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RESUMEN

El répido crecimiento de la poblacién es directamente proporcional a la demanda energética de
ciertos combustibles fésiles y la problematica ambiental que se deriva del uso de estos combustibles
produce un gran interés en desarrollar fuentes de energia alternativas y limpias, tal como los
biocombustibles de tercera generacion, los cuales se pueden producir a partir de materias primas
renovables como biomasa, la cual constituye una de las alternativas méas sustentables. La capacidad
productora de lipidos de las microalgas hace que estos microorganismos despierten un gran interés
como materia prima para la produccion de energia limpia. En este estudio se aislé a la microalga
Desmodesmus communis a partir de muestras de agua procedentes de la laguna de la Reserva
Bioldgica Limoncocha (RBL). Se realiz6 una identificacion morfoldgica mediante comparaciones
bibliogréaficas y una identificacion molecular con PCR utilizando codigos de barras moleculares y
la construccion de arboles filogenéticos basados en las regiones ITS y 18S. Se realiz6 un cultivo
por lotes de diez dias utilizando medio BG11, en el que diariamente se determind la remocion de
nutrientes, al finalizar el tiempo de cultivo se obtuvo una concentracién final de biomasa de
2,4+0,12 g/L. Posteriormente, se evaluo el porcentaje de lipidos y &cidos grasos libres (AGL) con
los solventes cloroformo:metanol (1:2) y acetato de etilo; los mejores porcentajes de extraccion
fueron 19,70% de lipidos y 63,46% de AGL, ambos en base seca y con el solvente
cloroformo:metanol (1:2). Los resultados sugieren una mejor extraccién de lipidos de esta
microalga con cloroformo:metanol (1:2) en comparacion con el solvente acetato de etilo. Aun
cuando los resultados de lipidos y AGL no llegaron a los limites requeridos, no se descarta la
posibilidad de emplear esta especie con fines de obtencion de biocombustibles, por lo que se
necesitan mas estudios.

Palabras clave: Desmodesmus, microalgas, potencial, biocombustibles, lipidos, acidos grasos

libres (AGL).
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ABSTRACT

The rapid growth of the population is directly proportional to the energy demand for certain fossil
fuels and the environmental problems arising from the use of fossil fuels, cause a strong interest in
developing alternatives and clean energy sources, such as third-generation biofuels, which can be
produced from renewable raw materials such as biomass, which is one of the most sustainable
alternatives. The lipid-producing capacity of some species of microalgae makes these
microorganisms arouse great interest as a raw material for sustainable energy production. In this
study, the microalgae Desmodesmus communis was isolated from water samples from the lagoon
of the Limoncocha Biological Reserve (RBL). Morphological identification was carried out
through bibliographic comparisons and molecular identification with PCR using molecular
barcodes and with the construction of phylogenetic trees based on the ITS and 18S regions. A ten-
day batch culture was carried out using BG11 medium, in which the removal of nutrients was
determined daily, at the end of the culture period, the final biomass concentration was 2.4 + 0.12
g/L. Subsequently, the percentage of lipids and free fatty acids (FFA) were evaluated with the
solvents chloroform: methanol (1:2) and ethyl acetate; the best extraction percentages were 19.70%
of lipids and 63.46% of FFA, both using dry biomass and chloroform: methanol (1:2) as solvent.
These results suggest a better lipid extraction of these microalgae with chloroform: methanol (1:2)
compared to ethyl acetate. Despite the fact that the results of lipids and FFA did not reach the
required limits, the possibility of using this specie for obtaining biofuels is not ruled out, so more

studies are needed.

Keywords: Desmodesmus, microalgae, potential, biofuels, lipids, free fatty acids (FFA)
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios la poblacion mundial se ha duplicado, la expectativa de vida ha
aumentado y con esto, el uso de las energias primarias (Jones & Mayfield, 2012). La generacion
de energia en el mundo depende principalmente de los combustibles fésiles, cuya implementacion
deriva en las emisiones de gases de efecto invernadero como el CO2 contribuyendo a la

contaminacion y al calentamiento global (Edenhofer et al., 2011).

El aumento de la demanda energética contribuye al uso excesivo de los combustibles fosiles
y tiene como consecuencia su agotamiento, por lo que en la actualidad se ha impulsado el desarrollo
de alternativas sustentables y de nuevas tecnologias; tal es el caso de los biocombustibles, que
permiten abastecer la demanda de energia sin que se ponga en riesgo el medio ambiente y los
ecosistemas mas vulnerables (Khan et al., 2018). Los biocombustibles son derivados de semillas,
plantas, residuos agricolas y microorganismos, cuyo proceso de combustion genera COg; sin
embargo, éste CO- fue fijado previamente por la biomasa empleada en su proceso fotosintético y
luego de la combustidn, vuelve a la atmdsfera, por este motivo se considera gque tienen un ciclo de

carbono neutral, a diferencia de los combustibles fosiles (Romero Salvador, 2010).

Los biocombustibles se clasifican en tres generaciones: la primera es producida a partir de
soya, aceite de palma, girasol, maiz, entre otros; esto representa una desventaja ya que requieren
una gran cantidad de suelo cultivable, lo cual reduce la cantidad de alimentos disponibles para el
consumo humano y animal (Suarez Londofio, 2019). Los biocombustibles de segunda generacion
se generan a partir de desechos vegetales, residuos agricolas y tienen como desventaja la gran
cantidad de materia prima necesaria para su produccion. (Ramirez et al., 2012). Mientras que, el

biocombustible de tercera generacion, producido a partir de técnicas de cultivo celular con biomasa

4
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de microorganismos cumple con criterios de sustentabilidad, ya que es renovable, biodegradable y

tiene menos toxicidad y un menor impacto ambiental (Castro-Martinez et al., 2012).

Una alternativa para utilizarse como materia prima de biocombustibles de tercera generacion
son las microalgas. En los ultimos afios se ha incentivado la investigacion de estos
microorganismos, principalmente por ser fuentes de sustancias de un alto valor bioactivo (Guaman
& Gonzéalez, 2016). Producen componentes lipidicos que sirven de base para diferentes usos
bioenergéticos, pueden tolerar y adaptarse a una variedad de condiciones ambientales (Jones &
Mayfield, 2012); ademaés de tener una mayor eficiencia fotosintética, logran convertir entre el 3 'y
8% de la energia solar en biomasa, tienen un ciclo de reproduccién mas corto y mayor eficiencia
de absorcion de nutrientes en comparacion con las plantas terrestres (Lardon et al., 2009; Komolafe

etal., 2014).

Las microalgas tienen la ventaja de que la sintesis de sus lipidos puede ser manipulada por
cambios en las condiciones de cultivo (Arias Pefiaranda et al., 2013). La produccién de
biocombustibles depende de la seleccion de la cepa de microalga y debe tomar en cuenta factores
como la productividad de lipidos, la cual se expresa como cantidad de lipidos por unidad de
volumen y tiempo; ademas, de su capacidad para adaptarse a ambientes extremos de temperatura,

pH, salinidad, entre otros (Brennan & Owende, 2010).

Las especies que predominan para la obtencién de lipidos son del grupo de algas verdes. El
Laboratorio Nacional de Energia Renovables (NREL) en Estados Unidos report6 que Dunaliella,
Scenedesmus y Chlorella son los principales géneros que se han cultivado a escala comercial para
la obtencidn de biodiesel (Sheehan et al., 1998). Asimismo, especies como Desmodesmus muestran

una alta produccion de biomasa y rendimiento lipidico (Komolafe et al., 2014). Estas especies se
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encuentran en cuerpos de agua dulce, aguas residuales de las plantas de tratamiento, aguas

contaminadas con metales pesados y son muy comunes en lagos eutrofizados (Elias, 2018).

En varias regiones de América del Sur, como en Brasil, el sector de la bioenergia ha
incorporado con éxito la tecnologia del biodiesel obtenido a base de algas; a pesar de esto, en el
Ecuador no se ha analizado el potencial de dicha alternativa (Vega-Quezada et al., 2017), por lo
que es importante estudiar las caracteristicas de las microalgas autdctonas del Ecuador, saber su
potencial natural para un area de produccion, ya sea en biocombustibles, suplementos alimenticios

o0 cosmetologia, o incluso aplicabilidades relacionadas con procesos de biorremediacion.

La Amazonia ecuatoriana tiene un ecosistema diverso, la Reserva Bioldgica Limoncocha
(RBL) esté ubicada en el cantdn Shushufindi de la provincia de Sucumbios, en la Region Oriental
ecuatoriana. Por su superficie y categorizacion de humedal, la RBL constituye uno de los
ecosistemas méas importantes del Ecuador siendo una reserva natural con estatus de proteccion
(Armas & Lasso, 2011). Se encuentra en un sector donde predominan las actividades petroleras,
ademas de otras actividades antropogénicas que pueden representar un riesgo para los recursos
hidricos de la zona; por ejemplo, se puede esperar un estado de eutrofizacion en los cuerpos de
agua, gracias a un aumento de nutrientes como nitrogeno y fésforo debido al uso de fertilizantes

en la agricultura y descargas de aguas residuales domésticas en la laguna (Costa et al., 2018).

En este estudio se plante6 determinar el potencial de generacion de biocombustibles de
Desmodesmus communis, una microalga aislada de la laguna de la RBL e identificada morfol6gica
y molecularmente mediante el uso de codigos de barras con el fin de evaluar si especies de

microalgas autoctonas del Ecuador pueden ser Gtiles como materia prima para la elaboracion de
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biocombustibles como el biodiesel, al poseer mas del 20% de lipidos totales (Khan et al., 2018;

Park, Craggs & Shilton, 2011a; Rawat et al., 2013).

2. METODOS

Aislamiento y cultivo

La toma de muestras de agua realizada en la laguna de la RBL (Sucumbios - Ecuador 0°24'S
76°36'0) se efectudé amparado en el convenio marco entre el Ministerio del Ambiente y Agua
(MAE) y la Universidad Internacional SEK, #MAE-CGJ-2019-0130-O. Se tomaron muestras de
agua del centro de la laguna con un muestreador de agua Van Dorn (botella de agua vertical) con
intervalos de 20 cm hasta la profundidad de 260 cm. Adicionalmente, se colectaron muestras en la
superficie del centro de la laguna y en la desembocadura del rio Pishira en tubos falcon de 50 mL,

previamente esterilizados con luz UV-C, y se almacenaron a 4°C.

Se prepararon los medios selectivos BG11 (Blue-Green Medium) y BBM (Bold 's basal
Medium) segun Andersen (2005). A cada medio se le colocé 1,4% de agar para hacer cultivos
solidos, se concentracion las muestras por centrifugacion a 3500xg por cuatro minutos para
posteriormente sembrar 100 uL de muestra con asa de Digralsky (diseminacion estéril) en cajas
Petri. Cada muestra se sembré en placas con medio BG11 y BBM, se mantuvieron a temperatura
ambiente (Quito - Ecuador) en un fotoperiodo de 12:12 con intensidad de luz de 60 pmol m?s™.
Se hicieron repiques sucesivos de colonias hasta obtener cultivos axénicos verificados por
microscopio (Leica, modelo DM750). Se eligié la muestra y medio selectivo en el que se observd
un mejor crecimiento (1cm) y finalmente se le asign6 el cédigo L1cmC3B-17519, para su

almacenamiento en la institucion.
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Identificacién morfoldgica

La identificacion morfoldgica se realizd6 mediante técnicas microscopicas segun Clarke &
Eberhardt (2002), se identifico el género y especie mediante comparacion con las descripciones
originales de Bica et al. (2012) y Hentschke & Torgan (2010), ademas de la comparacion con las

especies disponibles en la base de datos de algas de Guiry (2020).

Identificacion molecular

Laamplificacién de las regiones ITS1-5.8S-1TS2 y 18S de ADN ribosomal (ADNFr) se realizé
mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) de colonia. Se utilizaron los cebadores ITS1-4 (White
et al., 1990) modificado por Hadi et al. (2016) y los cebadores CHLOROF-R para la region 18S
(Moro et al., 2009). La mezcla se realizo siguiendo las indicaciones del kit MasterMix™ de

PROMEGA®.

Para las regiones ITS1-5.8S-1TS2, el programa de ciclado y las concentraciones de cebadores
se emplearon segun lo descrito por Hadi et al. (2016), se utilizo 0,25 pL de cada cebador a una
concentracion de 10 uM, el programa de ciclado consistié en 96°C durante 5 min, 40 ciclos de
desnaturalizacion a 96°C durante 1 min, hibridacion de cebadores a 52°C durante 1 min y extension

a 72°C durante 1 min, con una final extensién a 72°C durante 5 min.

Para las regiones 18S de ADN ribosomal (ADNr), el programa de ciclado y las
concentraciones de cebadores se emplearon segun lo descrito por Moro et al. (2009), se utiliz6 1,25
pL de cada cebador a una concentracion de 10 pM, el programa de ciclado consistio en 94°C
durante 3 min seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacién de
cebadores a 59°C durante 1 min y extensién a 72°C durante 1 min, con un ciclo adicional de 10

min a 72°C.



AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y EVALUACION DEL POTENCIAL GENERADOR DE
BIOCOMBUSTIBLES DE Desmodesmus communis PROCEDENTE DE LA RESERVA BIOLOGICA
LIMONCOCHA

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 2% tefiido con Sybr-safe™ (0,1
puL/mL). La purificacion de los productos de amplificacion se realizé utilizando el kit Quick PCR
Purification™ de THERMO®), siguiendo las instrucciones de la casa comercial y se secuenciaron
por el método Dideoxi-nucleotidos de Sanger por medio de la empresa MacroGEN®. Las
secuencias obtenidas se ensamblaron en una secuencia consenso, usando el programa GeneStudio

Professional Edition.
Anélisis filogenético

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion se realizé un alineamiento de secuencias
tipo local (BLAST) con el fin de encontrar similitudes entre la secuencia problema y las secuencias
de las bases de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information). Posteriormente,
se realizo un andlisis de filogenia mediante el programa MEGA (Kumar, 2016) en la construccion
del arbol filogenético con los marcadores ITS y 18S utilizando diferentes métodos de analisis
(Maximum Likelihood y Neighbor joining) con el fin de indicar las relaciones evolutivas del

organismo.
Determinacién del crecimiento algal y obtencion de biomasa

Se realizaron cultivos liquidos triplicados de 1 litro en biorreactores con una alimentacion
por lotes, utilizando medio BG11 (20 mg/L Na,COs, 1 mg/L Na2 EDTA, 1500 mg/L NaNOs, 40
mg/L K2HPOg4, 75 mg/L MgS04.7H20, 36 mg/L CaCl.2H»0, 6 mg/L &cido citrico, 6 mg/L citrato
férrico de amonio, 1 mL/L solucion de trazas de metales) (Andersen, 2005) y un periodo de cultivo
de diez dias, empleando un in6culo inicial de 8,36x10° células/mL, con las mismas condiciones
mencionadas anteriormente y suministro de aireacion constante, usando un compresor de aire JAD

S-4000B con una tasa de aireacion de 4,2 L/min.
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Para determinar la curva de crecimiento celular, se realizaron conteos diarios empleando una

camara de Neubauer y la férmula representada en la Ecuacion (1) (Bastidas, 2011).

Total célululas contadas x 10000

C tracion = lul L Ec.1
oncentracton Numero de cuadrados x dilucion [celulas/mL] (Ec. 1)

Para corroborar el crecimiento celular se midié la densidad Optica en un espectrofotometro
(HACH DR 5000) de los cultivos a 680 nm segun Sun et al. (2019). Finalmente, se realizé la
determinacion del peso seco siguiendo el método de Arredondo-Vega & Voltolina, (2007).
Brevemente, se tom6 1 mL de cultivo y se coloc6 en un papel filtro previamente pesado, se dejé

secar 12 horas a 60°C hasta peso constante. Se registro la diferencia en el peso total.

Determinacién de consumo de nutrientes

Se tomaron muestras de 15 mL de cultivo a diario, las cuales se centrifugaron a 4500 xg por
cinco minutos y se extrajo el sobrenadante para determinar los parametros quimicos del cultivo. Se
utilizaron protocolos estandarizados de la Casa Comercial HACH, para determinar fosfatos
(fosforo reactivo) (PO (HACH 8114), demanda quimica de oxigeno (HACH 8000) y nitratos

(NO3") (HACH 8039).
Determinacién de porcentaje de lipidos y acidos grasos libres (AGL)

Se determind el porcentaje de lipidos (% de grasa total) mediante el método Bligh & Dyer
modificado por IMARPE (Salazar Pérez, 2012). Se utilizaron los solventes organicos grado HPLC
cloroformo:metanol (1:2) y acetato de etilo, con 0,25 g de biomasa seca y humeda. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Después de la primera sonicacion se dejo reposar por
24h a 4°C protegido de la luz. Posteriormente, se realizo la segunda sonicacion, se recuperd el
extracto, se agreg6 solucion salina al 0.58%, se aplicd Vortex, se centrifugo y finalmente se coloco

10
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la fase orgénica en un tubo previamente pesado para secarlo a 68°C por 12 horas hasta peso

constante.

Los AGL se determinaron segin Tanzi et al. (2013) por triplicado, utilizando los solventes
orgénicos grado HPLC cloroformo:metanol (1:2) y acetato de etilo; junto con 0,5 g de biomasa
secay 0,1 g de KOH. Se llevé a reflujo a 60°C durante 5 h a 300 rpm. Se filtrd, se afiadié 5 mL de
solvente utilizado en el paso previo y 5 mL de agua destilada. La solucién se trasladd a un embudo
de decantacidn, se liberaron los gases y se dejé reposar por diez minutos. Se extrajo la fase organica

en un tubo previamente pasado para secarlo a 68°C por 12 horas hasta peso constante.

Anadlisis estadistico

Los pardmetros asociados a la concentracion celular, densidad éptica, biomasa, y consumo
de nutrientes fueron expresados como el valor + desviacion estandar (X £ DE), y se realiz6 una
comparacion de medias de los diferentes grupos de experimentacion a través de la prueba Kruskal
Wallis, empleando el programa Statgraphics versién 18. Las diferencias de medias entre cada grupo

se consideraron estadisticamente significativas al presentar valores de p<0,05.

3. RESULTADOS

Aislamiento e identificacion morfoldgica de Desmodesmus communis

A partir de los muestreos efectuados, se encontré mayor crecimiento en las muestras de agua
tomadas en el centro de la laguna de la RBL a 1cm de profundidad, con las que se logr6 obtener
un cultivo axénico, comprobado mediante observacion al microscopio. En la figura 1A se muestran
las placas con los cultivos axénicos de la especie L1cmC3B-17519 en BG11, el cual fue el medio

que logré generar con mayor facilidad y rapidez colonias de microalgas. Al realizar la observacion
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en microscopio ptico con un aumento de 40X, se determind que la especie L1cmC3B-17519
presentd la caracteristica de agruparse en cenobios compuestos de dos, cuatro y hasta ocho células

(figura 1B).

Figura 1. Cultivo L1cmC3B-17519. (A) cultivos axénicos, (B) aumento de muestras a 40x, (C)
aumento de muestras a 100x

Tabla 1: Descripcion taxonémica de la microalga estudiada

Especie Desmodesmus communis (Edenhofer Hegewald, 2000)

Obra Hegewald, E. (2000). New combinations in the genus Desmodesmus
(Chlorophyceae, Scenedesmaceae). Algological Studies 96: 1-18.

Descripcion | Cenobio de cuatro células dispuestas linealmente. Células externas oblongas,
celulas intermedias oblongas. Espinos principales rectos con base espesada.
Cloroplasto unico, parietal y un pirenoide. Ancho 7,7um - 8,3um de las células
exteriores. Largo de 16um, Longitud de espinas de 7,6um. (Figura 1C)

La especie del cultivo L1cmC3B-17519 concuerda con la descripcién hecha por Hentschke

& Torgan (2010) y Bica et al. (2012), los individuos o cepas analizadas tienen un rango de medidas,
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a pesar de que ciertas dimensiones estaban fuera de rango, se analiz6 la relacion largo-ancho y las

medidas de los espinos, lo que nos confirma la similitud de Desmodesmus communis con la especie

estudiada.

Identificacién molecular y analisis filogenético

Se realiz6 una PCR de colonias utilizando las regiones ITS y 18S. En la figura 2 se observa
la amplificacion por duplicado de los productos de PCR en gel de agarosa al 1,8%, las bandas A 'y
B corresponden a la region 18S, las bandas C y D corresponden a la region ITS. La PCR gener6

amplicones de aproximadamente 500 y 300 bp, respectivamente.

Figura 2. Productos de amplificacion obtenidos a partir de los cddigos de barras empleados para la
identificacién molecular. (A) y (B) productos de PCR con cebadores CHLO 18S. (C) y (D) productos
de PCR con cebadores ITS. (1) y (2) control agua de cada primer

2000bp
1500bp
1200bp
1000bp
900bp
800bp
700bp
600bp
500bp
400bp
300bp
200bp
100bp

Las secuencias consenso obtenidas a partir de los amplicones analizados fueron de 455 bp
para la region 18S y de 256 bp para la region ITS. La secuencia correspondiente a ITS de
L1cmC3B-17519 present6 un porcentaje de identidad de 98,44% con la especie AY4661374.1
Desmodesmus communis. Posteriormente, se realizd un arbol filogenético para corroborar el
BLAST vy obtener un resultado méas concreto con un analisis de las relaciones evolutivas de la
microalga estudiada con las especies presentes en la base de datos de GeneBank.
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Figura 3. Arbol filogenético (Maximum likelihood) basado en secuencias ITS

_|: L60cmC1B-17519
MMNT59323.1 Desmodesmus armatus JYCAO41

KJE680147.1 Desmodesmus sp. 3 CFR 1-03/FW
MN759324 1 Desmodesmus komarekii JYCAD08
MMN759316.1 Desmodesmus opoliensis JYCAD43
—— KU291881.1 Desmodesmus pannonicus UTEX 77
L AB917134.1 Desmodesmus bicellularis GM4g
KU175228.1 Desmodesmus insignis JNU24

_|: L1cmC3B-17519
AY461374 1 Desmodesmus communis Heg 1977-140

MHE99040.1 Desmodesmus spinosus Desmid1

MN759315.1 Desmodesmus intermedius JYCAQ42

KP318981.1 Scenedesmus bijugus var. obtusiusculus CAP:276/25
KT932960.1 Scenedesmus sp. ITRIND2

— KF536810.1 Pediastrum duplex Teufel9
—|: outgroup

KC 145459 1 Ankistrodesmus falcatus UTEX 101
MWO073904.1 Ankistrodesmus sp. So 15

La construccion del arbol filogenético se realizé con el programa MEGA y fue basado en la
secuencia ITS con el método de sustitucion nucleotidica de Maximun likelihood (modelo K2+G)
(figura 3). Aparentemente, L1cmC3B-17519 es de la especie Desmodesmus communis debido a su
similitud con la especie AY461374.1 Desmodesmus communis Heg, ya que se encuentran en el
mismo clado teniendo el mismo ancestro en comdn. Aunque se realiz6 un arbol filogenético basado
en la secuencia 18S, los analisis no fueron concluyentes utilizando diferentes métodos de analisis
como Maximum likelihood (modelo K2+G) y Neighbor joining, por lo que no hubo una

identificacion confiable y se descartaron los resultados obtenidos.
Crecimiento algal

La Figura 4 muestra las curvas de concentracion celular, D.O.esonm Y biomasa de L1cmC3B-
17519 cultivada en medio comercial BG11. En el dia 0 los valores iniciales fueron 8,36x10° cel/mL
la densidad celular, 1,102 D.O. y 0,7 £ 0,11 g/L de biomasa. Se observa un crecimiento sostenido
de la microalga durante los primeros siete dias de cultivo, hasta alcanzar una fase estacionaria en

el dia nueve. Los valores finales de densidad celular, D.O. y biomasa seca fueron 2,56 + 0,22 x10°
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cel/mL; 2,526 + 0,11 y 2,4 + 0,12 g/L, respectivamente. El andlisis estadistico mostrd que estos
valores son estadisticamente diferentes en comparacion con los valores iniciales (p<0,05). La
productividad volumétrica (PV) de la biomasa fue de 0,24 g/L d, calculada con la Ecuacion (2);
para la productividad especifica (PE) (d') se dividié la productividad volumétrica para la

concentracion de biomasa Ecuacion (3) y el resultado encontrado fue de 0,1 d*:

PV Bi 3 Peso biomasa seca (g) [ g ] Ec.2
tomasa = Volumen de cultivo (L) x Tiempo de cultivo (d) L d (Ec.2)
PV Biomasa [L‘id]
PE Biomasa = [d71] (Ec.3)

Concentracion de biomasa [%]

Figura 4. Curvas de crecimiento de L1cmC3B-17519. (A) Crecimiento celular, (B) Densidad 6ptica,
(C) Concentracion de biomasa. Se muestra cada punto de medicion registrado, junto con su
desviacién estandar asociada (media = DE).
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Consumo de nutrientes

Se estudiaron cuatro parametros para el consumo de nutrientes. Para ello se utilizaron
medidas indirectas de nitrogeno en forma de nitratos (NOgz), fésforo en forma de fosfatos (PO4*)
y carbono en forma de DQO. Los valores iniciales fueron 1125,5 + 58,69 mg/L NOs", 158,5+ 0,71
mg/L POs* y 116 + 5,66 mg/L DQO, respectivamente (figuras 5A, B 'y C). En el caso del pH del
medio, se realiz6 un control diario con solucion de HCI 0,05M, manteniendo el pH en un rango

entre 7,85y 7,94 (figura 5D) para que las microalgas crecieran en un ambiente éptimo.

Los diferentes parametros quimicos evaluados mostraron una reduccién durante el tiempo
del ensayo hasta alcanzar valores finales de 440,7 £ 55,65 mg/L NOgz™ para nitratos, 136,5 + 0,71
mg/L PO4*> para fdsforo reactivo y 28,5 + 10,61 mg/L de DQO. El analisis estadistico mostro que
estos valores son estadisticamente diferentes en comparacion con los valores iniciales (p<0,05),
por lo que se comprueba una remocion de nutrientes al haber una diferencia significativa entre el

dia cero y el dia diez.

Figura 5. Cinética de remocién de nutrientes (A) nitratos, (B) DQO, (C) fésforo reactivo y
monitoreo de pH (D). Se muestra cada punto de medicion registrado, junto con su desviacion
estandar asociada (media + DE).
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Para la extraccion de lipidos se utilizaron los solventes orgénicos cloroformo:metanol (1:2)
y acetato de etilo, el porcentaje final se obtuvo haciendo un promedio de los triplicados y aplicando
la Ecuacion (4), donde, %G es el porcentaje de grasa en la muestra, T2 es el peso de un tubo
muestreador con la grasa seca (g), T1 es el peso de tubo muestreador vacio y pesado (g) y W es el

peso inicial de la muestra (g).
T2 —-T1
%G = (T) x 100 (Ec.4)

En la figura 6 se observa el porcentaje de lipidos a partir de biomasa humeda y seca con los
dos solventes utilizados. EI mayor porcentaje de extraccion de lipidos en seco fue de 19,7% con el
solvente cloroformo:metanol (1:2); con acetato de etilo el porcentaje fue de 13,14%. La extraccion
de lipidos en humedo con el solvente cloroformo:metanol (1:2) tuvo como resultado 7,46%,
mientras que, con acetato de etilo fue de 6,46%. Si bien la extraccion de lipidos en himedo no

varia, en la extraccion en seco el mejor solvente extractor fue la mezcla cloroformo:metanol (1:2).

En condiciones normales, las microalgas destinadas a la produccién de biodiesel tienen un

porcentaje mayor al 20% de lipidos totales utiles (Park, Craggs & Shilton, 2011a; Rawat et al.,
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2013; Khan et al., 2018). Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que esta cepa de
microalga cultivada en ambiente de laboratorio en medio BG11, con fotoperiodos 12:12 y
aireacion continua, pero sin reposicion de nutrientes ni control de temperatura o cambios en otras

variables, no produce los suficientes lipidos para una obtencion 6ptima de biocombustibles.

Figura 6. Porcentaje de lipidos himedo y seco
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Solvente extractor

La productividad de lipidos en una extraccién con biomasa humeda fue de 0,0155 g/L d con
el solvente cloroformo:metanol (1:2), y de 0,0179 g/L d con el solvente acetato de etilo; mientras
que en una extraccion con biomasa seca, fue de 0,0473 g/L d y 0,0315 g¢g/L d con
cloroformo:metanol (1:2) y acetato de etilo, respectivamente. La productividad volumétrica (PV)
fue calculada con la Ecuacion (5); para la productividad especifica (PE) (d?) se dividi la
productividad volumétrica para la concentracion de biomasa (Ecuacion 6), encontrando valores de

0.0473 g/L d y 0,0197 d*?, respectivamente.

Peso de lipido seco (g) [ g ]
Ld

PV Lipidos =
IPYEOS = 4 o lumen de cultivo (L) x Tiempo de cultivo (d)

(Ec.5)

18



AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y EVALUACION DEL POTENCIAL GENERADOR DE
BIOCOMBUSTIBLES DE Desmodesmus communis PROCEDENTE DE LA RESERVA BIOLOGICA
LIMONCOCHA

PV Lipidos [L‘id]

PE Lipidos = [d~1] (Ec.6)

Concentracion de biomasa [%]

Para la extraccion de acidos grasos libres (AGL) se utilizaron los disolventes organicos
cloroformo:metanol (1:2) y acetato de etilo; el porcentaje final se obtuvo haciendo un promedio de
los triplicados y aplicando la Ecuacion (7), donde, %AGL es el porcentaje de acidos grasos libres
en la biomasa seca, T2 es el peso de un tubo muestreador que contiene los AGL secos (g), T1 es el

peso del tubo muestreador vacio (g) y W es el peso inicial de la muestra (g).

T2 —T1
%AGL = (T) x 100 (Ec.7)

En la figura 7 se observa el porcentaje de &cidos grasos libres a partir de biomasa seca con
los dos solventes utilizados. ElI mayor porcentaje de extraccion de acidos grasos libres fue de
63,46% con el solvente cloroformo:metanol (1:2), con acetato de etilo el porcentaje fue de 54,17%.
Segun Chen et al. (2012), las microalgas tienen un contenido de acidos grasos libres de 70%. Esto
indica que los porcentajes obtenidos en este estudio no cumplen con los rangos minimos para una

obtencion éptima de biocombustibles.

Figura 7. Porcentaje de acidos grasos libres
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Los resultados obtenidos indican que la especie Desmodesmus communis autdctona del
Ecuador cultivada en las condiciones de esta investigacion no podré ser utilizada para la obtencion
de biodiesel, ya que sus porcentajes de lipidos y AGL son bajos para ser materia prima en la
obtencion de biodiesel; sin embargo, al comparar los valores de productividad de lipidos
encontrados con otras investigaciones se observa que pueden tener potencial en la produccion de
biodiesel; la cantidad de lipidos podria mejorarse modificando condiciones de cultivo con

caracteristicas como déficit de nitrégeno, reposicion de nutrientes y suministro de CO, entre otros.

4. DISCUSION
Ecuador es considerado un pais megadiverso por su alto indice de riqueza bioldgica; sin
embargo, la biodiversidad de microorganismos ha sido escasamente estudiada. La investigacion de
cepas de microalgas y la formacién de bancos de datos de organismos autéctonos constituyen la
primera fase de exploracion de ambientes naturales pues es importante conocer la biodiversidad,
su potencial y utilidad de dichos organismos en el area biotecnoldgica y ambiental (Guaman &

Gonzalez, 2016).

En el presente estudio se llevo a cabo el aislamiento, identificacion morfoldgica y molecular
de la especie L1cmC3B-17519 procedente de la laguna de la Reserva Bioldgica Limoncocha con
el fin de evaluar su potencial para la obtencion de biocombustibles. Se tomaron muestras de agua
que se sembraron en medio BBM y BG11 con agar, realizando repiques sucesivos de colonias para
aislar la microalga, en estos cultivos se pudo observar un mejor crecimiento en el medio BG11;
incluso, Kaur et al. (2020) menciona en su estudio que dicho medio genera un mejor crecimiento
celular en comparacion con el medio BBM, razon por la que se eligié al medio BG11 para el

aislamiento y cultivo de L1cmC3B-17519.
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Con relacion a la identificacion molecular, se realizO una construccion de &rboles
filogenéticos basados en las regiones ITS y 18S empleando métodos como Maximum likelihood
(modelo K2+G) y Neighbor joining, la construccién se realizd con el fin de tomar en cuenta
relaciones evolutivas mediante un analisis con modelos estadisticos que nos puedan permitir
identificar de manera mas concreta y eficaz la especie con la que se trabaja. Los resultados
generados con el marcador 18S no fueron concretos, ya que, al ser una regién muy conservada, no
permite una delineacion adecuada de esta especie; por este motivo, se descartaron los resultados
con dicho marcador (Saltos Rosero, 2012). La region ITS ha demostrado ser util en la
diferenciacion en las especies de géneros similares al de Desmodesmus; ademas, al ser mas variable
en comparacion con la region 18S, puede acumular mutaciones en el tiempo, dandole la capacidad
de diferenciar entre especies del mismo género (Lortou & Gkelis, 2019). El arbol filogenético con
el marcador ITS mostrd la similitud de L1cmC3B-17519 con la especie Desmodesmus communis

corroborando la identificacion morfoldgica realizada previamente.

El género Desmodesmus nace a partir del género Scenedesmus; después de realizar un analisis
molecular, Scenedesmus se retuvo para las formas no espinosas y Desmodesmus para las formas
espinosas (Hentschke & Torgan, 2010). Las especies del género Desmodesmus tienen una alta
adaptabilidad a diferentes ambientes naturales, son muy comunes en cualquier cuerpo de agua, ya
sea oligo, meso o eutrofica y pueden ser utilizadas como bioindicadores de calidad de agua (Bicudo
& Menezes, 2006). Tienen una gran facilidad de aislamiento ya que logran surgir como organismos
aislados a partir de consorcios y logran tener un crecimiento eficiente en condiciones de laboratorio
(Morales et al., 2013). Desmodesmus communis es un alga verde con una amplia distribucién en
aguas dulces, principalmente en aquellas con temperaturas moderadas y en las ligeramente

eutrofizadas. (Bica et al., 2012), por lo que la RBL, debido a sus caracteristicas climatoldgicas y
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las actividades antropogeénicas que se realizan en sus alrededores, constituye un ambiente ideal para

el crecimiento de esta microalga (Costa et al., 2018).

El crecimiento de microalgas viene determinado por la disponibilidad de nutrientes en el
medio de cultivo, ademé&s de condiciones ambientales como luz, pH, temperatura y la densidad
celular inicial (Guldhe et al., 2017). El crecimiento celular de Desmodesmus communis fue
exponencial durante los primeros siete dias, alcanzando su fase estacionaria en el dia nueve. A
partir de un indculo inicial de 8,36x10° cel/mL, la concentracién maxima del crecimiento celular
de Desmodesmus communis fue de 2,62 + 0,23 x10° cel/mL en el dia nueve de cultivo; mientras
que la concentracion final fue de 2,56 + 0,22 x10° cel/mL en el dia diez; asimismo, la densidad
Optica (680 nm) final fue de 2,526 + 0,11 equivalentes a una concentracion de 2,4 + 0,12 g/L en
peso seco, la productividad volumétrica de biomasa fue de 0,24 g/L d y la productividad especifica

fue de 0,1 d*.

Vanags et al. (2014) estudiaron varias condiciones de cultivo para la microalga
Desmodesmus communis, condiciones en las que se variaba la concentracion de COg, intensidad
de luz y homogenizacion del cultivo. En dicha investigacion se determind que, en un cultivo de 12
dias en medio BG11, sin agitacion y con bombeo de aire-CO; (96:4 v/v%), se obtuvo 3,9 g/L de
biomasa, una productividad volumétrica de 0,47 g/L d y una productividad especifica de 0,12 d*.
A pesar de que la concentracion de biomasa es superior en el estudio de Vanags et al. (2014), la
diferencia de la productividad especifica entre ambos estudios es minima; por su parte, la diferencia
en las concentraciones de biomasa y productividad volumétrica de dicho estudio en comparacién
de la presente investigacion podria deberse a la concentracion de CO; (4v/iv% CO2) bombeado en

el medio, ademas del control de la temperatura de cultivo (25°C), ya que la temperatura es un
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pardmetro fundamental en la asimilacion de nutrientes del medio y el aumento de CO; al medio
puede aumentar la productividad de biomasa al ser necesario para la formacion de compuestos
orgénicos (Herndndez-Pérez & Labbé, 2014). Esto implica que, implementando condiciones

ideales para el cultivo de esta especie, se puede esperar un aumento en la productividad.

Verduga Vera (2020), reportd que para Scenedesmus sp. la maxima densidad celular
alcanzada fue de 5,7 x107 cel/mL en medio BG11 durante un periodo de 11 dias partiendo de un
indculo inicial de 1,1 x10” cel/mL. La concentracion de biomasa seca y la productividad
volumeétrica fue de de 2,92 g/L y 1,95 g/L d, respectivamente. Con respecto a la productividad
especifica, Verduga Vera (2020) reporta un valor de 0,6 d*, un valor mayor comparado con el
presente estudio y el estudio de VVanags et al. (2014); esta diferencia se puede atribuir a la diferencia
entre las especies. A pesar de que el crecimiento celular y la productividad de biomasa en el
presente estudio es menor al del estudio de Verduga Vera (2020), esto no hace una diferencia
importante en la concentracion final de biomasa entre ambos estudios. Se puede atribuir un menor
crecimiento celular a la diferencia de temperatura ambiental entre ambos estudios, ya que el estudio
de Verduga Vera (2020) se realizo en la ciudad de Guayaquil, en donde existe en promedio 10°C

mas que en la ciudad de Quito.

En cuanto a la densidad dptica, parametro medido para comprobar el crecimiento celular, Jia
et al. (2015) reportaron que en 14 dias de cultivo en medio MSE (modified soil extract) mezclado
con diferentes concentraciones de aguas residuales de la industria porcina, Scenedesmus sp. alcanzo
una densidad 6ptica de 1,13, un valor menor a comparacion con el valor obtenido en el presente
estudio; la diferencia entre estos valores puede atribuirse a la mezcla del medio comercial con

aguas residuales generando variaciones en la cantidad de las formas de nitrégeno disponible.
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Después del carbono, el nitrdgeno es el nutriente mas importante para las microalgas, se
encuentra como nitrito (NO2), nitrato (NO3z) o como amonio (NH4") y es fundamental en la
regulacion del contenido de lipidos en las microalgas. El fésforo es fundamental para varios
procesos celulares como la formacion de acidos nucleicos, su deficiencia en el medio de cultivo es
una de las mayores limitaciones al crecimiento (Herndndez-Pérez & Labbé, 2014). El anélisis de
consumo de nutrientes se realiza con el fin de determinar el crecimiento, ya que la asimilacién y
consumo de los mismos asegura un crecimiento normal en las microalgas, ademés de brindar otra

posible aplicabilidad en el &rea de la biotecnologia (Candela Orduz, 2016).

Los resultados de esta investigacion para la microalga aislada Desmodesmus communis
generaron una remocion de DQO de 75,43%, en el caso del nitrato y del fosforo reactivo genero
una remocion del 60,84% y del 13,88%; respectivamente, en un periodo de cultivo de diez
dias. Especies como Scenedesmus sp. y Chlorella vulgaris, cominmente utilizadas en la
produccion de biodiesel, han demostrado una remocién de DQO de 89% y 91,7% respectivamente,
en aguas residuales domeésticas al cabo de diez dias de cultivo. Ademas, en un periodo de 36 dias,
ambas removieron el 100% de nitrato, y en un periodo de 48 dias obtuvieron un 100% de remocion
de fosforo (Hammouda et al., 1995). Verduga Vera (2020) reportd que Scenedesmus sp removio
un 75,8% de nitrogeno y 96% de fdsforo, en un periodo de cultivo de 11 dias en medio BG11. Lau
et al. (1996) reportaron que, en un cultivo con aguas residuales, la eficiencia de remocién de
nitrégeno inorganico de Chlorella vulgaris fue del 86%, mientras que para el fésforo inorgéanico
fue del 70% en un periodo de 14 dias. Segun el analisis estadistico, los valores de crecimiento y

nutrientes son significativamente diferentes en comparacion con los valores iniciales (p<0,05).
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Se ha demostrado que especies como Chlorella sp y Scenedesmus sp son efectivas para el
tratamiento de aguas residuales provenientes de la industria pesquera o porcina ya que tienen altos
porcentajes de remocion de fosfatos, nitratos y materia organica (Candela Orduz, 2016). Aunque
la remocion de fosforo de Desmodesmus communis no fue tan elevada en comparacion con otras
investigaciones, no se descarta la posibilidad de utilizarla para procesos biotecnoldgicos como
biorremediacion de aguas contaminadas. Las microalgas deben cumplir al menos tres condiciones
para ser ideales en un proceso de remediacion: tener alta tasa de crecimiento, alta tolerancia a
variaciones ambientales y una buena capacidad para sedimentarse y poder ser cosechadas por
simple gravedad (Park, Craggs & Shilton, 2011b), por lo que es importante tomar en cuenta estas

caracteristicas entre otros analisis y estudios que puedan definir un potencial para biorremediacion.

Al momento de elegir un medio para cultivar microalgas se debe tomar en cuenta el uso final
de la biomasa producida (por ejemplo: biocombustibles, alimentos, pigmentos o bien para un
proceso de biorremediacion) (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014). Desarrollar fuentes de energias
alternativas como el uso de los biocombustibles se ha investigado y puesto en practica a partir de
una amplia variedad de biomasa (Ramirez et al., 2012). Las microalgas son organismos que se
Ilevan una gran atencién como fuentes de produccion de energia, pues bajo condiciones normales
de cultivo presentan un contenido de lipidos entre el 20 y el 50 % de su peso seco (Khan et al.,
2018; Park, Craggs & Shilton, 2011a). Ciertas cepas de microalgas tienen un alto potencial de
almacenamiento de lipidos, pueden almacenar gasta un 75% de su peso seco en lipidos; sin
embargo, tienen una baja productividad de biomasa (Mata et al., 2010). Para un cultivo con el fin
de obtencién de biocombustibles, se prefieren las microalgas con un nivel moderado de
acumulacién de lipidos (20-50%), pero con una mayor productividad de biomasa. Ademas, el

criterio de seleccidn debe basarse en ciertos factores como la tasa de crecimiento, capacidad de
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adaptacion a diferentes condiciones ambientales, rendimiento de aceite en condiciones normales,
cantidad y calidad de lipidos, porcentaje de AGL en el contenido de lipidos (Khan et al., 2018;

Park, Craggs & Shilton, 2011a; Rawat et al., 2013).

Las limitaciones en el proceso de produccion de biocombustibles a partir de biomasa algal
incluyen su alto costo de produccion y la poca capacidad de algunas especies para almacenar
lipidos. Una alternativa para reducir costos de produccion es realizar la extraccion de lipidos a
partir de biomasa himeda, evitando asi los gastos asociados a la remocion de humedad mediante
métodos térmicos como el secado y la liofilizacion; sin embargo, con las extracciones en fase

himeda se obtiene un menor porcentaje de lipidos (Hu et al., 2008).

Sun et al. (2019) reportaron que Desmodesmus sp cultivada en medio BG11 en un periodo
de 35 dias con control de temperatura a 25°C obtuvo un porcentaje de lipidos de 26,64% utilizando
como solvente una solucidn cloroformo:metanol:agua (1:2:0,8). La diferencia entre los porcentajes
de grasas extraidas de estos estudios esta asociada no solo al tempo de cultivo y temperatura, sino
también a la concentracién y polaridades de los solventes; las mezclas de cloroformo:metanol son
ampliamente usadas para la extraccién de lipidos ya que promueven la disrupcion de las
asociaciones lipidos-proteina mejorando la remocion de lipidos de la célula; sin embargo, solventes
como el acetato de etilo también se han empleado ya que resultan menos tdxicos que el cloroformo

(Sanchez-Bayo et al., 2020).

La temperatura influye directamente en la capacidad de las células para remover los
nutrientes que se encuentran en el medio de cultivo, afectando directamente el metabolismo y por
ende el crecimiento y productividad; mientras que, el tiempo de cultivo afecta en la cantidad de

lipidos producidos debido a déficit nutricional de nitrégeno (Ramirez, 2019). Los porcentajes
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obtenidos en una extraccion con acetato de etilo, fueron bajos y menores al 20% (6,46% fase
himeda y 13,14% fase seca) por lo que no se recomienda el uso de este solvente con fines de

produccion de biocombustibles para esta especie.

En este estudio se obtuvo 19,7% y 7,46% de lipidos en una extraccion con biomasa seca y
hameda, respectivamente con el solvente cloroformo:metanol (1:2) durante diez dias de cultivo. Se
tomaron en cuenta los datos del mejor resultado obtenido para realizar las comparaciones, con el
solvente cloroformo:metanol (1:2) en una extraccion con biomasa seca, se obtuvo una
productividad volumétrica de lipidos de 0.0473 g/L d y productividad especifica de 0,0197 d.
Chaundhary, Khattar & Singh (2014) reportaron que, Scenedesmus quadriculada cultivada en
medio BG11 en un periodo de 24 dias, obtuvieron una PV Biomasa 0,0916 g/L d y PE Biomasa
0,041 d*, en cuando a lipidos utilizando el solvente cloroformo:metanol (2:1), obtuvieron un 27%,
con una productividad volumétrica de 0,025 g/L d y una productividad especifica de 0,011 d*. Los
valores obtenidos en esta investigacion son mayores a los mencionados por Chaundhary, Khattar
& Singh (2014), lo que hace a Desmodesmus communis mas productiva en cuanto a biomasa y

lipidos se refiere.

Xia et al. (2014), estudiaron dos especies del género Desmodesmus en un cultivo de 15 dias
en medio BG11 modificado con urea en lugar de NaNOs, en la que Desmodesmus sp obtuvo una
productividad volumétrica y especifica de biomasa 0,160 g/L d y 0,0667 d*, para el caso de los
lipidos un 25,5% (extraccion con cloroformo:metanol 1:2), una productividad volumétrica y
especifica de lipidos 0,0409 g/L d y 0,0170 d*. Mientras que, Desmodesmus abundans obtuvo una
productividad volumétrica y especifica de biomasa 0,172 g/L d y 0,0662 d! y 25,1% de lipidos

(extraccién con cloroformo:metanol 1:2), productividad volumétrica y especifica de lipidos 0,0433
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g/L d y 0,0166 d. A pesar de haber obtenido mayores porcentajes de lipidos, la productividad de
biomasa y lipidos de Desmodesmus communis es mayor, esto se puede atribuir a las diferencias en
el modo de cultivo, ya que en el estudio de Xia et al. (2014), el cultivo fue realizado al aire libre
con luz solar y ademas utilizaron apenas 0,2 g/L de urea como fuente de nitrégeno en el medio de
cultivo a diferencia del medio BG11 que originalmente tiene 1,5 g/L de NaNO3z como fuente de

nitrégeno.

El biodiesel estd compuesto de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES), los cuales son
producidos a partir de triacilgliceroles (TAG), diacilgliceroles (DAG), acidos grasos libres (AGL)
y fosfolipidos (PL) (Krohn et al., 2011), que son parte de la composicion de los lipidos y, por ende,
para una produccion de biodiesel, se debe tomar en cuenta no solo el porcentaje de lipidos, sino
también, la composicion de los mismos y el porcentaje de AGL que contienen los lipidos. Es
importante utilizar como materia prima a microalgas que tengan una alta productividad de AGL

(Chen et al., 2012; Sanchez et al., 2001).

Autores como Chen et al. (2012), reportaron que después de un cultivo de diez dias en medio
BG11 Scenedesmus sp., obtuvo un contenido de AGL del 70,3% con el solvente
cloroformo:metanol (1:2) luego de almacenar la biomasa a 25°C por 24 horas y liofilizarla a -80°C.
En esta investigacion para Desmodesmus communis se obtuvo un contenido de AGL de 63,46%
con cloroformo:metanol (1:2) y 54,17% con acetato de etilo. Aunque los porcentajes de lipidos y
AGL en esta investigacion no se encuentran en el rango de valores expuestos en las distintas
investigaciones mencionadas, se cuenta con muy poca informacion para descartar el uso de esta

especie aislada en la obtencién de biocombustibles. Se sugiere realizar mas experimentos tomando

28



AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y EVALUACION DEL POTENCIAL GENERADOR DE
BIOCOMBUSTIBLES DE Desmodesmus communis PROCEDENTE DE LA RESERVA BIOLOGICA
LIMONCOCHA

en consideracion los tratamientos aplicados a la biomasa para incrementar el contenido de lipidos

y AGL.

Segun Hu et al. (2008), con frecuencia las concentraciones altas de lipidos se obtienen
cuando las algas son sometidas a estrés, en especial a condiciones en las que existe una deficiencia
de nutrientes en su medio de cultivo. El nitrogeno constituye un factor importante en la regulacion
del contenido de lipidos en las microalgas; en situaciones normales, las microalgas tienen un
contenido de lipidos del 20% aproximadamente; sin embargo, cuando el existe una deficiencia de
nitrégeno, la acumulacién de lipidos puede aumentar mas de 40% optimizando el proceso de
obtencion de biocombustibles. (Park, Craggs & Shilton, 2011a). Las microalgas del género
Desmodesmus se encuentran entre las cepas de microalgas de mas rapido crecimiento en aguas
residuales y producen altos rendimientos de aceite (Komolafe et al., 2014). En cuanto a la especie
Desmodesmus communis, no se han reportado estudios enfocados en su potencial como generador
de biocombustibles; sin embargo, estudios como el de Vanags et al. (2014) investigaron su

capacidad productora de biomasa y determiné las condiciones ideales para su crecimiento.

Akgul (2019) estudid el efecto en la concentracion de nitrégeno en el crecimiento, biomasa
y composicién bioguimica de la microalga Desmodesmus communis, en el que demostré que una
limitacidn de nitrégeno incrementa el contenido de lipidos y proteinas. Después de un cultivo de
30 dias en medio BG11 con variaciones de su porcentaje de nitrégeno, hallaron que con un 75%
menos de nitrégeno se obtienen 1,855 g/L de biomasa seca, mientras que en medio BG11 sin
modificaciones obtuvieron 1,32 g/L de biomasa seca, por lo que representa una buena alternativa

para aumentar el contenido de lipidos en esta microalga; sin embargo, la ausencia total de nitrégeno
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puede reducir el crecimiento y la productividad, ya el nitrégeno es fundamental para la sintesis de

proteinas, ademas de ser de vital importancia en el crecimiento celular (L6pez-Elias et al., 2015).

Es importante mencionar que al tratarse de una microalga autdctona, se necesita mas
investigacion ya que en Ecuador no se encuentran articulos con informacién acerca del consumo
de nutrientes o produccion de lipidos para Desmodesmus communis. Las especies utilizadas en la
produccion de biodiesel normalmente son sometidas a estrés de nutrientes y a modificaciones
genéticas para aumentar su porcentaje de lipidos, por lo que es importante conocer los géneros
autoctonos y estudiar su potencial para ser utilizados en distintas ramas de produccion, incluyendo

la busqueda de energias alternativas que sean sustentables.

5. CONCLUSIONES
En este trabajo se aislo, identifico y se evalud el potencial generador de biomasa y lipidos
como materia prima para biocombustibles de la especie L1cmC3B-17519, autdctona del Ecuador.
Posterior a un andlisis morfolégico y molecular, la microalga aislada fue identificada como

Desmodesmus communis.

Aunque la capacidad de remocion de nutrientes como nitratos, fosfatos y DQO de la
microalga aislada no fue superior al de otras especies mencionadas en la bibliografia, no se descarta
la posibilidad de utilizarla como herramienta de biorremediacion de aguas residuales o la aplicacién

de esta microalga en otras areas de interés biotecnolégico.

Los porcentajes de lipidos y AGL mostraron un mejor resultado en una extraccion con

biomasa seca utilizando el solvente cloroformo:metanol (1:2) en comparacion con el acetato de

30



AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y EVALUACION DEL POTENCIAL GENERADOR DE
BIOCOMBUSTIBLES DE Desmodesmus communis PROCEDENTE DE LA RESERVA BIOLOGICA
LIMONCOCHA

etilo. Los valores de los porcentajes de lipidos fueron inferiores al 20%, por lo que se rechaza la

hipotesis planteada en esta investigacion.

A pesar de que Desmodesmus communis, identificada y utilizada en este estudio, no llegé a
los limites requeridos de lipidos y AGL para ser considerada como buen generador de
biocombustibles, la productividad de biomasa y de lipidos es comparable con especies que si se
usan para la produccion de biodiesel, y considerando que esta investigacién no toma en cuenta
factores como un pretratamiento de la biomasa y condiciones ambientales controladas de las

microalgas, se sugiere realizar mas investigaciones con esta especie antes de descartarla.

6. RECOMENDACIONES

Se requiere realizar mas estudios con esta especie, tales como alteraciones en medios de
cultivo (variaciones en la intensidad luminica, sometimiento a estrés de nutrientes, reposicion de
nutrientes, control de temperatura, agitacion y/o suministro de CO-), un perfil lipidico para
determinar los tipos y porcentaje de &cidos grasos, para posteriormente realizar una comparacion
con especies utilizadas en el area de biocombustibles con normas estandarizadas nacionales e

internacionales.

7. RECONOCIMIENTOS
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9. ANEXOS
ANEXO A
Tabla 2: Valores de crecimiento celular, densidad Optica y peso seco

DIAS 0 1 2 3 4 5
CC 8,36=0FE° 127=0,10E¢ 138+0,11E% 163+0,15E% 1,72+0,10E® 203=0,16E®
DO 1,10=0.0 1,21 +0,13 1,36 = 0,13 1,50+0,14 1,70+0,14 2,08+0.12
PS 0,73+0.,11 0,92+0,12 1,20+ 0,14 1,30+ 0,14 1,51 +0.16 1,74 = 0,09

DIAS 6 7 8 9 10

CcC 220+0,17E% 239 =0,19E® 254+023E° 262+024E% 2,56+022ES
DO 2,18=0,11 2,35=0,07 250=+0.14 2,53 +0,11 2,53+0,11
PS 1,80 + 0,09 2,05=0,20 221=+0,15 240=0,15 2,37+0,12

CC: concentracion celular (cel/mL)
DO: densidad optica (680nm)
PS: peso seco (g/L)

ANEXO B

Tabla 3: Valores de nitratos, fosforo reactivo, demanda quimica de oxigeno y pH

DIAS 0 1 2 3 4 5

NOsy 1125535869 1042,5+4313 0967+4243 89452616 83259122 7745=107.22

PO&  1582=0.71 1495+ 0,71 146+ 1.41 145 + 1,41 144 141 143,3 £ 0,99

DQO 116 = 5,66 97.5+3.54 82.5+3.54 72 +4.24 65.5+3.54 55,5 +4.95
pH 7850 7.94 0,01 7.92 +£0.01 7.90 £ 0.01 7.94 £ 0.01 7.94 +0.01

DIAS 6 7 8 9 10

NOs 632511766 604913308 508+7212 47418895 4407 £55.65

PO 141, 7=0.49 1405+ 0,71 1395+£2.12 138.5+£0.71 136,5+£0.71

DQO 507,07 44707 36.5+7.78 3251061 28.5=10,61
pH 7.89 =003 792003 7.94+£0,01 792002 7.93+0,03

NO;: concentracion nitratos (mg/L)
P04 concentracién fosforo reactivo (mg/1.)
DQO: demanda quimica de oxigeno (mg/L)
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ANEXO C

Tabla 4: Porcentajes de lipidos en extraccion con biomasa humeda y seca

Lipidos hiumedo % Lipidos seco %
Cloroformo:Metanol (1:2) 7,46 Cloroformo:Metanol (1:2) 19,70
Acetato de etilo 6,46 Acetato de etilo 13,14

ANEXO D

Tabla 5: Porcentajes de &cidos grasos libres en extraccion con biomasa seca

AGL %
Cloroformo:Metanol (1:2) 63,46
Acetato de etilo 54,17

ANEXO E

Tabla 6: Productividad volumétrica y productividad especifica de la biomasa

BIOMASA | Productividad volumétrica | Productividad especifica
Seca 0,24 g/L d 0,1d*

ANEXO F

Tabla 7: Porcentajes de acidos grasos libres en extraccién con biomasa seca

LIPIDOS Productividad volumétrica  Productividad especifica
Humedo  Cloroformo:Metanol (1:2) 0,0155 g/L d 0,0065 d*
Acetato de etilo 0,0179 g/L d 0,0075 d*
Seco Cloroformo:Metanol (1:2) 0,0473 g/L d 0,0197 d*
Acetato de etilo 0,0315g/L d 0,0131d*
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