Siaut et al., 2011). Ademas, la acumulacion de acidos grasos también puede
lograrse mediante la conversién de carbono previamente asimilado en forma de almidén a
lipidos no polares o neutros (Msanne et al., 2012). Existen diferentes comportamientos
fisioldgicos bajo estrés de nitrégeno. Se ha reportado que, un menor contenido de proteinas,
debido a la deficiencia de nitrégeno, puede dar lugar a una diferencia en la concentracién de
algunos lipidos como los triacilgliceroles en diatomeas. En microalgas como Isochrysis
zhangjiangensis, Chlamydomonas sp. Tetraselmis sp. y Tetraselmis suecica se ha observado
gue un aumento o disminucién de nitrégeno en el medio puede ocasionar un aumento en la
concentracion de algunos acidos grasos de interés, como la fraccion de acidos grasos
poliinsaturados en el caso de Tetraselmis sp., mientras se disminuye la de otros, como el
acido palmitico (16: 0) y &cido oleico (18: 1) (Feng et al., 2011; Yao et al., 2012; Kim et al.,
2016).



Silicatos

Otro nutriente relevante en los cultivos de microalgas, principalmente en diatomeas, son los
silicatos. Estas requieren silicio para la biosintesis de pared celular. Las distintas
concentraciones de silicio en el medio de cultivo afectan la regulacion de su division celular,
la acumulacion de compuestos como proteinas, carbohidratos, clorofila y lipidos (Pérez-
Garcia et al., 2011), modificando el metabolismo y crecimiento celular (Wen et al., 2003).

En el caso de las diatomeas Nitzchia perspicua, Cyclotella cryptica y Navicula laevis se ha
reportado que la concentracién de silicatos en los medios de cultivo afecta la biosintesis de
lipidos, ocasionando el aumento o disminucion en el porcentaje acidos grasos de importancia
como el &cido eicosapentanoico (Roessler 1988; Wen et al., 2003; Jiang et al., 2015; Lari et
al. 2016). Estudiar el efecto de la concentracion de silicatos es importante en el cultivo de
microalgas, ya que estos pueden modular la produccion de compuestos de gran importancia
para el ser humano de acuerdo a la concentracion recibida. Ademas, permiten optimizar las
condiciones de cultivo teniendo una menor pérdida de energia, tiempo y contenido de

nutrientes.

Navicula incerta

El género Navicula, comprende alrededor de 1200 especies. Son organismos unicelulares o
coloniales y su tamafio varia respecto a la especie (Round et al., 1990). Son eucariotas
fotosintéticos y su pared celular se encuentra constituida de silice formando valvas que se
sitan en forma de caja. Su morfologia celular es caracteristica dando el aspecto de un
pequefio barco. Sus valvas son lanceoladas, estriadas transversalmente en la zona media, en
sentido opuesto a los polos y los extremos de la célula son redondeados (Round et al., 1990;
Van de Vijver et al., 2011).



En general, las microalgas benténicas como Navicula sp. se emplean en la alimentacion de
erizos, moluscos bivalvos y camarones, principalmente en las postlarvas del camarén y
abuldn (Leal et al., 2013). Se ha reportado el aumento en supervivencia, tamafio, peso y
calidad en los cultivos alimentados con Navicula incerta (Affan et al., 2007). La microalga
Navicula incerta (Figura 1) presenta ventajas en la cantidad de biomasa y facilidad de
cosecha; sin embargo, ha sido poco estudiada. Se sabe que contiene pigmentos de interés
como la clorofila y carotenoides debido a su sistema fotosintético, ademas de otros
compuestos que pueden proveer beneficios a la salud (Kim et al., 2014) como algunos
compuestos antioxidantes y derivados de carbohidratos por ejemplo, los carbohidratos
azufrados como alginatos y carragenatos (Affan et al., 2007; Fimbres-Olivarria et al., 2015).
Existen varias estrategias para modular la produccion de metabolitos de interés en los cultivos
de Navicula incerta como la modificacion de la concentracion de nutrientes como el

nitrogeno y silicio, la salinidad y temperatura en el medio (Fimbres-Olivarria et al., 2015).

Nutracéutica y Nutricion Humana

Un producto nutracéutico se puede definir como un alimento o producto alimenticio que
proporciona beneficios médicos y a la salud ayudando a la prevencién y el tratamiento contra
enfermedades (Borowitzka, 2013). Dentro de la nutracéutica, la importancia de las
microalgas radica en el gran nimero de moléculas bioactivas que producen, y que son de
gran utilidad en alimentacion y salud humana. Las microalgas representan una valiosa fuente
de vitaminas (A, B1, B2, B6, B12, C, E, nicotinato, biotina, &cido folico y acido pantoténico)
(Becker, 2004). Ademas, son ricas en pigmentos como los carotenoides (0.1% a 0.2% del
peso seco en promedio y, hasta 14% del peso seco, de B-caroteno en Dunaliella sp.) y acidos
grasos saturados (AGS) o acidos grasos insaturados (AGI) (de 12 a 22 atomos de carbono),

los cuales son Q-3 y Q- 6 (Tzovenis et al., 2003; Spolaore et al., 2006).

10



Figura 1. Imagenes al microscopio éptico de células de Navicula incerta en objetivo de
100X e inmersion de aceite.
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Debido a su composicion y caracteristicas quimicas, las microalgas pueden actuar como
suplementos nutricionales y colorantes naturales para alimentos. ElI consumo regular de
microalgas tiene varios efectos saludables, como la atenuacion de la hiperlipidemia,
supresion de la hipertension, proteccion contra fallas renales y la disminucion del nivel de

azucar en plasma, entre otros (Muller-Feuga, 2000; Chae et al., 2006).

Como ejemplos del uso de microalgas en la nutracéutica estan Arthrospira sp. y Chlorella
sp. La primera se utiliza en la nutricion humana debido a su alto contenido de proteina y su
excelente valor nutritivo, presentando posibles efectos promotores de la salud, como la
reduccion de la hiperlipidemia, la supresion de la hipertension, la proteccion contra la
insuficiencia renal, la promocion del crecimiento de Lactobacillus en el intestino y
disminucion del nivel de glucosa en suero (Liang et al., 2004; Rangel-Yagui et al., 2004;
Soletto et al., 2005; Spolaore et al., 2006). Por otro lado, Chlorella sp. contiene el
inmunoestimulador B-1,3-glucano, ademas de ser un agente reductor de radicales libres y de
lipidos en la sangre. Otra microalga empleada como nutracéutico es Nannochloropsis sp,
debido principalmente a sus &cidos grasos que se emplean en aplicaciones cosméticas y

cuidados de la piel, hasta la nutricion y cuidados del corazon (Gellenbeck, 2012).

Los &cidos grasos son nutrientes esenciales que junto a las proteinas, carbohidratos y
minerales constituyen la base de la dieta humana. Desde el punto de vista quimico, los acidos
grasos (AG) son cadenas rectas de hidrocarburos que poseen en un grupo carboxilo en un
extremo final y un grupo metilo en el otro. Estos compuestos son moléculas de estructura
variable de naturaleza apolar que forman parte de las membranas bioldgicas, constituyen las
reservas energéticas del organismo y tienen importantes funciones de sefializacion dentro de
la célula (Arrazola A., 1994).

Existen distintos acidos grasos y formas de clasificarlos: 1) por la longitud de su cadena,
como acidos grasos de cadena corta (4-6 carbonos), media (8-12 carbonos), larga (14 0 mas

carbonos). 2) Por su grado de saturacion, si no presentan dobles enlaces se denominan acidos
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grasos saturados (AGS), si tienen un solo doble enlace se denominan acidos grasos
monoinsaturados (AGM) y si tienen mas de uno se denominan acidos grasos poliinsaturados
(AGPI). Los AGS forman parte de las grasas y las mantecas. Los AGM son abundantes en
aceites vegetales tales como el aceite de oliva, canola y aguacate, mientras que los AGPI
estan presentes en las grasas animales, en aceites vegetales y alimentos de origen marino. 3)
De acuerdo con la posicion del primer doble enlace de la cadena partiendo del grupo metilo,
denominado omega (2), existiendo tres familias de AGPI Q-3, Q-6 y Q-9. Algunos AG se
clasifican como “acidos grasos esenciales” (AGE; Tabla 1) porque no pueden ser sintetizados
por el cuerpo humano y ademas son necesarios para funciones vitales (FAO/OMS, 1997;
Chow, 1992).

Los AGPI Q-3, Q-6 y Q-9 presentan funciones muy distintas y en cierto modo antagonicas.
Los AGPI Q-3 tales como el &cido eicosapentaenoico (EPA) y el docosahexaenoico (DHA)
(Figura 2) presentan propiedades vasodilatadoras y antinflamatorias (Gonzélez-Aguilar,
2014). Los acidos grasos Q-6 como el &cido araquidonico (ARA) son la fuente principal para
la generacion de moléculas vasoconstrictoras y proinflamatorias como los tromboxanos, las
prostaglandinas y leucotrienos. Los Q-9 reducen los niveles de colesterol, fortalecen el
sistema inmunoldgico y contribuyen al disminuir el riesgo de enfermedades cardiovasculares

y accidentes cerebro-vasculares (Lands 2005).

Acido a-Linolénico (ALA)

El acido a-linolénico (ALA) es el &cido graso que presenta la cadena mas corta de la familia
de los Q-3. Este &cido graso se encuentra en plantas, animales, fitoplancton y especies
marinas, siendo los aceites vegetales la principal fuente de éstos en la dieta humana
(Gonzalez-Aguilar, 2014). Es esencial como precursor en la sintesis de &cidos grasos
insaturados de cadena mas larga como el EPA, DHA y el acido docosahexaenoico (DPA).
Ademas, se ha demostrado su participacién en el desarrollo de los ojos, cerebro y tejidos,

tanto en fetos, nifios y adultos (Bourre, 2007). Una dieta que contiene ALA como Unico acido
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Tabla 1. Nomenclatura de los &cidos grasos esenciales.

Nombre comun Nombre sistematico Abreviatura Formula
Familia Q-6:
Linoleico (LA) Cis 9,12 —octadecadienoico 18:2 Q-6 C18H3202
v — linolénico Cis 6,9,12 + ocadecatrienoico 18:3 Q-6 C18H3002
Dihomo-y-linolénico Cis 8,11,14 —eicosatrienoico 20:3 Q-6 C20H3402
Araquidonico (ARA) Cis 5,8, 11, 14 -eicosatetraenoico 20:4 Q-6 C20H3202
Adrénico Cis 7,10,13,16 -docosatetraenoico 22:4 Q-6 C22H3602
Osmond Cis 4,7,10,13,16 -docosapentaenoico 22:5 Q-6 C22H3402
Familia Q-3:
a-linolénico (ALA) Cis 9,12,15 —octadecatrienoico 18:3 Q-3 C18H3002
Estearidonico Cis 6,9,12,15 —octadecatetraenoico 18:4 Q-3 C18H2802
Timnoddnico (EPA) Cis 5,8,11,14,17 —eicosapentaenoico 20:5 Q-3 C20H3002
Clupanodénico (DPA)  Cis 7,10,13,16,19 —docosapentaenoico 22:5 Q-3 C22H3402
Cervénico (DHA) Cis 4,7,10,13,16,19 —docosahexaenoico 22:6 Q-3 C22H3202

Fuente: Gonzalez-Aguilar (2014).
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CHy

Figura 2. Estructura del 1) acido eicosapentaenoico (EPA) y 2) acido docosahexaenoico
(DHA).

Fuente: Tu gestor de Salud: https://tugestordesalud.com/que-son-los-acidos-grasos-omega-3
(2017).
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graso Q-3 restaura los niveles de plasma y globulos rojos en sangre, ademas ayuda al
funcionamiento del cerebro, ojos y del sistema nervioso en el cuerpo humano (Vedtofte et
al., 2011). Al mismo tiempo, tiene importancia en el cuidado y funcionamiento de la piel,
como constituyente de la estructura de la membrana celular ayudando en la permeabilidad
del agua epidérmica (Hanse & Jensen, 1985), asi como actividad antiproliferativa (Ziboh et
al., 2000) y antinflamatoria. ALA y DHA pueden suprimir la expresion de citocinas
proinflamatorias. EI ALA dietético podria presentar efectos antiinflamatorios a través de la
activacion del receptor de peroxisoma-proliferador activado gama. Una dieta enriquecida con
ALA muestra una disminucidn en los niveles de colesterol de lipoproteinas de baja densidad
0 LDL-C (Barcelo-Coblijn et al., 2009). Los niveles elevados de colesterol en sangre
predisponen a una aterosclerosis prematura, produciendo un infarto de miocardio como
consecuencia de las alteraciones de las arterias coronarias. Se ha documentado que el ALA
se encuentra en membranas citoplasmaticas de la célula, en donde se sintetiza a partir del
acido Linoleico (LA), el cual se deriva del acetato. Ademas de que el consumo de ALA
ocasiona una reduccion favorable en la variabilidad de la frecuencia cardiaca, la cual es un
predictor de la arritmia. EI mecanismo de la arritmia supone la modificacién de los canales
i6nicos mediante la incorporacion de &cidos grasos poliinsaturados en el fosfolipido de la
membrana de las células del muasculo cardiaco (cardiomiocitos). Por lo que una ingesta de
ALA logra producir un ligero efecto cardioprotector (Barcel6-Coblijn et al. 2009). EI ALA
dietético puede contribuir a la sintesis y deposito de niveles adecuados de DHA. Sin embargo,
el contenido de ALA en la dieta y la acumulacion de DHA en el cerebro presentan una
relacion bastante compleja y un contenido muy alto de ALA en la dieta no implica un

aumento correspondiente de DHA del cerebro.

Acido Eicosapentaenoico (EPA) y Acido Docosahexaenoico (DHA)

El EPA es un &cido graso del grupo de los Q-3, de 20 carbonos, que presenta 5 dobles enlaces
en su estructura. La sintesis del EPA y DHA se lleva a cabo por medio de la elongacion y
desaturacion del ALA (Figura 3). La mayor fuente de EPA es el fitoplancton y las algas

marinas (Narayan et al., 2006). Se ha sefialado la importancia del consumo de EPA
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Leucotrienos

Figura 3. Proceso enzimatico de desaturacion en la sintesis de acidos grasos Q -3 'y Q-6.

Fuente: Gonzélez-Aguilar (2014).
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en el tratamiento de desérdenes cerebrales (Peet M., 2004) y en ciertas condiciones en
pacientes con cancer (Tisdale, 1999). En el caso de los desordenes cerebrales como la
esquizofrenia (Narayan et al., 2006), se ha demostrado la capacidad del EPA para modificar
anormalidades en los fosfolipidos, por medio de la inhibicion de la fosfolipasa A2
(Richardson et al., 2000). Se ha documentado la capacidad del EPA y DHA en la reduccion
del riesgo de trastornos neuropsiquiatricos. Su efecto benéfico es atribuido al impacto que
ejerce en los receptores de neurotransmisores y proteinas G, a través de los efectos en las
propiedades biofisicas de las membranas celulares y los mensajeros secundarios (Narayan et
al., 2006). Se ha documentado que, tanto el DHA como el EPA acttan en la biosintesis de la
estructura de membrana (componentes de fosfolipidos, neuronas y retina) y en contra de
enfermedades cronicas como la diabetes (por medio de la absorcion y metabolizacion de la
glucosa) y el cancer, por medio de la inhibicion de ciclooxigenasa (reduciendo la cantidad de
prostaglandinas) y el incremento de lipoxigenasa (retardo en la proliferacion de células
cancerosas). Ademas, se ha reportado que el EPA aumenta la capacidad de los eritrocitos
para eliminar la glucosa en sujetos con diabetes tipo 1l (Narayan et al., 2006). Al mismo
tiempo, se ha relacionado el uso de estos acidos contra enfermedades del corazon (reduccion
de triglicéridos y efecto antitrombotico), pulmén (EPA, efectos benéficos en tratamientos de
fibrosis cistica y enfisema) y desérdenes neuropsiquiatricos (receptor de neurotransmisores)
(Gonzalez-Aguilar, 2014). En el caso de problemas de presion arterial, Narayan et al. (2006)
reportan que el uso de EPA previene el desarrollo de hipertension como aterosclerosis o
accidentes cardiovasculares debido a que regula la concentracion plasmatica del colesterol y
siendo un precursor de prostaglandinas (regulando funciones como la coagulacion sanguinea,
respuesta inflamatoria alérgica y presion sanguinea). En el caso de los problemas
pulmonares, el uso de DHA y EPA se debe a la capacidad que tienen en participar en los
procesos de inflamacion cronica, aumentando la permeabilidad vascular, siendo constrictores
potentes de la musculatura lisa, como las presentes en las vias aéreas periféricas de los

pulmones (Connor, 1994).

ElI DHA es un acido graso poliinsaturado Q--3, que presenta 6 dobles enlaces en su estructura

de 22 carbonos. Sin embargo, su sintesis en el cuerpo humano no es suficiente para cubrir las
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necesidades, por lo que se requiere consumir como parte de la dieta. La principal fuente de
obtencidn son los alimentos de origen marino como el pescado y los mariscos. Es un &cido
graso esencial a nivel cerebral. El DHA es el principal componente estructural de la materia
gris del cerebro, la retina y es un componente importante en el tejido cardiaco (Birch et al.,
2007), siendo su consumo de mayor importancia durante la formacion del feto en el
embarazo. Se ha documentado el efecto del EPA y DHA en la absorcion y metabolizacion
de la glucosa en los tejidos de manera mas eficiente en ausencia de insulina (Narayan et al.,
2006). El uso del DHA en trastornos de la presion se debe a que este &cido graso es un
componente de las membranas plaquetarias dando como resultado una presion arterial
diastolica significativamente méas baja y una mayor variabilidad de la frecuencia cardiaca
(Gonzalez-Aguilar et al., 2014).

Acido Linoleico (LA)

En el organismo, la mayoria del LA consumido se emplea en la B-oxidacion y el acetato que
se produce se convierte en colesterol, AGS y AGM. Parte del LA consumido se puede
encontrar siendo parte de piel y cabello. El acido linoleico conjugado posee la misma longitud
que el LA, sin embargo, sus dobles enlaces se encuentran conjugados en vez de separados
por dobles enlaces. Se origina debido a la hidrogenacion a partir del acido vaccénico (AV)
por accion de la enzima A-9desaturasa (Griinari et al., 2000). Se le atribuyen efectos
benéficos contra enfermedades cardiacas (disminuye colesterol en sangre), diabetes
(reduccidn de azucar, triglicéridos e insulina), cancer (reduccién de metastasis); ademas de
ayudar en tratamientos contra la obesidad, respuesta inmune, inflamatoria y cuidado de los
huesos (incremento en: niveles de osteocalcina, actividad en la fosfatasa alcalina y absorcion
del calcio) (Gonzélez-Aguilar, 2014).
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Biocombustible

La situacion energética actual ha dado un nuevo impulso a la basqueda de diferentes fuentes
de biocombustible. La idea inicial de producir lipidos a partir de microalgas para su
transformacion en combustibles es muy antigua (Harder y Von Witsh, 1942). Inicialmente,
la produccion de biocombustibles se realizd por medio de la digestién y fermentacion del
almidon proveniente de granos de cereales como maiz o trigo generando bioetanol y
biobutanol (Brennan & Owende, 2010). Posteriormente, se descubrid otra forma de elaborar
biocombustibles (biodiésel) por medio de aceites de plantas oleaginosas como los frutos de
la palma. Este tipo de materias primas son la base de la nutricion humana, no obstante, han
ganado interés como combustible alternativo debido a la disminucién en las fuentes de
petroleo y al amplio impacto negativo que este ha tenido sobre el medio ambiente. En general,
el biodiésel se considera un combustible renovable, biodegradable y de combustion limpia,

lo que le da una ventaja en comparacién con el uso del petroleo.

Una de las alternativas para la produccion de biodiésel son las microalgas. Estas contienen
entre 2 'y 30% (en peso seco) de lipidos, aunque pocas producen mas del 30% de aceite, se
pueden manipular las condiciones de cultivo y llegar a producir una mayor cantidad de
lipidos. La acumulacidn de lipidos en algas normalmente ocurre durante periodos de estrés
ambiental, incluyendo el crecimiento en condiciones deficientes en nutrientes (Prochazkova
et al., 2014). El cultivo de microalgas requiere la adicion de fuentes de carbono, nitrégeno y
fésforo, asi como minerales y vitaminas. Por lo que, el contenido de lipidos puede variar con
las condiciones del medio cultivo (principalmente la cantidad de nutrientes, temperatura y el
tiempo de vida del cultivo). El potencial de la biomasa de microalgas como fuente de materias
primas para biocombustible se basa en su rapido crecimiento, alta productividad, no
competencia con la agricultura tradicional, posibilidad de utilizacion de agua residual como
marina y elevado contenido de lipidos y azlcares en algunas especies (Douskova et al.,
2009).
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Propiedades del biodiésel

La Sociedad Estadounidense para Pruebas y Materiales (American Society for Testing and
Materials 0 ASTM por sus siglas en inglés) define el biodiésel como un combustible de
ésteres monoalquilicos de cadena larga de acidos grasos (Garrido, 2010), es decir, es un
combustible obtenido por reaccion de transesterificacion entre un aceite vegetal y un alcohol
(Knothe et al., 2005), el cual es una alternativa al consumo del diésel originado de
hidrocarburos fosiles (Sierra et al., 2010). Generalmente el biodiésel esta compuesto por
ésteres metilicos de cadena larga (C14-C22) de &cidos grasos como el acido laurico,
palmitico, estearico y oleico, ademéas de alcoholes de cadena corta, como el metanol o el
etanol (Demirbas, 2009). Para ser empleado como combustible de motores, el biodiésel debe
cumplir con las caracteristicas y requerimientos de calidad establecidos. Cada pais tiene sus
normas sobre los requerimientos y caracteristicas del biodiésel (Tabla 2). Como ejemplo,
para ser empleado como combustible en motores diésel en Estados Unidos, se debe cumplir
con los estandares establecidos siguiendo las metodologias de la ASTM D975, en Colombia,
debe cumplir con todas las caracteristicas y requerimientos de calidad establecidos en la
norma NTC 5444 (Sierra et al., 2010). En México no existe un documento oficial para las
caracteristicas y metodologias a seguir para el biodiésel. Sin embargo, existe la Norma
Oficial Mexicana NOM-016-CRE-2016 (estandar ASTM D975 para diésel), que contiene las
especificaciones de calidad de los petroliferos.

indice de cetano

El indice de cetano (IC) o nimero de cetano (NC) es uno de los parametros mas importantes
que caracterizan un combustible diésel desde el punto de vista quimico y de su proceso de
combustion (Sanchez-Borroto et al., 2012; Lujaji et al., 2010). EI NC es un indicador
adimensional que caracteriza la calidad de ignicion de los combustibles para motores de

encendido por compresidn. Tedricamente, se define en el rango de 15-100 y sirve para
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Tabla 2. Propiedades del Biodiésel, métodos de prueba y valores limites para diferentes
estandares en el mundo.

Propiedad

Método de prueba

Limites Unidad

Densidad 15 °C

Viscosidad 40 °C

NUmero de
Cetano

indice de yodo

CFPP °C

indice de acidez

Contenido de
acido Linoleico

Norma Europea EN 14213 (EN ISO 3675, EN
ISO 12185)

Norma Australiana de Biodiésel (AST D1298, EN
ISO 3675)

Norma Hindu para Biodiésel (ISO 3675/P32)
Especificacion Africana de Biodiéesel (ISO 3675)
Especificacion Japonesa de Biodiésel (JIS K
2249)

Norma Europea EN 14213 (EN ISO 3104, ISO
3105)

Norma Americana de Biodiésel (D 445)

Norma Australiana de Biodiésel (AST D445)
Norma Hindu para Biodiésel (ISO 3104/P25)
Especificacion Japonesa de Biodiésel (JIS K
2283)

Especificacion Africana de Biodiésel (ISO 3104)
Norma Europea de Biodiésel EN 14214 (EN 1SO
5165)

Norma Americana de Biodiésel (D 613)

Norma Australiana de Biodiésel (EN ISO 5165,
D613)

Norma Hindu para Biodiésel (ISO 5156/P9)
Especificacion Japonesa de Biodiésel (JIS K
2280)

Especificacion Africana de Biodiésel (ISO 5165)
Norma Europea de Biodiésel EN 14214 (EN
14111)

Norma Hindl para Biodiésel (en 14104)
Especificacion Japonesa de Biodiésel (JIS K
0070)

Especificacion Africana de Biodiésel (EN 14111)
Norma europea EN 14213 (EN116)

Norma Australiana de Biodiésel

Especificacion Africana de Biodiésel (EN116)
Norma Americana de Biodiésel (D 664)

Norma Australiana de Biodiésel (AST D664)
Norma Hindl para Biodiésel (P1)

Especificacion Japonesa de Biodiésel (JIS K
2501, JIS K 0070)

Norma Europea de Biodiesel EN 14214 (Método
EN 14103)

Especificacion Africana de Biodiésel (EN 14103)

860 -900  kg/m?
860 — 890

860 — 900
860 - 900
0.86 -0.90 g/ml

35-5.0 mm&/s

1.9-6.0
3.5-5.0
25-6.0
3.5-5.0
3.5-50

>51

>47
>51

>51
>51
>51

<120 g 12/100
Se Reporta g

<120

<140

NR °C
Se Reporta
-41/3
<0.05 mg de
<0.80 KOH/g
<0.50

<0.5

<12 %
(m/m)

<12

Fuente: Barabas & Todorut, (2011).
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describir la calidad del combustible y la facilidad de su autoencendido (Barabas & Todorut,
2011). Para calcular experimentalmente el NC se utilizan dos combustibles de referencia que
presentan la misma formula quimica (C16H34). Para el valor maximo se utiliza un
hidrocarburo de cadena larga sensible a la ignicion (hexadecano o n-cetano), mientras que el
valor minimo es determinado por un hidrocarburo de cadena ramificada con alta resistencia
a la ignicion (2,2,4,4,6,8,8-heptametilnonano o isocetano) (Barabas & Todorut, 2011). Es
decir, el NC del combustible de prueba es el porcentaje en volumen de cetano e isocetano

que presenta las mismas caracteristicas de ignicién y es determinado por la formula:

NC = cetano [% v/v] + 0.15 * isocetano[% v /v]

Un valor bajo en el NC nos indica la dificultad del combustible para arrancar el motor,
trabajando de manera desigual y presentando ruidos, especialmente a bajas temperaturas
(Sanchez-Borroto et al., 2012). En el caso de presentar valores altos en el nimero de cetano
(mayores a 60), la ignicion se realizara antes de que se lleve a cabo una mezcla adecuada de
aire y combustible, dando como resultado una combustién incompleta y el aumento de la
cantidad de humo de escape (Sanchez-Borroto et al., 2012). El rango 6ptimo de NC esté entre
41 y 56, pero no debe ser superior a 65 (Bataga et al., 2003). Cada pais tiene su norma y

rango de NC para combustibles como biodiésel (Tabla 2).

El valor obtenido del NC depende de la estructura molecular de la mezcla de compuestos
presentes en el combustible. En el caso del biodiésel elaborado de aceite de plantas o
microalgas, se basa en el porciento de ésteres metilicos derivados de acidos grasos en su
perfil lipidico. En general, el NC disminuye con el nimero de dobles enlaces presentes en las
moléculas de éster de acido graso y aumenta con el nimero de atomos de carbono. Por lo
tanto, el NC depende de la composicion quimica del combustible analizado (Piloto-
Rodriguez et al., 2010). Por lo que es importante saber el perfil de &cidos grasos presentes y

cémo pueden manipularse con el objetivo de mejorar la calidad del combustible.
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Densidad

El funcionamiento de los motores y las propiedades del combustible son afectados por la
densidad del biodiésel. Dado que la densidad es fuertemente influenciada por la temperatura,
los estandares de calidad establecen la determinacion de la densidad a 15 °C. Propiedades
como el Numero de Cetano, el valor de calentamiento y la viscosidad estan fuertemente
relacionados con la densidad. Al mismo tiempo, se afecta la calidad de la atomizacion y la
combustion en los motores debido al cambio en la masa de combustible que llega a la cdmara
de combustién alterando la relacion combustible / aire y la potencia del motor (Barabas &
Todorut, 2011). Este pardmetro también puede usarse como un indicador de contaminacion

del biodiésel.

Viscosidad

La viscosidad es una de las propiedades mas importantes del biodiésel. En los combustibles,
la viscosidad es la propiedad para resistir la tendencia relativa al movimiento de sus capas,
debido a las fuerzas de atraccion intermolecular, es decir, la viscosidad es la resistencia a
fluir (Barabas & Todorut, 2011). Algunas propiedades del biodiésel que pueden afectar el
funcionamiento del motor por la viscosidad son la facilidad de arranque, la calidad del
rociado, el tamafio de las gotas o particulas, asi como la calidad de la mezcla de combustible
y aire (Barabas & Todorut, 2011).

La viscosidad del combustible tiene un limite superior e inferior. Una baja viscosidad
proporciona gotas pequefias y velocidad baja, provocando la formacion de humo negro,
especifico de una combustion con poco oxigeno (Bataga et al., 2003). Un biodiésel con alta
viscosidad producira gotas demasiado grandes, lo que afectara el funcionamiento del motor
provocando enfriamiento del cilindro interrumpiendo la reaccién de combustion y se dara la

formacion de humo azul como producto de una combustion intermedia (Bataga et al., 2003).
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Ademas, una viscosidad demasiado alta conduce al aumento de los depoésitos en la camara
de combustion, aumento de la energia de bombeo de combustible necesario, un mayor
desgaste de la bomba y los elementos del inyector debido a un mayor esfuerzo mecanico y

puede causar problemas operativos a bajas temperaturas (Barabas & Todorut, 2011).

indice de yodo

El indice de yodo (1Y) se introdujo en los estandares de calidad de biodiésel para evaluar su
estabilidad a la oxidacion. El 1Y es una medida de la insaturacion total de acidos grasos
presentes, que es medido en cantidad de gramos de yodo necesarios para neutralizar 100
gramos de muestra de biodiésel (mg I> / 100 g muestra) (Barabas & Todorut, 2011). La
importancia de esta prueba nos sirve para estimar la oxidacion en contacto con el aire
(Barabas & Todorut, 2011). EI I'Y esta limitado en varias regiones del mundo, dependiendo
de los estandares establecidos para cada region es el limite méximo del 1Y (Tabla I). Valores
altos del 'Y pueden ocasionar problemas de polimerizacion y formacion de depositos en las
boquillas de los inyectores, aros y las ranuras de los aros. La tendencia a la polimerizacion

aumenta con el grado de insaturacion de los &cidos grasos (Bataga et al., 2003).

indice de acidez

El indice de acidez se refiere a la cantidad de base, expresada en miligramos de hidréxido de
potasio por gramo de muestra, requerida para neutralizar la muestra (Barabas & Todorut,
2011). Es decir, es una medida de cantidad de acidos grasos libres en el biodiésel. La
presencia de acidos grasos en el biocombustible puede causar corrosion e incrementa la
probabilidad de presencia de agua. Esta determinacion se puede realizar mediante el método
descrito en la norma ASTM D 664 siendo el valor maximo aceptado de 0.80 mg KOH/g de
muestra (Van Gerpen et al., 2004).
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Punto de obstruccién de filtro en frio

Las bajas temperaturas causan cambios en las propiedades de los combustibles como en la
viscosidad y fluidez, el cual puede causar problemas en el funcionamiento de los motores.
Esto es debido a la formacion de pequefios cristales suspendidos en la fase liquida,
disminuyendo la fluidez del combustible provocando la obstruccién de los filtros de forma
parcial o total (Barabas & Todorut, 2011).

La prueba de punto de obstruccion del filtro frio (cold filter plugging point o CFPP, en inglés)
0 POFF constituye un método alterno a los puntos de nube y fluidez. Permite evaluar la
filtrabilidad del combustible a bajas temperaturas y su valor se regula en funcién de las
condiciones climéticas de cada region o pais. Se define en el estdndar de la American Society
for Testing and Materials (ASTM D6371) como la temperatura més alta a la cual una cantidad
dada de combustible (20 mL) al ser enfriada bajo condiciones controladas (a una tasa de 40
°C por hora) no fluye por un tiempo dado (60 segundos) a través de un filtro prescrito (malla

de 45 mp) bajo condiciones de succidn definidas (2 kPa de vacio) (Barabas & Todorut, 2011).

En los Gltimos afios, diferentes especies de microalgas se consideran una fuente de acidos
grasos esenciales. El estudio de la concentracién de nutrientes en los medios de cultivo de
microalgas como Navicula incerta, no solo tiene un impacto en el crecimiento y produccion
de biomasa, sino en la biosintesis de compuestos de interés como son las proteinas,
carbohidratos y lipidos, principalmente en la composicion de los &cidos grasos mono y
poliinsaturados. No solo se afecta la produccion de compuestos, también se reduce el costo
y tiempo de cultivo de las microalgas. El nitrogeno y los silicatos son macronutrientes
importantes para el crecimiento y metabolismo de microalgas como las diatomeas. El
nitrégeno es un elemento fundamental para la formacion de proteinas y acidos nucleicos.
Mientras que los silicatos son componentes esenciales de la frastula. Estos acidos grasos son
importantes no sélo en la acuacultura, sino también para mejorar la nutricion y la salud

humana, y recientemente, en la produccion de biodiésel. En el caso de la produccion de
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biodiésel, la insaturacion de los acidos grasos es crucial para el rendimiento, propiedades y
calidad de los biocombustibles (Islam et al., 2013).
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HIPOTESIS

El crecimiento de Navicula incerta en medio de cultivo con nutrientes limitados en nitratos
y silicatos afectara el crecimiento y el metabolismo del organismo, reflejandose en una mayor
produccidn de acidos grasos mono y poliinsaturados, que lograran impactar favorablemente

en su potencial biotecnolégico como en las propiedades del biodiésel.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar el efecto de la limitacion de nitratos y silicatos en el perfil de acidos grasos de la

microalga Navicula incerta y su potencial uso biotecnol6gico como biodiésel.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones de cultivo para la microalga Navicula incerta, en medios
con limitantes de nitrégeno (N/4, 0.44 mol/L; N/8, 0.22 mol / L; y N/16 0.11 mol/L)
0 metasilicatos (Si/4, 0.08 mol/L; Si/8, 0.04 mol / L; y Si/16 0.02 mol/L).

Identificar y caracterizar el perfil de &cidos grasos en Navicula incerta en condiciones
limitantes de nitrdgeno y silicio.

Calcular y evaluar las propiedades del biocombustible (biodiésel) a partir del perfil

de acidos grasos de Navicula incerta en condiciones limitantes de nitrégeno y silicio.
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MATERIALES Y METODOS

Microalga y condiciones de cultivo

La microalga Navicula incerta se obtuvo del Centro de Investigacion Cientifica y Educacion
Superior de Ensenada (CICESE), estado de Baja California, México. La microalga se cultivo
en medio F/2 de Guillard y Ryther (Renaud et al., 1994) con 0.88 mol/L de nitrégeno y 36
unidades précticas de salinidad (PSU) a 25 °C (medio control) cultivadas en matraces de 1 L,
en condiciones estandar de laboratorio. Para cada tratamiento, se utilizaron diferentes
concentraciones de nitratos (N/4: 0.44 mol/L, N/8: 0.22 mol/L y N/16: 0.11 mol/L) y silicato
(S/i4:0.16 mol /L, Si/8 0.08 mol/L y Si/16: 0.04 mol/L) en el medio F/2 de Guillard & Ryther
(1962). En el caso de los cultivos masivos, se llevaron a cabo en el sistema de cultivo Baja
Californiano con recipientes con tapa transparente con un volumen de 40 L de medio de
cultivo con las mismas condiciones de laboratorio. La biomasa de la microalga se cosechd
por decantacion al final de la fase exponencial, se centrifugo (3,000 x g a 4 °C durante 15
min) y se recolectd el precipitado para eliminar el exceso de agua (Figura 4). La biomasa de
microalgas se lavd con formiato de sodio para eliminar la sal. Posteriormente, se liofiliz6 en

un liofilizador (Yamato Scientific Co., Ltd., Japdn) durante 36 h y se guard6 a -80 °C.

Cinética de Crecimiento

La cinética de crecimiento y la produccion de biomasa se llevaron a cabo para conocer la
densidad celular, el desarrollo y la calidad del cultivo. Para las determinaciones de la cinética
de crecimiento y la curva de clorofila, la microalga se cultivé en un matraz de 1 L con un
contenido de 700 mL de medio cultivo. La concentracion celular se midio utilizando una
camara de Neubauer (0.1 mm de profundidad) y un microscopio 6ptico Olympus, y se calcul6

con la siguiente ecuacion (Lopez-Elias et al., 1995):
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Figura 4. Recolecta de biomasa de cultivo de Navicula incerta en medio F/2 de Guillar y
Ryther (1962). a) tratamiento control, b) tratamiento limitante en nitratos N/16 y c)

tratamiento limitante en silicatos Si/16.
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Numero de células = (# células / 8) x 10000 = (# Células) / mL

Contenido de Clorofila

La clorofila (chl a) se midié con la metodologia de Tran et al. (2016). Para su cuantificacion
se centrifugaron 10 mL del cultivo previamente homogeneizado a 3,500 x g a 4 °C durante
15 min. EIl sedimento se suspendié en 10 mL de metanol al 90%. Las células se incubaron
en la oscuridad a 4 °C durante 24 h, y se determind chl a utilizando un espectrofotometro

(Spectronic Model 20D +, Milton Roy) de acuerdo con la ecuacion:

chla=(mg/L)=13.43 x OD665

donde OD665 es la densidad éptica (OD) medida a 665 nm.

Composicién Quimica

Para determinar la composicién quimica de la microalga Navicula incerta recolectada, se
utilizaron cultivos liofilizados producidos de cultivos masivos. El contenido de humedad y
cenizas se calculd por medio de las mediciones gravimétricas utilizando materia fresca
previamente filtrada en filtros de fibra de vidrio Whatman #1. Para pesar los filtros se utilizo
una balanza analitica modelo OHAUS AS 200 (USA). Para estimar la humedad se utiliz6
una temperatura de 105 °C en una estufa convencional por un periodo de 24 h, mientras que
para cenizas una mufla a 560 °C por 4 h. Para determinar el porcentaje de proteina, lipidos y
los perfiles de acidos grasos se utilizd biomasa de los cultivos masivos previamente

liofilizados. El porcentaje de proteina se evalu6 por el método de Kjeldahl y el de grasa
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mediante el método de Soxhlet (AOAC 2000). El contenido de carbohidratos se obtuvo por
diferencia de peso.

Perfil de Acidos Grasos

Para determinar el perfil de acidos grasos se utilizo la derivatizacion del éster metilico y el
andlisis por cromatografia de gases. Para la extraccion de los acidos grasos, se utilizo el
método descrito por Ryckebosh et al. (2012) en condiciones anaerobias por medio de una
descarga de gas nitrogeno. Se pesaron 200 mg de las muestras liofilizadas y se
homogeneizaron con cloroformo y metanol (solucion 1:1). Se afiadié misma cantidad de agua
destilada y se centrifugd (2,000 x g a 4 °C por 10 min). La fase acuosa se separd y los

disolventes se evaporaron a 40 °C.

La derivatizacion se llevd a cabo en las mismas condiciones anaerobias de la extraccion
utilizandose una mezcla de &cido sulfurico (1% en metanol) y tolueno. La solucién se dejé
incubar durante un periodo de 8 h a 50 °C. Finalmente, se afiadi6 una solucion de NaCl al 5%
y hexano, se homogenizd y transfiriéndose la capa superior de hexano a un vial, el cual se

congel6 a -80 °C para su posterior analisis por cromatografia de gases.

Los ésteres metilicos de &cidos grasos se determinaron inyectando 1 pL del extracto
derivatizado en una columna capilar de silice (Supelco DB-23 60 m x 0.25 mm de didmetro,
espesor de pelicula 0.25 pum) en un cromatdgrafo de gases (Agilent 6890, Tokio, Japon)
equipado con un auto inyector. Las temperaturas del inyector y del detector de ionizacién de
Ilama se controlaron a 250 °C. El nitrégeno fue utilizado como gas portador. La temperatura
de la columna se programoé utilizando una rampa de 175 a 250 °C a una velocidad de 4
°C/min. Los acidos grasos se identificaron mediante la comparacion del tiempo de retencion
relativo con los estandares de referencia (Supelco 37 Componente FAME Mix, Bellefonte,
PA, EE. UU.).
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Célculo de las propiedades del combustible a partir de perfiles de acidos grasos

Las propiedades del biodiésel (indice de cetano, indice de yodo, punto de obstruccion del
filtro frio, factor de saturacién de cadena larga) se calcularon a partir de la identificacion y
cuantificacion del perfil lipidico de Navicula incerta (Islam et al., 2013). El indice de cetano

(IC) se determiné usando la siguiente ecuacion (Krisnangkura, 1986; Islam et al., 2013):

5458 .
IC =463 + | — ——— | — (0.225 X Indice de lodo)
Indice de Saponificaciéon

El indice de saponificacion (IS) en mg KOH/g y el indice de yodo (1Y) en g 12/100 g del
perfil lipidico se predijo mediante las siguientes ecuaciones (Islam et al., 2013):

(560 x Ni) )

IS = X;
' (Peso molecular del i — écimo acido graso

v - (254 x Ni x Di)
~ "t \ Peso molecular del 4cido graso

Donde Ni es el porcentaje de cada uno de los acidos grasos identificados y Di es el nimero

de dobles enlaces en cada uno de los &cidos grasos presentes.

El grado de instauracion (GI) del aceite fue determinado por la ecuacidn propuesta por Ramos

et al. (2009) basado en la fraccién de los acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados

presentes:
Gl = Z acidos grasos monoinsaturados + (2 X AGI )
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El factor de saturacion de cadena larga (FSCL) y el punto de obstruccién de filtro en frio
(POFF °C por sus siglas en inglés: cold filter plugging point in °C, CFPP °C) fueron

calculadas por la siguiente ecuacion:

FSCL =(0.1 X €16:0)+ (0.5 x €18:0) + (1 x €20:0) + (2 x C24:0)

POFF °C = (3.1417 x FSCL) — 16.477

Disefio Experimental

Se utiliz6 un andlisis de varianza y comparacion de medias mediante Tukey por medio del
programa estadistico InfoStat 2017; con un rango de significancia de 5%. Para la
determinacion de la cantidad de clorofila, cenizas, proteinas, y lipidos se utilizaron tres
muestras con dos réplicas cada una. En el caso del perfil lipidico, se realizaron cuatro
extracciones con tres replicas cada una. Se identifico y calculé el promedio del porcentaje de
cada &cido graso extraido en los diferentes tratamientos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion y Tasa de Crecimiento de las Microalgas.

La concentracion celular de Navicula incerta en medio F/2 de Guillard y Ryther, y los
diferentes tratamientos se presentan en la figura 5. En ambos tratamientos, la fase estacionaria
se inici6 entre los dias 3 y 4. El tratamiento con limitante de nitrogeno presentdé un mayor
namero de células que con el limitante de silicato. El tratamiento limitante en nitrgeno N/8
presentd la mayor concentracion celular (2.182 x 10° células/mL), mientras que la
concentracion celular mas baja se encontrd en el tratamiento limitado en silicatos Si/16
(1.633 x 10° células/mL) mostrando diferencias significativas (p < 0.05) entre ambos
tratamientos. En todos los experimentos obtuvieron un promedio de 2.16 divisiones por dia,
obteniendo el medio con limitacion en silicatos el nimero méas bajo de divisiones celulares,
en comparacion con el medio limitante de nitrogeno y el medio control. La tasa de
crecimiento disminuyd a valores cercanos a 0 en todos los tratamientos. La mayor tasa de
division celular promedio se present6 en el medio control con 0.66 £+ 0.03 y el menor en el
medio limitante en silicatos Si/16 con 0.140 + 0.006 divisiones mostrando diferencias

significativas (p < 0.05).

Courtoise et al. (2012), al trabajar con diatomeas, concluyeron gue la densidad del in6culo y
las limitantes de nutrientes afectan la tasa de crecimiento y la concentracion celular. Ademas,
los diferentes tamarfios celulares y la sintesis de compuestos bioldgicos comprenden una
estrategia de supervivencia para varios factores, como el pH, temperatura y las
concentraciones de nutrientes. Se sabe que en las diatomeas, la concentracién de silicato
afecta la concentracion celular (células/m®) en el medio, pero disminuye la tasa de
crecimiento por el papel que juega en la formacion de la frastula de la pared celular (Jiang et
al., 2015). Por otro lado, el nitrégeno tiene un papel importante en todo el metabolismo, ya

que es parte de moléculas como la clorofila y proteinas.
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Figura 5. Efecto de la limitacion de nitrgeno y silicatos en la cinética de crecimiento de
Navicula incerta. Diferentes concentraciones de nitrégeno (N/4, 0.44 mol/L; N/8, 0.22 mol/L; y N/16 0.11

mol/L) o silicato (Si/4, 0.08 mol/L; Si/8, 0.04 mol/L; y Si/16 0.02 mol/L) en medio F / 2 expresadas como
porcentaje de peso seco (media + desviacidn estandar, n = 6).
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Clorofila

El contenido de clorofila en diatomeas como Navicula sp. es uno de los indicadores para la
cantidad de biomasa. La clorofila no solo proporciona informacion sobre la recoleccion,
transferencia y conversion de energia, sino también sobre la respuesta al crecimiento celular
de microalgas en condiciones de estrés como la limitacion de nutrientes. En la figura 6 se
observa la curva de produccion de clorofila en cada uno de los tratamientos y el medio
control. Los resultados muestran una menor produccion de este componente en ambos
tratamientos con respecto al control. La concentracion mas alta de clorofila se presento en el
medio control en el dia 4 con 0.77 £ 0.096 mg/mL, posteriormente dicha concentracion fue
disminuyendo. En todos tratamientos limitantes de nutrientes se mostrd una cantidad menor
de clorofila que el medio control, presentando su mayor cantidad de clorofila en cada
tratamiento en el dia 4 de cultivo, como en el tratamiento control. La menor concentracion
de clorofila fue para el tratamiento limitante en nitrégeno N/16 con 0.33 £ 0.01 mg/mL,
mostrando diferencias significativas (p < 0.05) con los demas tratamientos. Para el caso de
limitantes de silicatos, no hubo diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos
Si/8 y Si/1l6 con concentraciones de 0.393 + 0.02 mg/mL y 0.409 + 0.03 mg/mL
respectivamente. Este comportamiento era de esperarse debido a que el nitrégeno es un

elemento que se encuentra como componente en la molécula de clorofila.

La conversion de la energia solar en energia quimica a una tasa de crecimiento baja es una
estrategia de supervivencia a bajas concentraciones de nutrientes. En el caso de un medio
bajo en nitrato, se esperaba una baja concentracion de clorofila, ya que el nitr6geno es un
componente clave en la sintesis de clorofila, asi como de la proteina. Song et al. (2016)
encontraron que, a altas concentraciones de nitrogeno (relacion N:P 16:1), es posible
observar valores mas altos de clorofila (2.3 mg/L) que a concentraciones mas bajas (relacion
N:P, 1: 1) en Dunaliella tertiolecta, este comportamiento no es afectado por la fuente de
nitrégeno (urea o nitratos). Ademas, a bajas concentraciones de nitrégeno en el medio, las
células son incapaces de utilizar nitrogeno intracelular para la sintesis de clorofila celular en

la produccion de nuevas células.
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Figura 6. Efecto de la limitante de nitratos y silicatos en la concentracion de clorofila en

Navicula incerta. Diferentes concentraciones de nitrogeno (N/4, 0.44 mol/L; N/8, 0.22 mol/L; y N/16 0.11
mol/L) o silicato (Si/4, 0.08 mol/L; Si/8, 0.04 mol/L; y Si/16 0.02 mol/L) en medio F/2 expresadas como

porcentaje de peso seco (media + desviacidn estandar, n = 6).
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Contenido de Proteina

La disminucion en el contenido de proteinas se esperaba en medios con bajas concentraciones
de nitratos; sin embargo, el mismo caso se observd en el medio limitado en silicato. El
analisis proximal de Navicula incerta bajo los diferentes tratamientos se observa en la Tabla
3. El contenido de proteina en los tratamientos limitantes en nitrogeno disminuy6 en todos
los tratamientos, mostrando diferencias significativas (p < 0.05) con el medio control (35%
+ 3.35). El tratamiento N/16 fue el mas bajo con una concentracion del 14.85% + 1.28
mostrando diferencias significativas (p < 0.05). En el tratamiento con limitantes de silicato,
la concentracion disminuyo de 31.38 % + 1.58 en Si/8 a 28% + 1.19 en Si/4.

Otras investigaciones con Navicula spp. en medios limitantes de silicato reportan porcentajes
de proteina mas altos. Para Navicula germanopolomica, se reportd el 21% en contenido de
proteinas (Leal et al., 2013), mientras que para Navicula incerta, se encontré6 una
concentracion de proteina similar a la obtenida en este estudio (Sdnchez & Nufiez 2012). El
nitrdgeno es un componente importante de varios compuestos, como las proteinas, el ADN
y las clorofilas. Por lo tanto, la privacion de este nutriente afecta la concentracion de las
biomoléculas del organismo, generando una condicion de estrés. Jiang et al. (2015),
trabajando con Nitzschia perpicua, informaron que la disminucidn de los silicatos en el medio
afecta la cantidad de proteina y la relacion lipido/proteina en las diatomeas. La condicion de
estrés en bajas concentraciones de silicatos disminuye la concentracién de proteinas y
aumenta la formacién de lipidos. Sin embargo, para Navicula incerta, este comportamiento
sobre la disminucion en la cantidad de proteinas se observa en mayor grado en los medios
con limitacion de nitrdgeno, mostrando diferencias significativas con el tratamiento control.
En los tratamientos limitantes en silicatos, se observo un aumento en la cantidad de proteina
y una disminucion en el porcentaje de lipidos, mostrando diferencias significativas (p < 0.05)

con el tratamiento control, pero no entre los tratamientos con limitante de silicatos.
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Tabla 3. Efecto de la limitacidn de nitrégeno y silicato en el medio F/2 en la composicién
proximal de Navicula incerta.

Tratamiento Ceniza (%) Lipidos (%) Proteina (%) *CHO (%)
Control F/2 31.39% +194 21.38*+023 3566°+3.35 3.217+1.05
Limitacion Nitrogeno

Tratamiento N/4 3290+ 1.64 21.87°+194 2952°+0.68 6.76°+1.23
Tratamiento N/8 32.84% +0.38 27.092+1.75 17.84°+1.96 10.50% + 0.44
Tratamiento N/16 33532+ 0.47 21.15°+180 14.85°+1.28 23.31%+2.12
Limitacion Silicatos

Tratamiento Si/4 30.05°+1.02 19.41°+185 28.08°+1.19 12.77%+1.47
Tratamiento Si/8 26.97°+0.70 16.089+1.37 31.38°+1.58 19.04°+ 1.57
Tratamiento Si/16 26.55°+0.73  16.129+6.69 30.50°+1.41 15.48°+0.65

®CHO = carbohidratos

Diferentes concentraciones de nitrégeno (N/4, 0.44 mol/L; N/8, 0.22 mol/L; y N/16 0.11 mol/L) o silicato (Si/4,
0.08 mol/L; Si/8, 0.04 mol/L; y Si/16 0.02 mol/L) en medio F/2 expresadas como porcentaje de peso seco
(media £ desviacion estandar, n = 6; letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas:

p <0.05).
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Contenido de carbohidratos

El mayor porcentaje de carbohidratos se obtuvo en ambas limitaciones de nutrientes en
comparacion con el control. El contenido de carbohidratos se observa en la tabla 3. Las
concentraciones mas altas se presentaron en los tratamientos N/16 (23.31% + 2.12) y Si/8
(19.04% = 1.57); revelando que la exposicion a un medio con una limitacion de nitrogeno o
silicato promueve la sintesis de carbohidratos. A pesar de la baja produccion de biomasa en
tratamientos limitados en silicatos se observa una alta produccién de carbohidratos,
presentando un aumento 6 veces mayor al medio control. Fimbres-Olivarria et al. (2015)
reportaron porcentajes muy similares obtenidos en el medio control (3.09% a 4.013%) para
Navicula sp. con diferentes tratamientos de longitud e intensidad de luz. Se ha observado que
las limitantes de nutrientes como nitratos, fosfatos y/o silicatos (Fimbres-Olivarria et al.;
2015, Huang et al.; 2013, Jiang et al.; 2015, Lopez-Elias et al., 2015) conllevan a una mayor
produccidn de carbohidratos en comparacién con el tipo y concentracién de luz recibida. Esto
puede deberse a que las limitaciones de nutrientes modifican varios ciclos y rutas metabélicas
del organismo (Kim et al., 2014), induciendo una baja produccion de proteinas, ocasionando
que el exceso de energia absorbida se almacene como carbohidratos o lipidos, pero resultando

en algunos casos en una reduccion en la cantidad de biomasa.

Contenido de Lipidos

Las limitaciones de nitrogeno y silicatos modificaron la concentracién de lipidos en
comparacion con el medio F/2 de Guillard y Ryther. En el caso de las limitaciones de
nitrégeno, la concentracion de lipidos aumentd, con el tratamiento N/8 exhibiendo la
concentracion mas alta (27.09% + 1.75), mientras que los tratamientos limitantes de silicato
disminuyeron la concentracion de lipidos, encontrandose la concentracion mas baja en el
tratamiento Si/8 (16.08% =+ 1.37). Los valores méas bajos de lipidos en los tratamientos
limitantes de nitrogeno y de silicato fueron los N/16 con 21.15% + 1.80 y S/8 con 16.08% +

1.37, mostrando soélo el tratamiento S/8 diferencias significativas con el medio control. El
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contenido de lipidos mostré una diferencia estadisticamente significativa (p <0.05) en los
tratamientos N/8, Si/8 y Si/16.

Al analizar el perfil lipidico, se encontraron diferencias debido a los tratamientos (Tabla 4).
En general, se observo una tendencia de aumento de los &cidos grasos mono y poliinsaturados
en las condiciones limitantes para ambos nutrientes. Se encontraron en mayores
concentraciones el acido palmitico (16:0), tricosanoico (23:0), palmitoleico (16:1) y el
ecosanopentanoico (20:5 n-3). No se observaron diferencias estadisticas entre el control y los
tratamientos limitantes en nitratos y silicatos en el contenido de &cido palmitoleico, sin
embargo, si en la concentracion final de monoinsaturados. La concentracion de
poliinsaturados varié en concentraciones de 16.53% a 20.34% mostrando diferencias

estadisticas entre el control y los tratamientos.

Se ha informado que las limitaciones de nitrogeno y silicatos afectan la composicion y
produccién de los AGI y aumentan la cantidad de EPA y DHA (Chen et al., 2013; Vitova et
al., 2015; Mortensen & Gislergd, 2016; Xia et al., 2016). Para el caso de Navicula incerta,
se observé un aumento tanto del EPA como del &cido linolénico. La concentracién de lipidos
en la limitacién de silicato se puede explicar en las células de diatomeas mediante la
aclimatacién metabdlica y puede llevar a la acumulacién de triacilgliceroles insaturados en
la pared celular bajo la privacién de algunos nutrientes (Yongmanitchai y Ward, 1992; Jiang
et al., 2015; Qiao et al., 2015;). Otros autores informan que ademas de la disminucion de
nutrientes como el nitrégeno, la fase de cultivo, el tiempo del cultivo y el agotamiento de
nutrientes también influyen en la concentracion de acidos grasos en las microalgas (Alonso
et al., 2000; Giordano et al., 2001).

Varios autores han reportado que la limitacion de silicatos en diatomeas conduce a la
acumulacion de lipidos como en Chaetoceros graclis y Nitzschia spp. (Taguchi et al., 1987;
Jiang et al., 2015); sin embargo, en nuestro estudio con Navicula incerta, la cantidad de

lipidos disminuyd. Por otro lado, se han reportado concentraciones de lipidos para Navicula
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Tabla 4. Perfil de &cidos grasos de Navicula incerta a diferentes concentraciones de nitratos (N) y silicatos (Si) en el medio F/2 de
Guillard y Rhyter.

Ac. Graso Control N/4 N/8 N/16 Si/4 Si/8 Si/16
14:0 3.86° 0.7 4.73% +0.7 5.08%+ 0.3 5.36%+ 1.4 5.24%+0.3 5.12+0.4 4,90+ 0.4
16:0 16.42° +0.6  17.98°+0.7 18.022> + 0.8 18.80°+ 2.1 16.66*° + 1.1 16.87°° + 0.9 16.60™ + 0.8
18:0 6.308 +1.6  4.35°+12 4,93+ 1.3 4.62%° + 0.6 3.80° + 0.7 498"+ 1.6 4.29% +0.7
23:0 29.132 +29  18.37°+3.3 21.50°+ 2.8 15.02° £ 3.3 20.37 + 2.4 18.59° + 0.6 19.34°+ 2.3
AGS 55.44% £4.2  4372°+24 4953+ 15 44.01°+ 1.5 45.50° 2.1 45.73° £ 2.0 42.42°+3.7
16:1 20.18> +38  26.198+5.1 2410° +1.5 28.7+ 4.8 27.852+ 25 25.64% + 3.0 26.87°+ 1.8

18:1n-9t  3.75% +0.7 1.33°+0.8 NP NP 1.12°+0.3 1.31°+0.5 0.92°+0.2

18:1n-9c  4.12* £1.1 3.932+05 3517+1.3 1.64°+ 0.6 3.57+ 0.6 3.40+ 0.5 3.95+0.8

17:1 NP 472 +1.4 4.95%+1.2 5112+ 1.6 5.94%+ 0.5 5.39% + 0.6 5.77%+ 0.7
AGMI 28.05° +2.9 35.04*+18 3257+ 1.3 36.58% + 3.4 38.89%+ 1.7 31.56%+ 3.4 37.86° + 2.2

18:2 n-6 0.39° +0.1 NP 0.80°+0.3 0.58" + 0.1 NP 1.338+0.3 0.69° + 0.1
20:5n-3 1614 +15 1869 +15  17.09%°+1.1 19.30°+ 3.9 15.59°¢ + 0.6 16.19°+ 1.1 18.65% + 2.4
AGPI 16.53° +1.6  18.69°+0.2 17.90%¢ + 1.3 19.24% + 3.8 15.59°¢ + 0.9 17.41°+ 1.3 19.42% + 2.3

Diferentes concentraciones de nitrogeno (N/4, 0.44 mol/L; N/8, 0.22 mol/L; y N/16 0.11 mol/L) o silicato (Si/4, 0.08 mol/L; Si/8, 0.04 mol/L; y Si/16 0.02 mol/L) en medio F/2
expresadas como porcentaje de peso seco (media + desviacion estandar, n = 3; letras diferentes indican diferencias significativas entre las filas: p <0.05).
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spp. del 22.73% (Leal et al., 2013) al 25.4% (Fimbres-Olivarria et al., 2015). Los autores
atribuyeron este comportamiento a los factores de estrés que se emplearon en estos estudios,
como la salinidad, las intensidades de luz y las longitudes de onda. Con respecto a la
produccién de lipidos, se inform6 que las limitaciones de nutrientes como los nitratos y
silicatos afectan la composicion y produccién de AGP e incrementan la cantidad de EPA 'y
DHA en algunos casos (Chen et al., 2013; Vitova et al., 2015; Mortensen & Gislergd 2016;
Xia et al., 2016). La baja concentracion de lipidos en las células de diatomeas por la
limitacidn de nutrientes se puede explicar debido a la aclimatacion metabodlica y la cinética
de crecimiento (concentracion celular y nimero de divisiones por dia) que logran afectar

caracteristicas como el tamafio y composicion bioquimica (Nufiez et al., 2015).

El aumento en la concentracién de &cidos grasos poliinsaturados como el EPA muestra el
potencial de la microalga Navicula incerta en cultivos limitantes de nitratos y silicatos. Este
aumento no solo es benéfico en la alimentacion de organismos acuaticos (Spolaore et al.,
2006), sino también para la salud humana. En el caso de los organismos de la acuacultura, ya
se ha documentado que usar alimentos ricos en AGMI y AGP aumenta su calidad,
haciéndolos de interés econdmico (Spolaore et al., 2006), como el 16:1 que involucra el
almacenaje y uso de energia en larvas de peces (Thompson et al., 1992). Algunos de los
efectos benéficos que poseen los AGP para la salud del ser humano, son su capacidad de
actuar como antinflamatorios, antitrombdticos, hipoglucémicos y cuidados contra
enfermedades del corazon y piel (Gonzalez-Aguilar et al., 2014). Siendo importante la

ingesta de alimentos ricos en AGMI y AGP como el EPA.

Propiedades calculadas del biodiésel a partir de los perfiles de acidos grasos de Navicula

incerta

Las propiedades del biodiésel, estimadas a partir del perfil de los &cidos grasos de Navicula
incerta cultivadas en diferentes concentraciones en medio F/2 Guillard y Ryther fueron

afectadas por los diferentes tratamientos. Los resultados de los calculos de estas propiedades
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se observan en la Tabla 5. Se obtuvieron diferencias estadisticas en el indice de cetano (IC),
el indice de yodo (1Y) y el indice de saponificacion (IS). En todos los tratamientos se
obtuvieron valores mayores a los establecidos en los estandares de la norma americana y
europea para el IC, sin embargo, estos se encuentran en el rango 6ptimo (41-56). El valor
méaximo de IC calculado fue para el tratamiento control (59.22 + 1.67), mostrando diferencias
estadisticas (p <0.05) con todos los tratamientos limitantes de nutrientes (N/4 53.53 + 0.82,
N/8 53.61 + 1.66, N/16 53.61 + 1.65, Si/4 56.18 + 0.54, Si/8 55.79 + 0.69 y Si/16 54.07 +
2.05). Los valores minimos fueron en los tratamientos limitantes en nitrogeno N/4 53.53 +
0.82 y N/8 53.61 + 1.66. Los valores calculados de I'Y de todos los tratamientos fueron
menores al limite que establecen los estandares (<120 g I> / 100 g). Las limitaciones de
nitrégeno (N/16 85.58 + 5.37 g I/ 100 g y N/8 85.17 + 5.37 g I/ 100 g) y el tratamiento
Si/16 (84.84 £ 6.81 g I>/ 100 g) mostraron valores maximos de I'Y en comparacion con las
limitaciones de silicato (Si/4 76.92 g 1./ 100 g, Si/8 79.04 g 12/ 100 g), tratamiento limitante
en nitrogeno N/4 (83.87 g 12/ 100 g) y el control (68.22 g I / 100 g) mostrando diferencias
significativas. EI mismo comportamiento que se observd en el IC se presenta en las
propiedades de FSCL y POFF °C, donde el tratamiento control presenté los valores maximos
con 4.79y -1.46 °C + 2.17, respectivamente. El punto de obstruccion del filtro frio (POFF °
C) calculado fue inferior a 0 °C, donde los valores mas bajos fueron para el tratamiento con
Si/4con-5.44 °C + 0.41. Se encontraron diferencias estadisticas entre el control y los demas

tratamientos excepto con el tratamiento Si/8 (-2.71 °C £ 1.69).

Como era de esperarse, las limitaciones de nitratos y silicatos en los cultivos de Navicula
incerta afectaron el perfil de &cidos grasos en las microalgas, y por lo tanto las propiedades
tedricas del biodiesel. Se ha documentado que los AGS, AGM y AGPI presentes en el perfil
lipidico juegan un papel importante en las propiedades del biodiésel. En el caso del IC, un
aceite con altas cantidades de AGS aumenta el valor de IC (Islam et al., 2013). El valor mas
alto de IC corresponde al tratamiento control (59.22), lo cual nos indica que la combustion
del biodiésel del cultivo control se llevara a cabo antes que en los otros tratamientos. Los
valores calculados de todos los tratamientos estan dentro de los descritos por los estandares

para biodiésel (41- 56 y no més de 65), por lo que en cualquiera de los casos pueden ser una
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Tabla 5. Efecto de la concentracion limitante de nitratos (N/4, 0.44 mol/L; N/, 0.22 mol/L; N/16 0.11 mol/L) o silicatos (Si/4, 0.08
mol/L; Si/8, 0.04 mol/L; Si/16 0.02 mol/L) en medio F/2 de Guillard y Rhyter en las propiedades del biodiésel del perfil de acidos grasos

de Navicula incerta.

Tratamiento | Gl | FSCL POFF (°C) indice de Saponificacion | Indice de Yodo indice de Cetano
(mg KOH/g) (g 1/1009) (1C)
Control 61.11 4.79 -1.46 £ 2.17° 193.08 + 2.38 ¢ 68.22 + 6.37 ¢ 59.22 + 1.67 2
N/4 75.74  3.98 -4.29 + 1.60% 209.15+1.702 83.87 +4.18 "¢ 53.53+0.82
N/8 68.37 4.37 -3.47 £1.12% 206.25 + 3.85 2 85.17 +5.37 2 53.61 + 1.66 ¢
N/16 75.06 4.19 -3.11 + 0.46% 202.15 + 4.02 ¢ 85.58 +6.492 54.06 + 1.65 ¢
Si/4 70.07 3.56 -5.44 + 0.412 200.75+ 1.08 © 76.92 +2.09° 56.18 + 0.54 P
Si/8 66.38 4.18 -2.71 + 1.69" 200.17 +2.62°¢ 79.04+1.97% 55.79 + 0.69 b°
Si/16 76.70 3.81 -5.05 + 0.722 203.5+4.47" 84.84 +6.81 2 54.07 + 2.05

Grado de instauracion (Gl), Factor de saturacion de cadena larga (FSCL), Punto de obstruccién de filtro en frio (POFF °C), Numero de cetano (NC). Diferentes
letras indican diferencias significativas entre cada columna p< 0.05 (promedio + desviacién estandar, n = 3)
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opcidn para la elaboracién del biocombustible sin que estos puedan presentar los problemas
debido a valores altos en el IC como una combustién incompleta o el aumento de la cantidad
de humo de escape (Bataga et al., 2003). En el caso del tratamiento control se recomendaria
su uso como aditivo 0 en una mezcla con otro biodiésel para obtener un valor dentro del
rango de IC (41 —56).

El indice de yodo (1Y) es una escala utilizada para definir el grado de insaturacion de un
compuesto organico. Los valores de indice de yodo calculados en todos los tratamientos estan
dentro de este rango (I'Y < 120 g 1./100 g). Estos valores nos indican que no presentarian
problemas como la tendencia de polimerizacion o de formar depdsitos en las boquillas de los
pistones. Al mismo tiempo, nos indican su posible uso en conjunto con otros biodiéseles para
poder reducir este problema sin afectar los valores de IC y mejorar su calidad y vida de
anaquel. EI IS nos indica la probabilidad de que un el aceite de la microalga se transforme en
jabon mientras se lleva a cabo la transformacion del biodisel por medio de la
transesterificacion alcalina. Entre mas alto el IS mayor la probabilidad de presencia de jabdn
en el producto final. El IS no debe exceder ciertos limites, debido a que puede dificultar los
procesos de recuperacion y purificacion del biodiésel; ademas de promover reacciones
indeseadas al momento de llevar a cabo la transformacion del aceite a biodiésel (Tacias-
Pascacio et al.; 2016) como la saponificacion durante la transesterificacion alcalina. Sin
embargo, ninguna norma se especifica los valores que deben presentar los aceites o grasas a
utilizar para la formacion de biodiésel. En el presente estudio todos los tratamientos

presentaron valores de IS menores al control.

Los acidos grasos que presentan la mayor proporcién son 16: 0, 16: 1, 20: 5y 23:0 en el perfil
lipidico, confiriéndole diferencias en las propiedades como en POFF °C, la cual esta
relacionada con problemas operativos en climas frios y su funcionamiento. Finalmente, los
valores de POFF °C calculado en todos los tratamientos nos indica su posible uso en lugares
de temperatura cercana a los 0 °C, sin afectar caracteristicas como la densidad o la formacion
de cristales, los cuales pueden producir cambios en las propiedades del biodiésel o del

funcionamiento del motor. Las diferencias estadisticas en esta caracteristica (POFF °C) nos
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indican que un biodiésel elaborado con el tratamiento Si/16 (-5.05 £ 0.72 °C) es el que menos
se afectaria en regiones con temperaturas bajas o cercanas a los 0 °C. Por lo tanto, la
saturacion como la insaturacion de los acidos grasos debe tener un equilibrio para obtener un
biodiésel con las cualidades requeridas. Por lo que el proximo paso es la extraccion y
elaboracion del biocombustible a partir de estos aceites para comprobar experimentalmente

los valores, propiedades descritas y la viabilidad de este producto.
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CONCLUSION

La concentracion de nutrientes de nitrato y silicato afecta la cinética de crecimiento y la
composicion proximal de la microalga Navicula incerta. En los medios limitados de nitrato,
la produccion de lipidos y carbohidratos aumenta, mientras que con los limitados de silicato,
solo aumenta la produccion de carbohidratos. Por lo que Navicula incerta puede ser una
buena fuente para la produccion de lipidos y carbohidratos en medios reducidos en nitrégeno
y silicatos, lo que reduce el costo de produccion y ademas se mantiene la densidad celular.
Se logro identificar 10 acidos grasos en Navicula incerta. Las limitaciones de nitratos y
silicatos afectaron el perfil de acidos grasos presentes en la microalga, con un aumento de
acidos grasos mono y poliinsaturados en ambas limitaciones de nutrientes (nitratos y
silicatos) en el medio. En general hubo un aumento en los acidos grasos de importancia a
nivel nutricional y de salud para varios organismos, asi como para la elaboracion de biodiésel.
Las propiedades calculadas para el biodiésel se vieron afectadas por los cambios en el perfil
de &cidos grasos; sin embargo, los valores obtenidos como el nimero de cetano y el indice
de acidez estan dentro de las normas consultadas, lo que sugiere el potencial uso de la
microalga Navicula incerta cultivaba en limitante de nitratos y silicatos para la produccion o

como aditivo en la produccién de biodiésel.
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RECOMENDACIONES

Optimizar las condiciones de cultivo para la produccién de acidos grasos y biomasa
de la microalga Navicula incerta cultivada bajo condiciones de diferentes niveles en
limitacion de nitrogeno v silicato empleando luz a diferentes longitudes de onda.
Obtener y optimizar la extraccion de acidos grasos de Navicula incerta, para llevar a
cabo estudios de fisiologia alimentaria en organismos marinos y la elaboracién de
biodiésel a partir de esta microalga.

Comparar las caracteristicas del biodiésel obtenido de los &cidos grasos de Navicula
incerta con los calculados en este trabajo y poder proponer la mejor opcion para la
elaboracion de biodiésel.

Llevar a cabo un analisis protedmico de Navicula incerta cultivada en diferentes
medios para lograr una mejor comprension de los cambios en el metabolismo de la

microalga en respuesta a la limitacion de nutrientes.
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1. Medio F/2 de Guillard

ANEXOS

Nutriente Férmula g/L
1 nutrientes mayores
1.1 nitrato de sodio, granulado y
refinado NaNO3 75
1.2 fosfato de sodio monobasico | NaH2P04.H20 5
1.3 Silicato de sodio metasoluble | Na2SiO03.9H20 30
2 Metales traza
2.1.1. Sulfato clprico CuS04.5H20 0.98
2.1.2 sulfato de zinc ZnS04.7H20 2.2
2.1.3 Cloruro de cobalto CoCl2.6H20 1
2.1.4 Cloruro manganoso MnCI2.4H20 18
2.1.5 Molibdato de sodio Na2Mo04.2H20 0.63
2.2 Solucion secundaria
2.2.1 Cloruro férrico FeCI3.6H20 3.15
2.2.2 EDTA disodico Na2EDTA 4.36

1 mL de c/u de las soluciones 2.1.1 a

2.2.3 Metales traza 2.1.5
3 Vitaminas
3.1.1Biotina cristalizada 0.1
3.1.2 Cianocobalamina 1

3.2 Soluciones secundarias

cant en 100 mL de agua destilada

3.2.1 Biotina

1 mL de la solucion 3.1.1

3.2.2 Cianocobalamina

1 mL de la solucién 3.1.2

3.2.3 Tiamina clorhidrica

20 mg
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ANEXO

Debido a la contingencia de COVID-19, se cambiaron los objetivos relacionaos con el trabajo
de analisis protedmico, teniendo que cambiar ¢l tltimo objetivo “Identificar los cambios en
la expresion de las proteinas asociados a la produccion de lipidos en limitacion de nutrientes”
por “Calcular y evaluar las propiedades del biocombustible (biodiésel) a partir del perfil de

acidos grasos de Navicula incerta en condiciones limitantes de nitrogeno y silicio.”
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