Ingenieria Quimica

Determinacion de incidencia de la relaciéon
carbono: nitrogeno en la produccion de
biomasa y acidos grasos de la microalga
chlorella vulgaris a escala de laboratorio

pags 21-29
Grupo de Investigacion en Biotecnologia
Katherine Castroe Elkin Ortize Diego Rubioee

Recibido: 4 de marzo de 2014

RESUMEN

Se busco establecer el efecto que tiene la varia-
cién de la relacion Carbono: Nitrégeno en la pro-
duccion de biomasa y acidos grasos en la microal-
ga Chlorella vulgaris, empleando como medio de
cultivo y medio de control fertilizante foliar en forma
liquida. Fueron evaluadas tres diferentes relaciones
Carbono: Nitrégeno (1:1, 1:5 y 15:1), comparadas con
el medio control a escala laboratorio, ademas se eva-
lué la concentracion celular por medio de curvas de
crecimiento durante 15 dias. La biomasa obtenida
luego de procesos secuenciales de sedimentacion,
centrifugacion vy liofilizacion, fue evaluada en térmi-
nos de rendimiento, siendo el mejor para la relacién
15:1 (0,71 g/L). Finalmente, se determind que la con-
centracion de Nitrégeno en el medio de cultivo alterd
de manera significativa la composicion de &cidos gra-
sos producidos por las células microalgales tras un
analisis del perfil lipidico obtenido por cromatografia
de gases.

Palabras Clave: Relacion Carbono: Nitrégeno, Chlo-
rella vulgaris, Biomasa, Acidos grasos, Fertilizante
foliar, Glucosa, Nitrato de Potasio.
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ABSTRACT

Sought to establish the effect of varying the carbon:
nitrogen ratio in the production of biomass and fatty
acids in the microalgae Chlorella vulgaris, using li-
quid foliar fertilizer as culture medium and control
medium. Three different Carbon: Nitrogen ratios (1:1,
1:5 and 15:1) were evaluated compared with control
medium at laboratory scale. Cell concentration was
assessed by growth curves over 15 days. The bio-
mass obtained after sequential processes sedimen-
tation, centrifugation and lyophilization was evaluated
in terms of performance, with the best for the 15:1
ratio (0.71 g/L). Finally, it was determined that the
concentration of nitrogen in the growth medium alte-
red fatty acid composition produced by significantly
microalgal cells by analysis of lipid profile obtained by
gas chromatography.

Key Words: Carbon: Nitrogen ratio, Chorella vulga-
ris, Biomass, Fatty acids, Foliar fertilizer, Glucose,
Potassium nitrate.
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INTRODUCCION

En la busqueda de nuevos combustibles que
no generen un alto impacto medioambiental ha
surgido la alternativa de los biocombustibles,
entre ellos el biodiesel. Sin embargo, Pistone-
si et al.(2008) comentan cuestionamientos so-
bre la sostenibilidad de la produccion de éstos,
principalmente porque la gran demanda de
ellos requiere monocultivos para la produccién
de aceites de origen vegetal, lo que genera pro-
blemas para el medio ambiente como la defo-
restacion y el consumo de grandes cantidades
de agua, herbicidas, insecticidas, fertilizantes
y productos quimicos para controlar las posibles
plagas, originando riesgos de contaminacion y
erosion del suelo; de modo que se ha impulsado
la busqueda de nuevas fuentes para la produc-
cion de estos biocombustibles.

Lopera-Quezada y Holguin (2010) detallan
las ventajas de la produccion de biodiesel a par-
tir de microalgas, como el mayor rendimiento de
aceite frente a cualquier otro cultivo convencio-
nal, una huella ecoldgica pequefia, los requeri-
mientos de una superficie reducida para cubrir
la demanda actual de diésel de petréleo y la
versatilidad de las microalgas oleaginosas, las
cuales pueden ser cultivadas en agua de mair,
en agua salobre o en aguas residuales.

Palomino M. et al. (2010) aprovechan las
microalgas como microrganismos fotosintéti-
cos con requerimientos simples de crecimiento
que producen lipidos, proteinas y carbohidratos
en grandes cantidades y en cortos periodos de
tiempo, los cuales se procesan para lograr bio-
combustibles o productos de mayor valor agre-
gado. Asi mismo, muestran las tecnologias y
procedimientos para la produccion de microal-
gas, las tecnologias de conversion y extraccion
de sus aceites, métodos de cosecha, floculacion
y sedimentacion, extraccion y purificacion de
biomasa.

Chica y Parra (2011) investigaron cémo in-
fluye la longitud de onda en el crecimiento de la
microalga Chlorella y la acumulacion de acidos

grasos en ésta. Se determin6é que todas las
longitudes de onda dentro del espectro visible
permiten el crecimiento de la microalga, pero, si
se requieren grandes concentraciones de bio-
masa, es necesario utilizar la luz roja (longitud de
onda de 700 nm) y, a pesar de no mostrarse dife-
rencias significativas en los diferentes fotoperio-
dos, se recomienda utilizar el de 12 horas luz y
12 horas oscuridad.

Angely Pimienta (2012) estudiaron la influen-
cia del nitrdgeno en la cepa Chlorella vulgaris en
el aumento de acidos grasos y el crecimiento
celular de ésta. En la investigacion fueron eva-
luadas tres diferentes concentraciones (100%,
20% y 10%) de la fuente de nitrogeno utilizada
(NaNO,) en medio Bold Basal (BBM) y se eviden-
ci6 que la tasa de crecimiento de C. vulgaris
disminuye en las concentraciones limitantes de
nitrégeno. También se observé que el contenido
de lipidos, tras la disminucion del 80 y 90% de
nitrato de sodio, ocasiond un incremento supe-
rior al doble de la cantidad de acidos grasos po-
liinsaturados respecto a la concentracion basica
de este nutriente. Sin embargo, la produccién de
acidos grasos monoinsaturados disminuyo no-
tablemente desde un 45,46% en el primer en-
sayo a un 14,79y 11,06% en los ensayos 2 y 3,
respectivamente.

Por lo cual, se pretende investigar y estable-
cer la relacion Carbono: Nitrégeno que aumente
la produccion de biomasa y acidos grasos en la
microalga Chlorella vulgaris, utilizando fuentes
economicas de nutrientes y medio de cultivo,
para facilitar la produccion de biocombustibles a
partir de microalgas, lo cual es de gran interés
en el desarrollo de bioprocesos sostenibles que
puedan ser acoplados e implementados en la
Ingenieria Quimica.

MATERIALES Y METODOS

La microalga utilizada fue Chlorella vulgaris, sumi-
nistrada por el grupo de Investigacién en Biotecno-
logia BIOTECFUA de la Universidad de América
en medio de cultivo de fertilizante foliar liquido.
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De acuerdo a estudios de Bullock et al.
(2006), Barajas et al. (2011), Serrano (2012),ya
en las investigaciones realizadas con anterioridad
en el grupo de investigacion en Biotecnologia BIO-
TECFUA, se seleccionaron las siguientes condi-
ciones de cultivo: temperatura de 22,5°C+2,5°C,
agitacién por aireacion a 3 L/min, luz roja, foto-
periodo 12L: 120, pH 6,7-7,0 y medio de cultivo
de fertilizante foliar liquido al 0,2% v/v.

Se utilizé como fuentes de Carbono y Nitré-
geno para complementar el medio de cultivo,
la glucosa y nitrato de potasio respectivamente,
debido a sus bajos costos, alta disponibilidad y
facilidad en la manipulacién y adquisicion.

Se construy6 un sistema de crecimiento mi-
croalgal con capacidad de 9 litros usando po-
liestireno expandido de 2 cm de espesor como
aislamiento térmico, recubierto con lamina de alu-
minio de 0,2 mm de espesor para favorecer el
calentamiento del sistema, ademas tres bombi-
llos rojos de 10 Watts cada uno, que funciona-
ron como fuentes de luz y calor para el cultivo.

Se realizé un crecimiento previo a la experi-
mentacion siguiendo los parametros por Angel
y Pimienta (2012) en medio de cultivo con fertili-
zante foliar al 0,2% v/v hasta alcanzar una con-
centracion celular de 1x107 Cel/mL.

Pérez et al. (2010), Cheirsilp et al. (2011),
Quevedo et al. (2011) y Angel y Pimienta
(2012) encontraron que las concentraciones con
mayor produccion de biomasa y acidos grasos
se daban en un rango de 5 a 20 g/L de glu-
cosa (hasta 8.03 g/L de Carbono) y de 1 a 8
g/L de Nitrégeno. Con el fin de complementar
la informacién encontrada y fundamentar con
datos experimentales las relaciones a trabajar,
se decididé hacer un pre-experimento para se-
leccionar aquellas que presentaran un mayor
crecimiento. Para esto se establecieron siete
relaciones en peso Carbono: Nitrogeno (1:5,
1:10, 1:15, 1:1, 5:1, 10:1, 15:1), con la inten-
cion de evaluar datos dentro y fuera de los ran-
gos encontrados.

Tras analizar los resultados obtenidos en
el pre-experimento se seleccionaron tres rela-
ciones Carbono: Nitrégeno (15:1, 1:5, 1:1), con
las cuales se realizoé un estudio completo (tres
réplicas de cada experimento) comparando con
el medio de control por 15 dias a las condicio-
nes de cultivo seleccionadas. Posteriormente,
se realizaron recuentos celulares en camara de
Neubauer cada 24 horas para todas las réplicas.

Para la obtencion de la biomasa se siguio
la secuencia mostrada en la figura 1. El proce-
so de sedimentacion consistio en retirar el sistema
de aireacion y dejar durante 12 horas en reposo
los contenedores, logrando que las microalgas
se sedimentaran por gravedad. Para la centrifu-
gacién se us6 una centrifuga con una velocidad
angular de 4000 RPM por un periodo de 10 mi-
nutos. Y el proceso de liofilizacién se llevo a cabo
en el Laboratorio de Nutricion Animal de la Uni-
versidad Nacional de Colombia sede Bogota.

Para la extraccion de acidos grasos se toma-
ron 3g de biomasa liofilizada y se suspendieron
en 24 mL de agua destilada en un erlenmeyer
de 500 mL. Posteriormente, segun lo planteado
por Herrera et. al. (2003), se afadieron 30 mL
de cloroformo y 30 mL de metanol y se homo-
genizo agitando durante 30 segundos; a esta
mezcla se agregaron otros 30 ml de cloroformo
y se homogeneizaron por 30 segundos, para
luego diluir con 30 ml de agua y volver a ho-
mogeneizar por 30 segundos mas. La mezcla
se distribuyo6 en tubos de centrifuga y se centri-
fugd a 900 xg durante 5 minutos y se descarto
el sobrenadante obtenido que correspondia a
la fase acuosa. La capa inferior se filtré a tra-
vés de un embudo de Bichner, por papel fil-
tro Whatman 1, con vacio, separando la torta
microalgal de la solucién de acidos grasos con
cloroformo. El filtrado, el cual corresponde a la
capa cloroférmica, se llevo al rotaevaporador a
60°C y 474 mbar para evaporar el cloroformo
y separar asi los acidos grasos de la mezcla.
Tras el proceso de extraccion de acidos grasos
(figura 2), estos fueron analizados por cromato-
grafia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS).
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Figura 1. Secuencia de concentraciéon y deshidrataciéon de biomasa.
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Figura 2. Proceso de extraccion de acidos grasos.
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RESULTADOS Y ANALISIS

Crecimiento microalgal en
relaciones seleccionadas

Contrastando las curvas de crecimiento prome-
dio obtenidas en los cuatro experimentos (grafi-
ca 1), se observa que el aumento de Nitrogeno
en la relacién Carbono: Nitrégeno en el medio
de cultivo, reduce la tasa de crecimiento de las
microalgas y alarga la fase de adaptacion, en
comparacion con los otros medios de cultivo.

Asi mismo, las microalgas responden al aumen-
to de Carbono en la relacion Carbono: Nitro-
geno, con una rapida adaptacion al medio de
cultivo y una fase exponencial que, aunque es
mas corta que la del el medio de cultivo de refe-
rencia, presenta la mayor concentracion celular
(crecimiento maximo de 2,4x10’Cel/mL). Para
una relacion Carbono: Nitrégeno equitativa se
obtienen fases de adaptacion y exponencial
cortas, pero obtiene un crecimiento maximo de
2 x107 Cel/mL, siendo el segundo experimento
con mayor crecimiento.
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Grafica 1. Curvas de crecimiento promedio para los experimentos.
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Obtencion de Biomasa

La grafica 2 muestra la cantidad de biomasa
seca en gramos por cada litro de medio de cul-
tivo de cada relacion, en donde se ve que el
rendimiento de biomasa en el medio de cultivo
control es de 0.4 g/L, resultado similar a los re-
portados por Alvear et al. (2010), quienes afir-
man que Chlorella sp. tiene un rendimiento de
aproximadamente 0,3 g/L cultivada en agua
destilada, con adicion del medio enriquecido
de Walne (Conwy). La productividad varia con

Grafica 2. Rendimiento Biomasa Seca

las diferentes relaciones de Carbono: Nitrégeno
estudiadas: si la relacion es mayor en concen-
tracion de Nitrogeno, la productividad de bioma-
sa se ve levemente reducida, pero, al aumentar
la concentracion de Carbono, el rendimiento se
eleva en un 40%. Con lo anterior se demuestra
que una relacion de Carbono: Nitrégeno 15:1
aumenta la produccion de biomasa en la mi-
croalga Chlorella vulgaris, en comparacién al
medio de cultivo control y a resultados reporta-
dos por estudios referentes a la produccion de
biomasa microalgal.
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Obtencion de Acidos grasos

La grafica 3 muestra, para cada relacion, la canti-
dad de acidos grasos que se obtienen por cada
litro de medio de cultivo, en donde el mayor
rendimiento de acidos grasos se presenta en la
relacion 15:1 (0,36 mL/L), puesto que de ésta se
obtiene mayor cantidad de biomasa. En conse-
cuencia se puede establecer que la cantidad de
acidos grasos es dependiente de la cantidad
de biomasa obtenida, ademas se determina
que una relacién de Carbono: Nitrégeno 15:1
aumenta la produccién de acidos grasos por

litro de medio de cultivo en la microalga Chlo-
rella vulgaris, en comparacion con el medio de
cultivo control 0,22 mL/L y con los resultados
reportados por Alvear et al. (2010) referentes
a la produccion de acidos grasos microalgales,
donde se afirma que Chlorella tiene un rendi-
miento de aproximadamente 0,174 mL/L.

Perfil de Acidos grasos
Tras analizar los acidos grasos presentes en cada

muestra de aceite para cada relacion, se clasifi-
caron segun lo expone la grafica 4.

Grafica 3. Rendimiento acidos grasos por litro de medio de cultivo.
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Grafica 4. Acidos grasos poliinsaturados, monoinsaturados y saturados en los experimentos.
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En los tres experimentos se aprecia una re-
duccién en los acidos grasos poliinsaturados
(PUFAS) con respecto al cultivo control, entre 4
y 5% para las relaciones 1:1y 15:1, y un 7,64%
para la relaciéon 1:5; un leve aumento en los aci-
dos grasos monoinsaturados (MUFAS), 0,11%
para la relacion 1:5, 1,62% para la relacién 1:1
y 2,42% para la relacion 15:1; y un incremento
en los acidos grasos saturados (SFAS) en las
tres relaciones, 7,51% para la 1:5, 2,48% para
la 1:1y 2,29% para la 15:1. Estos resultados in-
dican que la microalga Chlorella vulgaris alma-
cena mayor cantidad de SFAS en medios con
alta concentracion de Nitrogeno; también que
la presencia de Carbono en el medio disminu-
ye la cantidad de PUFAS, efecto que se ve po-
tenciado con la concentracién de Nitrogeno, en
contraste con lo dicho en por Angel y Pimienta
(2012) donde afirman que el contenido de PU-
FAS aumenta en condiciones de limitacion de
Nitrégeno; ademas, las cantidades de MUFAS
idénticas entre los experimentos, sefialan que
la acumulacion de éstos no es alterada por las
diferentes concentraciones de Carbono y Nitré-
geno en el medio.

CONCLUSIONES

Tras la evaluacion de la concentracion celular
por medio de curvas de crecimiento durante 15
dias, se probo6 que el crecimiento de Chlorella
vulgaris disminuye en presencia de altas con-

centraciones de Nitrégeno (5 g/L) (crecimiento
maximo de 1,5x10” Cel/mL) y aumenta en al-
tas concentraciones de Carbono (15 g/L) (creci-
miento maximo de 2,4x107 Cel/mL) respecto al
medio de control.

La biomasa obtenida luego de procesos
secuenciales de sedimentacion, centrifugacion
y liofilizacién fue evaluada en términos de ren-
dimiento, siendo el mejor para la relacion 15:1
(0,71 g/L), seguida de la 1:1 (0,54 g/L), el medio
control (0,44 g/L) y la relacioén 1:5 (0,156 g/L).

Adicionalmente, el volumen de acidos gra-
sos contenido en la biomasa microalgal no au-
mentd significativamente con la concentracion
de Carbono, en cambio, al aumentar la concen-
tracion de Nitrégeno, disminuyé un 13,3% la
cantidad los acidos grasos en comparacién con
el medio control. Por otra parte, tras realizar un
analisis del perfil lipidico obtenido por cromato-
grafia de gases, se determiné que la concentra-
cion de Nitrogeno en el medio de cultivo alterd
la composicion de acidos grasos producidos por
las células microalgales de manera significativa.

AGRADECIMIENTOS

Los autores presentan agradecimientos a la Di-
reccion del Departamento de Investigaciones de
la Universidad de América por el apoyo dado al
proyecto y a la linea de investigacion.

REFERENCIAS

ANGEL, Maria Camila. PI-
MIENTA, Wendy. Evaluacién
de la incidencia del nitrégeno
en el medio de cultivo bold ba-
sal para la produccion de bio-
masa de la microalga Chlorella
vulgaris en un fotobiorreactor,
para la obtencién de acidos
grasos. Trabajo de grado In-
geniero Quimico. Bogota D.C.:
Fundacion Universidad de

Investigacion 7-1.indb 27

América. Facultad de Ingenie-
ria. Departamento de Ingenie-
ria Quimica, 2012, p. 90, 103.

ALVEAR, Mario R. et al..
Obtenciéon y comparacién de
los aceites obtenidos de las
microalgas Dunaliella salina y
Chlorella nativa como mate-
ria prima para la produccion
de biodiesel. [En linea] World
Congress & Exhibition EN-
GINEERING. ARGENTINA.

2010. [Citado el 21 de marzo
de 2013]. Disponible en inter-
net: http://www.apiperu.com/
argentina/trabajos/ECC_187_
Alvear_Alayon_Mario.pdf

BARAJAS et al.. Bio-
prospeccion de microalgas
colombianas para la produc-
cion de biodiesel. En: Bi-
blioteca Digital de Agronet:
publicacion de Universidad
Industrial de Santander — UIS.

ISSN 2011 - 639X - Fundacién Universidad de América 27

28/07/2014 01:30:14 p.m.



REVISTA DE INVESTIGACION

Volumen 7, No. 1, Enero-junio 2014

[Citado el 26 de noviembre de
2012]. Disponible en internet:
<http://1201.234.78.28:8080/
j s puil/l bits -
tream/123456789/1865/1/(Mi-
crosoftWord-BIOPROSPECCI.
pdf>

CHEIRSILP, Benjamas.
TORPEE, Salwa. Enhanced
growth and lipid production of
microalgae under mixotrophic
culture condition: Effect of light
intensity, glucose concentration
and fed-batch cultivation. En:
Bioresource Technology. 2012,
Vol. 110 No. 2012, p. 511, 514

CORDOBA, Lady. Evalu-
acion de la Produccion de Hi-
drogeno en Fotobiorreactor
mediante la Microalga Chlorella
vulgaris. Trabajo de grado In-
geniero Quimico. Bogota D.C.
Fundacion  Universidad de
América. Facultad de Ingenieria
Quimica. Departamento de Ing-
enieria Quimica. 2011, p. 32.

DRAGONE, Giuliano et
al.. Third generation biofuels
from microalgae. En: Current
Research, Technology and
Education Topics in Applied Mi-
crobiology and Microbial Bio-
technology. 2010, p. 1356-1363

EL VALLE. AGUILERA. Re-
view: high pressure CO, ex-
traction. Fundamentals and
applications in the food industry.
En: Food Science and Technol-
ogy International. 1999. Vol. 5.
p. 12

ESTRADA, Erick. Evalu-
acion del cultivo de microalgas
a nivel de planta piloto para la

extraccion de aceite como ma-
teria prima en la produccion
de biodiesel. Guatemala. Con-
sejo Nacional de Ciencia y Tec-
nologia. Secretaria Nacional de
Ciencia y Tecnologia. Fondo Na-
cional de Ciencia y Tecnologia.
Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia. Universidad de San
Carlos de Guatemala. 2011, p.
22

GONZALES et al.. Desar-
rollo de métodos de extraccién
de aceite en la cadena de pro-
duccion de biodiesel a partir de
microalgas. [En linea]. Pros-
pect. [Citado el 27 de noviembre
de 2012]. Disponible en Inter-
net: <http:::videoconferencias.
uac.edu.co:images:storie
s:publicaciones:revistas_
cientificas:prospectiva:volumen-
7-no-2:articulo6-v7n2.pdf>

HERRERA, Néstor A. Uti-
lizacion de la microalga Chlo-
rella Vulgaris en la remocion de
contaminantes organicos prove-
nientes de las aguas residuales
de la empresa CONALSEBOS
a escala laboratorio. Trabajo de
grado Ingeniero Quimico. Bogo-
ta D.C.: Fundacion Universidad
de América. Facultad de Ingeni-
eria. Departamento de Ingeni-
eria Quimica, 2010, p. 20-21.

INFANTE, Cherlys et al.
Propagacién de la microalga
Chlorella sp. en cultivo por lote:
Cinética del crecimiento celular.
En: Avances en Ciencia e Inge-
nieria. 2012, Vol. 3 No. 2, p. 160

KRIENITZ, L. y WIRTH,
M. The high content of poly-
unsaturated fatty acids in

28 Fundacion Universidad de América - ISSN 2011 - 639X

Investigacion 7-1.indb 28

Nannochloropsis limnetica (Eu-
stigmatophyceae) and its impli-
cation for food web interactions,
freshwater aquaculture and
biotechnology. En: Limnologica
- Ecology and Management of
Inland Waters. 2006, Vol. 36 No.
3, p. 204-210.

MASSON et. al. Los lipidos
en los alimentos. [En linea] Mi-
nisterio De Educacion. Gobier-
no de Espana Disponible en
internet: <http://mazinger.sisib.
uchile.cl/repositorio/lb/ciencias_
quimicas_y_farmaceuticas/sch-
midth/06.html.>

MATAA, Teresa M. MAR-
TINS, Anténio A. CAETA-
NOB, Nidia. S. Microalgae for
biodiesel production and other
applications: A review. En: Re-
newable and Sustainable En-
ergy Reviews. 2010, Vol. 14 No.
1, p.221

QUEVEDO, Catalina. LUGO,
Catalina. ACOSTA, Alejandro.
Efecto de la concentracién de
carbono, nitrégeno, fésforo y hi-
erro sobre la producciéon de bio-
masa Yy lipidos en la microalga
Chlorella sp.. . En: V Simposio
Internacional de Biofabricas. |
Congreso Internacional de Flu-
jos Reactivos (Medellin). Memo-
rias. p. 2

RIVERA, Ivanna .VILLAN-
UEVA, Gerardo. SANDOVAL,
Georgina. Produccion de biodie-
sel a partir de residuos grasos
animales por via enzimatica. En:
Grasas Y Aceites. 2009, Vol.60
No. 5, p. 470

28/07/2014 01:30:14 p.m.



Rubio, Diego et al.: Determinacion de la incidencia .....

pags. 21-29

LINEA DE INVESTIGACION: ECONOMIA DEL HIDROGENO

SERRANO, Luis. Estudio
de cuatro cepas nativas de
microalgas para evaluar su
potencial uso en la produccion
de biodiesel. Trabajo de grado
magister Ingenieria Quimica.
Bogota D.C. Universidad Na-
cional de Colombia. Facultad
de Ingenieria. Departamento
de Ingenieria Quimica y Ambi-
ental. 2012, p.19-21

Investigacion 7-1.indb 29

SPOLAORE, Pauline et al..
Commercial Applications of
Microalgae. En: Journal of Bio-
science and Bioengineering.
2006, Vol. 101 No. 6, p. 92-94

VALENCIA, Juan Pablo.
Estandarizacién de la técnica
de cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de
masas para la identificacion y

cuantificacion de metilésteres
de acidos. Trabajo de grado
tecndlogo quimico. Pereira:
Universidad Tecnologica De
Pereira. Facultad De Tec-
nologia. Escuela De Quimi-
ca. Programa De Tecnologia
Quimica, 2008, p. 12

ISSN 2011 - 639X - Fundacion Universidad de América 29

28/07/2014 01:30:14 p.m.



