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Resumen

Debido a las caracteristicas geograficas y de clima, el Ecuador es considerado un pais
megadiverso. En la laguna de Limoncocha se ha podido identificar la proliferacion de
varias especies microalgales, el estudio de estas especies nos permite investigar sobre la
biodiversidad y las aplicaciones biotecnolégicas que se puedan dar a estas especies.

Esta investigacion constituye parte del proyecto que tiene por objeto identificar a las
microalgas presentes en la laguna de Limoncocha.

Se parti6 de muestras de un consorcio de cianobacterias y microalgas obtenido de la
laguna de Limoncocha. Considerando las condiciones Optimas de luz y temperatura para
su crecimiento se inocul6 en medio sélido Bristol con la técnica de estriado, trascurrido
10 dias de crecimiento se tomd una muestra algal y se realizé 7 diluciones seriadas que
se inocularon en medio sélido Bristol, observando el cultivo axénico en la dilucion 10° y
10°.

Se realizd una identificacion microscopica utilizando claves dicotomicas para
identificacion de microalgas y cianobacterias con un laboratorio externo, con lo que se
confirmé que el cultivo es axénico y corresponde a la microalga Scenedesmus sp.

Luego, se realizo cinética de crecimiento en medio de cultivo Bristol y BG11, obteniendo
como resultados un mayor crecimiento celular en el medio de cultivo Bristol y con fase
exponencial en los dias 6, 7, 8 y 9, lo que resultd en una produccion de biomasa 0.495g/L.
Por ultimo, se realiz6 analisis de contenido proteico de las biomasas obtenidas en medio
de cultivo Bristol y BG11 arrojando resultados 38,13% y 34,58% respectivamente.

Palabras clave
Microalga, Limoncocha, aislar, biomasa, proteico



Abstract

Due to geographic and climate characteristics, Ecuador is considered a mega-diverse
country. In the Limoncocha lagoon it has been possible to identify the proliferation of
several microalgal species, the study of these species allows us to investigate the
biodiversity and the biotechnological applications that can be given to these species.
This research is part of the project that aims to identify the microalgae present in the
Limoncocha lagoon.

We started with samples from a consortium of cyanobacteria and microalgae obtained
from the Limoncocha lagoon. Considering the optimum conditions of light and
temperature for its growth, it was inoculated in Bristol solid medium with the striate
technique, after 10 days of growth an algal sample was taken and 7 serial dilutions were
made and inoculated on Bristol solid medium, observing the culture axenic in the dilution
1075 and 10" 6.

A microscopic identification was made using dichotomous keys for identification of
microalgae and cyanobacteria with an external laboratory, which confirmed that the
culture is axenic and corresponds to the microalga Scenedesmus sp.

Then, growth kinetics was performed in Bristol and BG11 culture media, obtaining as a
result a greater cellular growth in the Bristol culture medium and with an exponential
phase on days 6, 7, 8 and 9, which resulted in a production of biomass 0.495g / L.
Finally, protein content analysis of the biomass obtained in Bristol and BG11 culture

medium was performed, yielding 38.13% and 34.58% respectively.

Keywords

Microalga, Limoncocha, isolate, biomass, protein
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1. INTRODUCCION

Las proteinas son macromoléculas con una estructura quimica compleja, y esta
complejidad es la base de sus multiples caracteristicas fisiol6gicas, morfoldgicas, y usos
tecnoldgicos. Las proteinas se pueden usar como Unica proteina concentra o puede
integrarse en alimentos procesados (Batista, Ana Paula; Gouveira, Narcisa; Franco, José;
Raymundo, Anabela, 2013).

La busqueda de nuevas fuentes de proteinas para complementar las fuentes
convencionales existentes ha desencadenado un estudio profundo a los compuestos
nutricionales de las microalgas y su contenido de proteinas. Las proteinas microalgales
exhiben un buen contenido nutricional y funcional cuando se compara con algunos
concentrados de proteina convencionales. La proteina extraida de cultivos puros o mixtos
de algas hace referencia a la proteina de célula Unica (SCP), que son utilizadas como un
sustituto de la fuente convencional de proteina explotada para el consumo de humanos y
animales (Bressani, 2016).

Las proteinas son uno de los macronutrientes esenciales para que nuestro organismo
funcione, son responsables de tareas tan basicas como la formacion y reparacion de
tejidos, como los musculos y los tendones; del transporte de oxigeno, nos aportan energia,
etc. Por eso el déficit de proteinas puede tener graves consecuencias para nuestra salud
(Bressani, 2016). En los paises del tercer mundo la deficiencia de proteinas es una de las
grandes culpables de la muerte por desnutricion, en especial entre los mas pequefios.
(Dalais & Ebeling, 2002).

Una solucion potencial al problema sefiala a las proteinas vegetales, pues estan
disponibles en gran cantidad y se han realizado enormes esfuerzos para que sus

propiedades organolépticas se asemejen a las de la carne (Valentas, 1991).

Las microalgas se encuentran presentes en el agua, suelo y la mayoria de los ambientes
terrestres incluso en los mas extremos, son organismos unicelulares, eucariotas y
autotrofos que realizan la fotosintesis oxigénica y se desarrollan en condiciones
ambientales extremas por lo que se trata de un grupo polifilético (Graham, 2000), se
encuentran ampliamente distribuidas en la biosfera adaptadas a una gran cantidad de
condiciones (Goméz, 2007). Utilizan la energia solar para transformar las aguas

residuales en CO2 y biomasa rica en lipidos, azucares, proteinas o hidratos de carbono
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(Michaux, 2010). Son una extraordinaria fuente de compuestos naturales, también son
capaces de aportar un alto contenido nutricional proteico para peces, crustaceos y
moluscos; y el hombre, ademés de ofrecer facilidades de manejo en sistemas de cultivo
tanto en laboratorio como en produccion a gran escala con fines comerciales. Al ser
organismos unicelulares, tienen una capacidad de crecimiento y de generacion de biomasa
mucho mayor que las plantas superiores, ya que no necesitan formar estructuras
reproductoras, lo que les permite duplicarse en cuestion de horas

Las microalgas tienen una composicion bioquimica compleja debida a la presencia del
aparato fotosintético, que le da una gran riqueza en pigmentos y componentes como
citocromos y &cidos poliinsaturados de cadena larga (PUFASs) (Morales, 2012). Esto
resulta en un elevado contenido en productos de alto valor, como los carotenoides luteina

y astaxantina.

A pesar de su simplicidad y la alta distribucion que tienen, son necesarios algunos factores
ecoldgicos limitantes, como la radiacion luminosa, la temperatura, la disponibilidad de
oxigeno y la concentracion de determinados nutrientes, para la colonizaciéon y su
desarrollo. (Goméz, 2007).

Proceso de produccién de microalgas
» Cultivo de microalgas

En el cultivo masivo de microalgas el rendimiento alcanzado depende tanto de la
concentracion de células en el cultivo como del grado en que las células pueden
desarrollar su potencial de crecimiento. Por tanto, para conseguir un cultivo de microalgas
en crecimiento activo es necesario un inoculo viable, un suministro minimo de nutrientes
y microelementos y adecuadas condiciones quimicas y fisicas: luz, aireacion,
temperatura, salinidad y energia

Son varios los factores que afectan a la produccion de microalgas. Para su desarrollo
requieren de CO2, nitrogeno, fésforo, potasio, magnesio y otros nutrientes menores como
metales, los cuales son esenciales porgue actian como cofactor de enzimas esenciales del

metabolismo de las microalgas (Fogg & Thake, 1987).

» Parametros Fisico-Quimicos
— La iluminacion se divide en dos componentes: la irradiancia, la cual se

refiere al flujo de luz por unidad de area a la cual estdn expuestas las
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microalgas, y el fotoperiodo, el cual es el nimero de horas durante el dia
en las que las microalgas son sometidas a dicha irradiacion. (Baker, 1997).

En cuanto a la temperatura, la mayoria de las especies crecen entre 10 a

35 °C, con una temperatura optima de 16-27 °C (Garcia, 2015). En el

cultivo de microalgas, y en general en el de cualquier microorganismo,
hay tres temperaturas a considerar: una temperatura minima, por debajo
de la cual no es posible el crecimiento (aunque depende de cada especie y
condiciones de cultivo, aproximadamente 16°C), una temperatura 6ptima,
entre 16 y 27 °C dependiendo de la microalga, a la que se produce el
crecimiento mas rapido, y una temperatura maxima, alrededor de 35 °C,
por encima de la cual no es posible el crecimiento. Los cultivos de
microalgas que crecen por debajo de la temperatura éptima generalmente
son mas sensibles a la fotoinhibicion que aquellos que se mantienen en el
valor ideal. La temperatura de crecimiento también afecta a la
composicion bioquimica de las células. La temperatura es uno de las
condiciones mas importantes, su variacion influencia diferentes procesos
fisicos y bioldgicos. A altas temperaturas, se incrementa la fluidez de
membrana, la desnaturalizacion de proteinas y acidos nucleicos ocurre, y
la solubilidad de gases necesaria para las funciones vitales de los
microorganismos (02 y CO2) cambian; cuando hay bajas temperaturas, se
forman cristales de hielo, que dafian a las membranas citoplasmaticas
(Hielscher, 1999).

La aireacion es un factor importante para la homogeneizacion de los
nutrientes y evitar la sedimentacion de las microalgas. Un adecuado
mezclado favorece una distribucion homogénea de las células, de los
metabolitos, el calor y la transferencia de gases a traves de la interfase gas-
liquido. Sin embargo, una agitacion excesiva puede causar un estrés
hidrodinamico llevando a una disminucion en la tasa de crecimiento.
Bajo condiciones de presion altas se produce una densificacién de lipidos,
que lleva al dafio de la pared celular y la membrana citoplasmatica.
Elevadas presiones pueden ser razon de un descenso de la velocidad de

crecimiento celular y produccion de biomasa debido a la supresion de
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interaccion de proteinas con sustratos, ademas de la inactivacion
enzimatica (Abe, 2007)
— La tolerancia a la salinidad depende de la especie considerada (de agua

dulce o salada) (Segoviano, 2017).

Dentro de los requerimientos quimicos necesarios para un buen crecimiento de las
microalgas en cultivo se encuentran, entre otras cosas, el balance entre los
macronutrientes especificos y los micronutrientes.

Los nutrientes fundamentales son el carbono, los nitratos y los fosfatos. La disminucion
de la fuente de nutrientes es un factor limitante en el cultivo, por lo que resulta necesario
el control de la calidad nutricional en los cultivos masivos.

Hay algunas microalgas que, ademas de macro y micronutrientes, requieren otras
sustancias para su desarrollo, como las vitaminas, ya que no son capaces de sintetizar
todas las que necesitan y las tienen que asimilar a través del medio. Ademas requieren
otros elementos en pequefias cantidades que son esenciales para su crecimiento:
manganeso, zinc, cobalto, cadmio, cobre, molibdeno y niquel, los cuales forman parte de
enzimas necesarias para el transporte de electrones, la fijacion y transporte del CO2, la
transcripcion del ADN, la fijacion y transporte del nitrégeno, entre otras (Segoviano,
2017).

La tasa de O2 y CO2 suministrado al cultivo puede convertirse en un factor limitante.
Mejorando la circulacion o mediante la adicion adecuada de CO2 o bicarbonato de sodio
puede provocarse la prolongacion del crecimiento exponencial de las microalgas. El CO2
y el bicarbonato de sodio afectan al pH del cultivo, el cual debe ser controlado y
mantenido en condiciones Optimas. Cada microorganismo crece en un intervalo de pH
particular y normalmente existe un pH 6ptimo bien definido; en el caso de las microalgas
el pH 6ptimo se encuentra apenas por encima de la neutralidad, por lo que son clasificados
como microorganismos neutréfilos (Garcia, 2015).

Ademas de los factores fisicoquimicos mencionados anteriormente, otro aspecto a
considerar es la relacion entre las microalgas con determinadas bacterias. Es dificil
producir un cultivo de microalgas libre de bacterias y muchas especies de microalgas
crecen mejor en asociacién con bacterias, siendo este concepto muy importante para
utilizar las microalgas como depuradores de determinadas aguas, como aguas residuales,
de mineria, etc. (Graham, 2000).
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Todos estos factores son los que dirigen el comportamiento de las microalgas tanto en el

medio natural como en los sistemas de cultivo.

«  Produccién de microalgas en el laboratorio

Las algas pueden ser cultivadas de diferentes maneras. El cultivo en laboratorio permite
el control de variables como la iluminacion, la temperatura, los niveles de nutrientes, la
contaminacion, mientras que en el exterior se hace muy dificil el crecimiento de
microalgas durante amplios periodos.

A la hora de producir una determinada microalga es fundamental partir de un inoculo en
perfectas condiciones, con células activas y libres de contaminaciones. Ademas del
control de los pardmetros antes mencionados, es necesario considerar que, para el
establecimiento de un sistema de produccion de microalgas, es importante el dominio de
las técnicas de aislamiento, purificacion y mantenimiento de cepas, asi como el
conocimiento de la fisiologia, ciclo de vida, bioquimica, etc. de las especies, ya que todo
va a determinar su factibilidad de cultivo y, sobre todo, su contenido nutricional para
posibles usos.

Son muchos los métodos que se han desarrollado para obtener cultivos de una sola especie
y libre de contaminantes. Partiendo de un monocultivo sin contaminacion se diluye en un
mayor volumen en condiciones 6ptimas de crecimiento hasta conseguir la cantidad y
calidad suficiente como para poder iniciar un cultivo masivo en laboratorio o a escala

industrial

Scenedesmus sp

Es un alga verde unicelular, especificamente de la Chlorophyceae, que es un alga verde
colonial pequefia e inmovil que consiste en células alineadas en una placa plana. La célula
contiene un Unico cloroplasto parietal con forma de placa con un solo pirenoide. Las
paredes celulares pueden estar cubiertas de protuberancias o reticulas que se ven mejor
con microscopia electrénica de barrido.

Estas células de algas verdes son ubicuas y no mdviles, y se encuentran ampliamente
distribuidas en habitats acuéticos, piscinas temporales de agua, cascadas, estanques, lagos
y rios. En zonas templadas son mas abundantes en los ecosistemas de agua dulce (Gomez,
2007).

De acuerdo a Pérez Guadalupe la microalga Scenedesmus sp es considerada una especie

que se caracteriza por su forma puntiaguda en los extremos y con arqueo, formada por 4
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y hasta 8 células, también esta constituido por algas verdes que se alinean en filas cortas
de 4, 8 6 16 ceélulas, a veces formando una hilera, otras veces alternando construyendo un
diminuto zigzag. Se trata de un grupo representado por mas de cien especies, todas ellas
bastante comunes en el plancton de las aguas dulces. Las células centrales de las colonias
de Scenedesmus suelen ser de lados rectos mientras que, con frecuencia, las situadas en
los extremos, se curvan ligeramente para adoptar una forma de media luna, que muchas

veces remata en dos apéndices largos como una espina

10 pm

Figura 1: Vista microscopica de la microalga Scenedesmus sp

El objetivo de esta investigacion fue el aislamiento de una cepa pura de la especie
Scenedesmus sp de un consorcio procedente de la Laguna de Limoncocha mediante
técnicas de aislamiento que permitan identificar por observacion al microscopio 6ptico y
el uso de claves dicotdmicas. Asimismo, se procedio a la caracterizacion del contenido
proteico de la cepa en dos medios de cultivo diferentes para determinar si esta especie
puede ser utilizada en la industria alimentaria como un sustituto de la proteina

convencional.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Area de estudio

El consorcio de microalgas provienen de la laguna de Limoncocha, que se encuentra
ubicada en la Reserva Biologica Limoncocha del canton Shushufindi de la provincia de
Sucumbios, en la region amazoénica nortoriental del Ecuador, con coordenadas

geograficas:
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Latitud: -0.466667
Longitud: -76.4667
Altitud: 220 msnm
Temperatura anual: 24.9 °C

Se cree que las areas que ocupan las lagunas Limoncocha, Yanacocha y humedales
adyacentes son antiguos meandros del Rio Napo el que arrastra grandes cantidades de
sedimentos provenientes de las estribaciones occidentales de los andes que son ricas en
nutrientes como fdsforo y nitrégeno, por lo que la laguna de Limoncocha alberga una

gran cantidad de microorganismos como microalgas y cianobacterias.
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Figura 2: Ubicacion de la laguna del Limoncocha, sitio de recoleccion del material

vegetal

La investigacion se llevé a cabo a nivel de laboratorio, en el laboratorio de investigacion
de la SEK y otra parte en el laboratorio de una reconocida empresa de bebidas del
Ecuador. El periodo de investigacion fue desde octubre del 2017 hasta marzo 2018, con

una duracion de 5 meses.
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2.2 Aislamiento

Para el aislamiento de las cepas desde las muestras naturales se emplearon cinco técnicas
(Morales, 2012):

1. Enriquecimiento: que consiste en disefiar condiciones de cultivo que favorezcan
especificamente a las microalgas, para nuestro caso se inocul6 la muestra en el
medio liquido Bristol, se coloca ImL en 100mL del medio y se deja propagar por
10 dias a 20°C y con fotoperiodos 12:12 luz:oscuridad.

2. Diluciones seriadas: se toma 1 ml de la muestra y se diluye en 9mL en agua
destilada estéril, se homogeniza y se toma 1 mL de esta disolucion y se diluyen
en 9mL en agua destilada estéril, asi sucesivamente hasta tener 7 tubos de
disoluciones. Cada muestra diluida es sembrada en medio sélido Bristol y se deja
incubar por 10 dias a 20°C y en fotoperiodos 12:12 luz:oscuridad .

3. Capilaridad: usando pipeta Pasteur de las placas viables se toma una colonia y se
siembra en medio solido Bristol, se incuba por 10 dias a 20°C con fotoperiodos
12:12 luz:oscuridad (Fogg & Thake, 1987)

4. Adhesion a vidrio cubreobjetos: se toma de las placas en crecimiento una muestra
microalgal y se lleva al microscopio. Se evidencia crecimiento de una sola
especie. La cual es comparada con claves dicotdbmicas para identificacion de
microalgas y cianobacterias (Benitez, Telada, & Henao, 2015).

Todas las placas fueron observadas una vez por semana al microscopio.

Tras un periodo de incubacion de 10 dias de las diluciones seriadas realizadas los
resultados obtenidos fueron:

Las diluciones seriadas en extension de placa que presentan saturacion en colonias
(incontables) y presentan cultivos mixtos son las siguientes: 101, 102 , 103 y 10*

Las diluciones seriadas en extension de placa que presentan un namero de colonias
contables no saturado, asi como distribuido y manejables son las siguientes:10°, 108,
estas placas son factibles para obtener un cultivo axénico ya que estas diluciones no se
encuentran saturadas y a la vez no se encuentran muy diluidas y pueden presentar colonias

dentro de nuestro medio de cultivo.
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2.3 Propagacion

Disefio experimental

Se procedi6 a definir 2 variables de disefio para evaluar la cinética de crecimiento;
una variable cualitativa definida por el medio de cultivo: medio de cultivo A
(bristol) y medio de cultivo B (BG-11); y otra variable cuantitativa definida por
el método de contaje: Método X (contaje microscépico) método Y (medicién de
absorbancia oOptica) con lo que se facilité el estudio de la incidencia de estas
variables en la determinacion de la cinética de crecimiento de la microalga
Scenedesmus sp. Con el fin de tener resultados confiables se sé realizo el ensayo

por triplicado.

El disefio se definio asi:

MEDIO DE
CULTIVO METODOS
Método X | Método Y
A (Bristol) (contaje) | (Optica)
Método X | Método Y
B (BG-11) (contaje) | (Optica)

Tabla 1: Disefio experimental

Tomando las repeticiones del ensayo del disefio experimental final es:

Repeticiones

A Ax1 AXx2 AXx3
Ayl Ay? Ay3
B Bx1 Bx2 Bx3
Byl By?2 By3

Tabla 2: Matriz Disefio experimental

Procedimiento para la propagacion

La propagacion se realizd a nivel laboratorio tomando las siguientes
consideraciones experimentales (Segoviano, 2017):

Esterilizar el medio de cultivos Bristol y BG11 a condiciones de 121°C y latm
por 15 minutos

Dispensar 50mL de cada medio a temperatura ambiente en 3 tubos estériles VWR

para centrifugacion.
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Afadir ImL del cultivo inicial que se encuentra a una concentracion de
150.000cel/mL
Acondicionar los tubos a temperatura ambiental (20°C) y someter a luz artificial

por 12 horas y a oscuridad por 12 horas.

Realizar agitaciones manuales cada 24 horas

Contaje Celular

a. Metodo X microscépico

Mediante el uso de la cAmara de Neubauer se realiza el contaje celular

siguiendo el procedimiento establecido (Garcia, 2015):

1.
2.
3.

Tomar 100uL de la muestra.

Dispensar en la cAmara que ya contiene sobre ella el cubre objeto.
Realizar un contaje en L o en X de tal manera que se visualicen 5
cuadrados.

Aplica la siguiente formula:

n
M=;*25*10000

Donde:

M: nimero de células por mL

n: ndmero de células contadas en X cuadrados

X: numero de cuadrados en que se realizé el contaje

25: numero de cuadrados de la cdmara

10000: factor constante

Para realizar un contaje donde el nimero de células es dificil de separar,

se realiza un dilucion:

5.1 Se toma 1 mL del cultivo y se disuelve en 9mL de acido acético al
10%.

5.2 Se homogenizay se lleva al microscopio, para el calculo se multiplica
por el factor de dilucidn, aplicando la siguiente ecuacion:

M =n 250000 * 10

Donde:

M: nimero de células por mL

n: nimero de células contadas en 5 cuadrados y divididos para 5

10: factor de dilucion
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b.

Metodo Y densidad oOptica (Sbarra, 1997)

Para este método de considerd realizar lecturas por medio de un

espectrofotometro con celdas de vidrio de 1cm y con una amplitud de onda

675nm dado que a este valor es cercano al pico de absorcion de la clorofila.

1. Encender el espectrofotometro y pasar un blanco con el medio de cultivo.

2. Homogenizar el cultivo y tomar con una pipeta 3500uL.

3. Dispensar en la celda de vidrio, evitando hacer burbujas.

4. Limpiar las paredes con papel de manos e introducir la celda en el
espectrofotometro.

5. Registrar la lectura a 675nm.

2.4 Obtencién de la biomasa

Dada la minima escala a la que se trabajd, se utilizé el método de centrifugado
(Hielscher, 1999):

1.

Introducir los tubos con el cultivo a la centrifuga, considerando el tamafio de
la célula se trabaj6 a 2000 rpm por 10 minutos.

Se extrae el sedimento y se forma una sola masa.

Para realizar una lisis celular se utiliza el método de ondas de ultra sonido
(Hielscher, 1999), para esto se coloca la masa en 5mL de solucién buffer de
extraccion y se somete a vibracion ultrasénica por 60 segundos y por 2
repeticiones.

Se centrifuga a 2000 rpm por 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante.

Finalmente, el pellet obtenido someter al secado en estufa por 3 horas a 105°C.

2.5 Cuantificacion del contenido proteico

Se cuantifico proteinas mediante el método de Biuret, tomando como referencia

la recta estandar de una solucion de seroalbumina bovina (BSA) (Goméz, 2007).

Se prepara el reactivo de Biuret de acuerdo a la teoria y se procede asi:

1.

De la biomasa obtenida se pesa 25mg y se disuelve en 1mL de solucion Buffer
de extraccion
Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos.

Retirar el sobrenadante con una pipeta y pasarlo a otro tubo limpio
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4. Al tubo con sobrenadante afadir 4 mL de reactivo de Biuret y agitar

suavemente, dejar reposar 60 minutos.

5. Medir en una celda de vidrio a una amplitud de onda de 540nm y contra un

blanco de agua destilada.

6. Se compara la absorbancia con la recta estandar de BSA.

- LaFigura 3 muestra los valores con los que se construyd la recta estandar para el

calculo de porcentaje de proteina por el método de Biuret

0,3000
0,2500
0,2000
0,1500
0,1000
0,0500
0,0000

Absorbancia BSA mg/mL
y =0,1168x + 0,0062
2=0,9965
0,5 1 1,5 2 2,5

3. RESULTADOS

3.1 Identificacion

Figura 3: Recta estandar de BSA

Segun las micrografias obtenidas de las placas 10°,10° y las claves dicotémicas (Wehr,
Sheath, & Kociolek, 2015), se puede identificar que la especie predominante es
perteneciente al género Scenedesmus, de la division Chlorophyta.

En la Figura 4 se observa colonias formadas por grupos de 4 células, con una
organizacion en zigzag, cuerpo celular alargado en forma de huso con pared celular lisa,

presentando las células externas una curvatura hacia dentro, y células esféricas de 4um
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de diametro, agrupas en cenobios de 2 a 4 cenobios organizados en linea o en forma

alterna.

16
pm

Figura 4: Vista microscopica de cultivo axénico de Scenedesmus sp
con lente Gptico 100x.

3.2 Propagacion

Como se puede observar en la Figura 5, el crecimiento de Scenedesmus sp en el medio
de cultivo Bristol tuvo una fase inicial de adaptacién en los 4 primeros dias, el crecimiento
fue casi lineal, el aumento fue en promedio de170000 células por dia, en los dias del 5to
al 8vo se produce la fase exponencial con un crecimiento en promedio de 700000 células
por dia, y el 9no y 10mo se observa la fase estacionaria y muerte. En la Figura 5, en el
medio de cultivo BG11 la fase de adaptacion fue hasta el dia 4to con un crecimiento diario
en promedio de 50000 células, en los dias del 5to al 8vo se produce la fase exponencial
con un crecimiento diario en promedio de 300000 células, en los dias 9no y 10mo se
observa la fase estacionaria y de muerte. En ambos medios de cultivo las curvas de
crecimiento presentan definidas las fases de crecimiento celular con una fase exponencial
de 3 dias. En el medio de cultivo Bristol el crecimiento en la fase exponencial fue 52.12%

mayor que en medio de cultivo BG11.
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La Tabla 1 muestra los resultados del contaje por cAmara de Neubauer de la propagacion

del cultivo axénico de Scenedesmus sp en medio de cultivo Bristol.

Dias Ax1 AX2 AXx3 TE=}
1 110000 115000 101500 108833 + 5572
2 155000 165000 145500 155166 + 7961
3 296500 301500 290500 296166 + 4496
4 464500 510500 445500 473500 + 27288
5 797000 818500 773000 796166 + 18584
6 1463500 | 1593500 | 1450500 | 1502500 + 64565
7 2828500 | 2877500 | 2800000 | 2835333+ 32006
8 3950000 | 3962500 | 3940000 3950833 + 9204
9 4302500 | 4361000 | 4284500 | 4316000 + 32657
10 4200500 | 4207000 | 4199500 4202333 + 3324

Tabla 1: Contaje celular donde Ax1, Ax2 y Ax3 representa al contaje celular de las de
la combinacion Bristol-Contaje

- LaFigura 5 muestra la curva de crecimiento de Scenedesmus sp determinado por

contaje celular en medio Bristol.

Contaje Medio Cultivo Bristol

5000000,00
4500000,00
4000000,00
3500000,00
3000000,00
2500000,00
2000000,00
© 1500000,00
1000000,00
500000,00
0,00 ~—

élulas/mL

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
dias cultivo

Figura 5: Cinética de crecimiento por contaje celular de Scenedesmus sp en Bristol
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- La Tabla 2 muestra los resultados de la medicion por absorcion optica de la

propagacion del cultivo axénico Scenedesmus sp en medio de cultivo Bristol.

Dias Ayl Ay?2 Ay3 TE=)
1 0,2956 0,2959 0,2928 0,2948 + 0,0014
2 0,2964 0,2971 0,2957 0,2964 £ 0,0006
3 0,2991 0,2997 0,2971 0,2986 + 0,0011
4 0,3028 0,3051 0,3001 0,3026 + 0,0020
5 0,3069 0,3099 0,3033 0,3067 £+ 0,0027
6 0,3458 0,3487 0,3418 0,3454 +0,0028
7 0,3625 0,3657 0,3599 0,3627 £ 0,0024
8 0,4025 0,4075 0,4002 0,4034 £ 0,0030
9 0,4121 0,4198 0,4108 0,4142 £ 0,0040
10 0,4156 0,4179 0,4133 0,4156 + 0,0019

Tabla 2: Contaje celular donde Ayl, Ay2 y Ay3 representa al contaje celular de las de
la combinacion Bristol-Absorcion

- LaFigura 5 muestra la curva de crecimiento de Scenedesmus sp determinado por

absorbancia dptica en medio Bristol.

Absorbancia Medio Cultivo Bristol
0,4400
0,4200
0,4000
8 /
S 0,3800 /
3 03600
2 /
f; 0,3400 /
0,3200 l"—_—/
0,3000 ‘

0,2800

Dias de cultivo

Figura 6: Cinética de crecimiento por absorbancia dptica de Scenedesmus sp en Bristol
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- La Tabla 3 muestra los resultados del contaje por cAmara de Neubauer de la

propagacion del cultivo axénico de Scenedesmus sp en medio de cultivo BG-11.

Dias Bx1 Bx2 Bx3 TS}
1 109000 115500 114500 113000 * 2857
2 113000 128000 117500 119500 + 6284
3 164000 169000 168000 167000 £ 2160
4 211000 219500 215500 215333 + 3472
5 310000 319500 314500 314666 + 3880
6 625000 633500 629500 629333 + 3472
7 812500 818000 817000 815833 + 2392
8 1823500 | 1828850 | 1828000 | 1826783 + 2347
9 1802500 | 1808450 | 1807000 | 1805983 + 2533
10 1810000 | 1815000 | 1814500 | 1813166 + 2248

Tabla 3: Contaje celular donde Bx1, Bx2 y Bx3 representa al contaje celular de las de

- LaFigura 7 muestra la curva de crecimiento de Scenedesmus sp determinado por

la combinacion BG-11-Contaje

contaje celular en medio BG-11.

células/mL

2000000,00

Contaje Medio Cultivo BG-11

1800000,00
1600000,00

1400000,00

1200000,00
1000000,00

800000,00

600000,00
400000,00

200000,00

0,00

4

5 6
dias cultivo

7 8 9

10

Figura 7: Cinética de crecimiento por contaje celular de Scenedesmus sp en BG11




- La Tabla 4 muestra los resultados de la medicion por absorcion optica de la

propagacion del cultivo axénico Scenedesmus sp en medio de cultivo BG11.

Dias Byl By2 By3 TE=)
1 0,2935 0,2941 0,2938 0,2938 + 0,0002
2 0,2938 0,2963 0,2947 0,2949 + 0,0010
3 0,2944 0,2955 0,2961 0,2953 + 0,0007
4 0,2951 0,2967 0,2654 0,2857 £ 0,0144
5 0,2987 0,2995 0,2994 0,2992 + 0,0004
6 0,3017 0,3028 0,3022 0,3022 £ 0,0004
7 0,3125 0,3184 0,3169 0,3159 £ 0,0025
8 0,3528 0,3592 0,3581 0,3567 £ 0,0028
9 0,3558 0,3587 0,3585 0,3576 £ 0,0013
10 0,3595 0,3591 0,3589 0,3591 + 0,0002

Tabla 4: Contaje celular donde By1, By2 y By3 representa al contaje celular de las de
la combinacion BG11-Absorcion

- LaFigura 8 muestra la curva de crecimiento de Scenedesmus sp determinado por
absorbancia dptica en medio BG11.

Absorbancia Medio Cultivo BG-11

0,3800

0,3600 Y s >

0,3400 /

1a

S /
C
[15]
£ 0,3200
2 /
< 0,3000 w
0,2800
0,2600

dias cultivo

Figura 8: Cinética de crecimiento por absorbancia dptica de Scenedesmus sp en BG11
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- La Figura 9 muestra la correlacion del contaje celular y la absorbancia medida a

675nm de la propagacion en medio de cultivo Bristol

Contaje vs Absorbancia (Bristol)
y = 3E+07x - 1E+07

4200000,00 RE=0.9876
3600000,00 /

@ 3000000,00
© 2400000,00
1800000,00

1200000,00

4800000,00

a

Con

600000,00 “/‘/’
0,00 \ ‘

0,2800 0,3000 0,3200 0,3400 0,3600 0,3800 0,4000 0,4200 0,4400
Absorbancia

Figura 9: Correlacion de contaje celular vs absorbancia (Bristol)

- LaFigura 10 muestra la correlacion del contaje celular y la absorbancia medida a

675nm de la propagacion en medio de cultivo BG11

Contaje vs Absorbancia (BG11)
2000000,00

1800000,00 y= ZRE;:OST(Q} glE+06 /
1600000,00
1400000,00
1200000,00
1000000,00
800000,00 /
600000,00 *
400000,00

200000,00
o

0,00
0,2800 0,2900 0,3000 0,3100 0,3200 0,3300 0,3400 0,3500 0,3600 0,3700

Absorbancia

je

Conta

(4

Figura 10: Correlacion de contaje celular vs absorbancia (BG11)
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- LaFigura 11 muestra la relacion entre la propagacion en medio de cultivo Bristol
y medio de cultivo BG11

Medio Cultivo Bristol vs BG-11

5000000,00
4000000,00
-
£ 3000000,00
%
= 2000000,00 BRISTOL
e | ——BG11
1000000,00 M{
0,00 | #=——t—t—""
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
dias cultivo

Figura 11: Crecimiento celular Bristol vs BG11

3.3 Obtencion de biomasa y contenido proteico

La productividad de biomasa seca de Scenedesmus sp en medio de cultivo Bristol,
como muestra la Tabla 5, fue mayor en un 46,02% en relacién con la biomasa seca
obtenida en el medio de cultivo BG11, como se observa en la Tabla 6.

En la Tabla 5 se observa que se obtuvo la mayor productividad de biomasa seca en
medio Bristol y fue de 0,52g/L para el cultivo A3.

Para el contenido proteico, en la Tabla 7, se observa que el contenido proteico para la
muestra obtenida en medio de Cultivo Bristol en promedio fue de 0.1884 g/L que
equivale al 38.13%. En la Tabla 8, podemos observar que el contenido proteico para
el cultivo BG11 fue de 0.0925 g/L que corresponde al 34.58%. Los valores proteicos
obtenidos difieren en un 3.58%, que se considera una variacion no significativa; el
contenido proteico para Scenedesmus sp, cultivado en medio de Cultivo Bristol y

BG11 no mantienen relacion directa a la produccion de biomasa.
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- La Tabla 5 muestra la productividad de biomasa seca obtenida de la propagacion

de Scenedesmus sp en medio de cultivo Bristol.

Productividad de biomasa seca de
Scenedesmus sp en medio de cultivo
BRISTOL
CULTIVO g L g/L

Al 0,0225 | 0,05 | 0,450
A2 0,0257 | 0,05 | 0,514
A3 0,0261 | 0,05 | 0,522

TOTAL 0,0743 | 0,15 | 0,495

Tabla 5: Productividad de biomasa seca en Bristol

- La Tabla 6 muestra la productividad de biomasa seca obtenida de la propagacion

de Scenedesmus sp en medio de cultivo BG11.

Productividad de biomasa seca de
Scenedesmus sp en medio de cultivo BG11
CULTIVO g L g/L

Bl 0,0134 | 0,05 | 0,2680
B2 0,0129 | 0,05 | 0,2580
B3 0,0138 | 0,05 | 0,2760
TOTAL 0,0401 | 0,15 | 0,2673

Tabla 6: Productividad de biomasa seca en BG11

- La ratio de contenido proteico en el medio de cultivo Bristol es de 2,89 y en el
medio de cultivo BG11 es de 2,62.
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La Tabla 7 muestra los resultados de contenido proteico de los cultivos en medio

Bristol. Se reemplazo los valores de la formula de la recta estandar y se obtuvo:

Contenido de proteina (BRISTOL)
CULTIVO |Abs540nm | Proteina g/L | %Proteina
Al 0,0275 0,1824 40,53%
A2 0,0282 0,1884 36,65%
A3 0,0289 0,1943 37,23%
PROMEDIO 0,1884 38,13%

Tabla 7: Contenido proteico de Scenedesmus sp en medio Bristol

La Tabla 8 muestra los resultados de contenido proteico de los cultivos en medio

BG11. Se reemplazo los valores de la formula de la recta estandar y se obtuvo:

Contenido de proteina (BG11)

CULTIVO |Abs540nm | Proteina g/L | %Proteina
Bl 0,0171 0,0933 34,82%
B2 0,0165 0,0882 34,18%
B3 0,0174 0,0959 34,74%
PROMEDIO 0,0925 34,58%

Tabla 8: Contenido proteico de Scenedesmus sp en medio BG11
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

- De acuerdo a Mitsufumi, et al. (2009), la especie Scenedesmus sp, es una
microalga que, dependiendo del estado de crecimiento, se encuentra en ovoides,
las cuales son células esféricas de 2 a 6 um de diametro, sin embargo,
posteriormente su morfologia cambia a cenobios de 3 a 7 um de ancho y de 11 a
20 um, quienes se agrupan de 2 a 4 cenobios organizados en linea 0 en forma
alterna. Para nuestro estudio, se observa desde cenobios individuales hasta
asociaciones de 4 cenobios con un largo maximo de 16 pum-. Segun Parra &
Bicudo (1996). Las microalgas se clasifican de acuerdo a caracteres establecidos
como naturaleza de los pigmentos fotosintéticos, presencia y numero de flagelos,
metabolitos de reserva entre otros, para dar lugar a divisiones y clases segun el
énfasis que los investigadores le otorgan a estos caracteres, para nuestro estudio,
cumple con las cualidades otorgadas a la Division Chlorophyta y Clase
Chlorophyceae. Para VVolker , et al. (1999) las microalgas de esta division constan
de células fusiformes, de color verde, se reconocen cloroplastos, formas
unicelulares y autoesporas como se observa en la Figura 2.

- Laintensidad de luz, la temperatura y la concentracion de nutrientes son factores
importantes en la regulacion del crecimiento del fitoplancton. En la investigacion
realizada por Voltolina, et al. (1999), encontraron que la temperatura tuvo un
efecto mas acentuado que la iluminacion en el deterioro de crecimiento de
Scenedesmus. Ellos encontraron que a una temperatura de 15 °C se inhibe el
crecimiento de esta microalga y a 30 °C crece lentamente. Sin embargo, en esta
investigacion se encontrd que a pesar de que durante los 10 dias de crecimiento,
entre las 23:00 y 4:00 horas se tuvo temperaturas ambientales entre los 7y 13 °C,
no se evidencié anomalias en las curvas de crecimiento cinético en ambos medios.
En cuanto a los fotoperiodos, Shih-Hsin, et al. (2012) en su estudio probaron tres
fotoperiodos luz:oscuridad de 8:16, 12:12 y 24:0, encontrando que con el
fotoperiodo de 8:16, la velocidad de divisidon disminuyo significativamente, en
nuestro estudio se realiz6 fotoperiodos de 12:12 sin encontrar variabilidad en su
curva de crecimiento en relacion a fotoperiodos 8:16 y 24:0. En el trabajo
realizado por Tripathi & Gaur (2006) sobre el comportamiento fisiologico de
Scenedesmus durante la exposicion de Cu y Zn, no se observaron diferencias

significativas en el crecimiento entre dos medios de cultivo utilizados a pesar de
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que el medio F cuadriplica la cantidad de nutrientes respecto al medio T. Para
nuestro estudio si se observa una diferencia en el crecimiento celular, esto implica
que las concentraciones de nutrientes en BG11 no son suficientes para un
crecimiento adecuado de la especie. Segun Chem et al. (2013) los macronutrientes
que requiere la microalga Scenedesmus sp deben ser mayormente sales de cloruro
de sodio y magnesio, y sulfatos. En nuestro estudio, los porcentajes de estos
elementos son mayores en un 25,26% en el medio Bristol. Finalmente se
demuestran que el contenido nutritivo de Bristol y condiciones fisicas a las cuales

se desarrollo nuestro estudio fueron aptas para Scenedesmus sp.

En nuestro estudio el valor de biomasa obtenido es mayor a los reportados por
Chinnasamy (2009), quién en su estudio de crecimiento microalgal con
variaciones de las condiciones de CO2 y temperatura, tuvo valores de produccion
de biomasa entre 0,32g/L y 0,42g/L. Por el contrario, la produccion de biomasa
de este estudio estuvo por debajo del valor reportado por Gonzélez & Cafiizares
(1998), donde se efectuaron cultivos microalgales variando las concentraciones
de nitrogeno y fosforo y se obtuvo valores de produccion de biomasa de 0,53g/L.
La diferencia entre los resultados obtenidos estd dada por la disponibilidad de
macronutrientes que requieren las microalgas para mantener niveles éptimos de
crecimiento, para Scenedesmus sp en este estudio, al no registrar mediciones de

CO2 se descarta la incidencia del mismo en la produccién de biomasa seca.

El contenido proteico depende principalmente por el suministro de nitrégeno del
medio; el nitrégeno es el elemento principal en el crecimiento microalgal ya que
forma parte de las proteinas y nucleodtidos de la biomasa segin Breman &
Owende (2010). Para Gonzélez & Cafiizares (1998) las disposicion de nitrégeno
en ambos medios de cultivo estd dada por el grupo nitrato NO3 que resulta ser la
forma mejor absorbida por las microalgas, por lo que a pesar de la diferencia de
valores en la produccion de biomasa esta no tuvo mayor relacion en el ratio de
produccion de material proteico. El porcentaje proteico de la microalga
Scenedesmus sp fue, en promedio, de 36,2% lo que la hace un nutriente de alta

calidad comparable con la proteina vegetal de la soya (Valentas, 1991), y; le
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proporciona un valor importante dentro de la industria alimentaria como fuente de

proteina.

CONCLUSIONES

La combinacidn de técnicas de enriquecimiento con diluciones seriadas resulta un
método idoneo para obtener un cultivo axénico de un consorcio no saturado.

Las condiciones de cultivo dispuestas a una temperatura de 20°C, con
fotoperiodos de 12:12 (luz-oscuridad) favorecen el crecimiento exponencial de la
cepa Scenedesmus sp.

Tener un cultivo axénico favorece la aplicacion de un método indirecto para la
determinacion del crecimiento celular mediante densidad dptica al tener unas
correlaciones altas.

En relacion a la productividad de biomasa microalgal, para Scenedesmus sp, un
medio de cultivo rico en sales favorece su rendimiento a escala laboratorio.

El método de ruptura celular por ondas ultrasénicas como pretratamiento para
determinacion de proteinas por el método de Biuret resulta una opcion aceptable
ya que los valores obtenidos son comparables a los resultados obtenido por
Gonzélez & Cafiizares (1998) en su estudio sobre la incidencia del N2 en la
produccién de proteina algal .

En la actualidad con una vision de lograr que sea mejor el sistema socio
econdmico en el Ecuador, cuando la soja es la proteina vegetal de origen terrestre
mas empleada como sustituto de la proteina convencional, las preocupaciones
ambientales se originan por el uso de la tierra y los requerimientos de fertilizantes
asociados con la produccién de soja, en nuestro estudio, la produccién de
Scenedesmus sp., se considera rentable ambientalmente al no requerir
acondicionamientos de CO?2 artificial ni fotoperiodos de 24:0; segin Breman &
Owende, 2010, las algas son un elemento clave en la disminucion de la huella de

carbono porque no solo consumen CO2 sino que también consumen otros
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nutrientes y microelementos que se encuentran en los residuales producidos por
la agroindustria, la ganaderia o la actividad urbana; por tanto se puede considera
que la aplicacién a gran escala de la microalga Scenedesmus sp. como una fuente
efectiva de proteina, no esta limitada por acondicionamientos de produccion y
técnico, con lo que concluimos que estos resultados la hacen una especie

recomendada para la produccion industrial orientada al uso alimentario.
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ANEXOS

Anexo A: Registro Fotografico del experimento

Figura 9: Aislamiento y dilucidn seriada

Figura 10: Equipo de incubacion y vista microscopica del cultivo seriado
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Figura 11: Conteo en camara de Neubauer de Scenedesmus sp
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Figura 12: Lisis celular por ondas ultrasénicas
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Figura 13: Analisis de proteina por método de Biuret
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Anexo B: Resultados de identificacion morfologia externa

GRU
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REPORTE DE ANALISIS

Cliente: Ing. Laura Fernandez
Proyecto: Andlisis de Microalgas
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; 1 Muestra de Suspensién microalgal en medio
Tipo de Muestra: oy e S L STor ?
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(§) Parametros realizados en laboratorios especializados. Gruentec se responsabiliza por los resultados emitidos.

a1) La identificacion se realizé mediante técnicas microscopicas.

b1)Para la identificacion microscépica, la muestra fue homogenizada, posteriormente se tomaron 100ml de la suspension
microalgal, para ser observadas a 100X en el microscopio.

’ / J=

X

V" ng-tsabel Estrella
Gerente de Operaciones

Nota 1; Estos analisis, opiniones y/o interpretaciones estén basados en el material e informacién provistos

por el cliente para quien se ha realizado este reporte en forma exclusiva y confidencial.

Nota 2; La toma de muestras fue realizada directamente por el cliente.

Nota 3: El cliente puede solicitar la fecha de analisis de los parémetros en caso de requeririo.
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