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RESUMEN

El uso constante de los combustibles fosiles y el impacto ambiental que estos producen
ha despertado el interés en nuevas fuentes de energia renovables. Existe actualmente una
fuerte tendencia hacia el desarrollo de biocombustibles a partir de biomasa de tercera
generacion, como las microalgas. En esta investigacion se aisl6 e identifico la microalga
Desmodesmus armatus a partir de muestras de agua del centro de la laguna de la Reserva
Bioldgica Limoncocha mediante comparaciones bibliogréficas, la identificacion
molecular se realiz6 mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) y construccion
de arboles filogenéticos usando las regiones ITS y 18S. Se realiz6 un cultivo de diez dias
en fotobiorreactores por lotes de 1L con medio BG11 en el que se obtuvo 2,5 g/L de
biomasa microalgal; ademas, se determiné la remocion de nutrientes (NOs~, POs* y
DQO) diariamente. Se evalud el contenido de lipidos a partir de biomasa himeda y seca;
y éacidos grasos libres (AGL) con biomasa seca, usando los solventes organicos
cloroformo:metanol (1:2) [CHCI3:CH3OH (1:2)] y acetato de etilo grado HPLC, los
mejores resultados se obtuvieron con la mezcla de solventes CHCI3:CH3OH (1:2), cuyos
porcentajes de lipidos a partir de biomasa himeda y seca fueron 6,48% y 21,50%,
respectivamente; mientras que el rendimiento en peso para AGL resulto de 52,80%. Con
los estudios realizados y los valores obtenidos no es posible descartar el uso de esta
microalga para la potencial produccion de biocombustibles y se sugiere realizar mas

experimentos.

Palabras clave: Desmodesmus armatus, biomasa, lipidos, acidos grasos libres (AGL),

biocombustibles
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ABSTRACT

The constant use of fossil fuels and the environmental impact they produce has sparked
interest in new renewable energy sources. There is currently a strong trend towards the
development of biofuels from third generation biomass, such as microalgae. In this
investigation, the microalgae Desmodesmus armatus was isolated and identified from
water samples from the center of the lagoon of the Limoncocha Biological Reserve by
means of bibliographic comparisons, molecular identification was carried out by PCR
(polymerase chain reaction) and tree construction Phylogenetic using the ITS and 18S
regions. A culture of ten days was carried out in photobioreactors in batches of 1L with
BG11 medium in which 2.5 g/L of microalgal biomass was obtained; in addition, the
elimination of nutrients (NOs~, PO4>~ and COD) is determined daily. The lipid content
was evaluated from wet and dry biomass; and free fatty acids (FFA) with dry biomass,
using the organic solvents chloroform: methanol (1:2) [CHCI3: CH3OH (1:2)] and HPLC
grade ethyl acetate, the best results were obtained with the solvent mixture CHCls:
CH30OH (1:2), whose percentages of lipids from wet and dry biomass were 6.48% and
21.50%, respectively; while the yield by weight for AGL was 52.80%. With the studies
carried out and the values obtained, it is not possible to rule out the use of this microalgae

for the potential production of biofuels and it is suggested to carry out more experiments.

Keywords: Desmodesmus armatus, biomass, lipids, free fatty acids (FFA), biofuels
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INTRODUCCION

El uso prolongado de combustibles fosiles para la generacion de energia y como
combustible para el transporte, ha generado altas emisiones de dioxido de carbono (CO>)
a la atmosfera. (Gupta, V. K., & Tuohy, 2013). Mas del 80% de la energia utilizada
proviene de tres tipos de combustibles fésiles: petroleo, carbdn y gas natural. Alrededor
del 98% de las emisiones de dioxido de carbono (COy), didxido de azufre (SO2), 6xido
de nitrégeno (NOx) y monoxido de carbono (CO), son causadas por la combustion de los
hidrocarburos anteriormente mencionados (Milano et al., 2016).

Existe una necesidad imperiosa de reducir estas emisiones de gases de efecto
invernadero para mitigar el fenémeno del calentamiento global. Desde hace algunos afios,
se investigan y desarrollan fuentes de energia alternativas, incluidas la energia solar,
hidroelectricidad, energia geotérmica, energia edlica, energia oceanica y los
biocombustibles (Saifullah et al., 2014). Los biocombustibles como el biodiesel
provienen de la biomasa, cuyo origen es a través de procesos biologicos y tienen el
potencial de fortalecer la seguridad energeética, siendo una fuente de energia ecoldgica,
no toxica y altamente biodegradable (Tsanaktsidis et al., 2010). La combustion del
biodiesel emite menos COx, SOx, hidrocarburos, aromaticos, alquenos, aldehidos,
cetonas y material particulado. (Anderson, 2011)

Actualmente existen tres generaciones de diferentes materias primas para la
obtencion de biodiesel. La primera generacion producido a partir de soja, aceite de palma,
etc.; segunda generacion producido a partir de aceite de salmon, semillas de tabaco, paja,
etc. y la tercera generacion a partir de biomasa de microrganismos como microalgas,
levaduras y hongos (Alam et al., 2012). Las microalgas son microorganismos
fotosintéticos autdtrofos -heterdtrofos, capaces de convertir la energia solar y sintetizar

compuestos de carbono mediante la fijacion del CO,. Estdn presentes en una gran
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variedad de cuerpos de agua, como lagos, estanques, rios y mares. También se encuentran
en la mayoria de ambientes terrestres incluyendo aquellos con condiciones extremas, ya
que cuentan con una gran capacidad de adaptacion. (Guaman & Gonzalez, 2015)

La biomasa microalgal produce tres componentes bioquimicos principales que
consisten en carbohidratos, proteinas y lipidos. Se conoce que las microalgas sintetizan y
acumulan réapidamente cantidades mucho mas elevadas de lipidos que las plantas
terrestres debido a sus altas tasas de crecimiento (Metting, 1996). Sin embargo, los
rendimientos de lipidos y las tasas de crecimiento varian significativamente entre las
diferentes especies. (Hu et al., 2008)

Los lipidos de microalgas contienen el doble de energia almacenada por &tomos
de carbono que los carbohidratos, lo que se traduce directamente en un aumento doble en
el contenido de energia del combustible. La biomasa de microalgas ha sido el foco de
atencion de la comunidad cientifica durante las Ultimas décadas para la produccion de
energia alternativa y sostenible, junto con otras aplicaciones y productos derivados como
alimentos, compuestos antioxidantes y su implementaciobn en procesos de
biorremediacion. (Rawat et al., 2013)

Se sabe que los generos de microalgas que son capaces de producir mayor
contenido de biomasa y produccion de lipidos para la elaboracion de biocombustibles
son: Chlorella, Scenedesmus, Ankistrodesmus, Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria,
Micractinium, Golenkinia, Phormidium, Botryococcus, Spirulina, Nitzschia, Navicula y
Stigeocloniu (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014). Desmodesmus sp. es muy comdn en
lagos eutrofizados, siendo indicadoras del grado de contaminacion de estos sistemas
(Bicudo & Menezes, 2006). Para realizar una seleccion de microalgas para la produccién

de biodiesel, se deben tomar en cuenta: alta produccion de biomasa, rendimiento lipidico,
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y eficiencia de auto sedimentacion (Huang et al., 2012); caracteristicas comunes en este
género de microalgas.

A pesar de que el cultivo de microalgas para la generaciéon de biomasa puede ser
costoso por los volimenes de agua potable que se requieren en la escala industrial, la
utilizacion de aguas residuales como fuente de nutrientes constituye una alternativa
favorable para la produccion de biodiesel con microalgas. Es por ello que el cultivo de
microalgas puede representar en el futuro una alternativa que resuelva parcialmente los
problemas ambientales y la inestabilidad en los precios de los derivados del petroleo. (R.
A. R. Morales, 2013)

En Ecuador no se han realizado muchos estudios sobre el potencial para generar
biocombustibles a partir de microalgas, aunque existen catalogos de microalgas y
cianobacterias de agua dulce (Guaman & Gonzalez, 2015), (E. Morales et al., 2013), (Reis
& Andrade, n.d.), (Vega-quezada et al., 2016). Siendo un pais megadiverso y por su
variedad climatologica y ubicacion geogréfica, existen oportunidades para nuevas
investigaciones sobre la produccion de biocombustibles.

Por lo anteriormente mencionado, en esta investigacion se estudio a la microalga
Desmodesmus armatus autdctona del Ecuador, aislada de la laguna de la Reserva
Biologica Limoncocha e identificada mediante herramientas moleculares, para evaluar su
potencial generador de biomasa y de lipidos, como materia prima para la obtencion de
biodiesel.

METODOS
Aislamiento y cultivo

La toma de muestras de agua realizada en la laguna de la Reserva Bioldgica

Limoncocha, Sucumbios - Ecuador (0°24'S 76°36'0), se efectué amparado en el convenio

MARCO entre el Ministerio de Ambiente y Aguas Ecuatoriano (MAE) y la Universidad
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Internacional SEK, convenio Nro. MAE-CGJ-2019-0130-O. Para el muestreo se
utilizaron tubos conicos de 50 mL, previamente esterilizados con luz UV-C. Las muestras
fueron colectadas del centro de la laguna empleando una botella de VVan Dorn (botella de
agua vertical), con intervalos de 20 cm hasta una profundidad de 260 cm. Muestras
adicionales fueron tomadas de la superficie de la desembocadura del rio Pishira. Las
muestras de agua se almacenaron a 4°C y fueron transportadas conservando la cadena de
frio hasta las instalaciones de la UISEK.

Previo al cultivo, cada muestra se centrifugd a 3500 xg por cuatro minutos para
concentrar los microorganismos presentes. Posteriormente, se prepararon los medios
solidos selectivos Blue-Green Medium (BG11) y Bold’s basal Médium (BBM) segun
(Andersen, 2005), con 1,4% de agar y se sembraron 100 uL con asa de Digralsky
(diseminacidn estéril) en cajas Petri. Cada muestra se sembro en placas con BG11 y otras
con BBM. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente (Quito, Ecuador), con ciclos
de luz 12:12 e intensidad de luz de 60 pmol m2 s aproximadamente. Se hicieron repiques
sucesivos de colonias hasta obtener cultivos axenicos verificados por microscopio (Leica
DM750). Al cultivo axénico final se le asignd el codigo L60cmC1B-17519, para su
almacenamiento en la institucion.

Identificacién morfoldgica

La identificacion morfologica se realizd con técnicas microscépicas segun Clarke,
A., Eberhardt, C., & Eberhardt (2002). Se identificé el género y especie mediante
comparacion con las descripciones originales de Bicudo & Menezes (2006) y Hentschke
& Carvalho (2010), ademas de la comparacién con las especies disponibles en la base de

datos de algas de Guiry (2020).
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Identificacién molecular y analisis filogenéticos

La amplificacion de los cédigos de barras genémicos se realizd mediante PCR de
colonia, usando las regiones ITS1-5.8S-1TS2 y 18S de ADN ribosomal (ADNr). Para ello,
se utilizaron los cebadores ITS1-4 (White et al., 1990, modificados por Haidi et al 2016)
y el set CHLORO para laregion 18S (Moro et al., 2009). La mezcla de reaccidn se realiz6
siguiendo las indicaciones de kit MasterMix™ de PROMEGA® , las concentraciones de
cebadores y el programa de ciclado fueron las descritas por Hadi et al. (2016) y Moro et
al. (2009) segun la region a amplificar. Los productos de PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 2% tefiidos con Sybr-safe™ (0.1 pL/mL) y sometidos a un campo eléctrico por
1h a 100v constantes. La purificacion de los productos de amplificacion se realizd
siguiendo 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 a partir de los diferentes
sets de cebadores fueron ensambladas en una secuencia consenso, usando GeneStudio

Professional Edition (disponible en http://www.genestudio.com).

Se realiz6 un BLAST para comparar la secuencia consenso de las regiones 18S e
ITS con la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Posteriormente, se realizo un analisis de filogenia mediante el programa MEGA en la
construccion del arbol filogenético basado en Maxima Verosimilitud (ML; Maximum
Likelihood), encontrando los mejores modelos de ADN para indicar las relaciones
evolutivas del organismo (Kumar et al., 2018).
Determinacion del crecimiento algal y obtencion de biomasa

Se realizaron cultivos liquidos por triplicado en fotobiorreactores de 1 Litro de
medio BG11 por diez dias, empleando un in6culo inicial de 1.1x10° células/mL, con las

siguientes condiciones: temperatura ambiente (Quito, Ecuador), ciclos de luz 12:12 e
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intensidad de luz de 60 umol m2 sty un suministro de aireacion constante usando un
compresor de aire JAD S-4000B con una tasa de aireacion de 4,2 L/min.
Para construir la curva de crecimiento celular, se realizaron conteos diarios

empleando una camara de Neubauer y la formula representada en la Ec. (1).

Total de células contadas

Concentracion = x10000xDilucién Ec. (1)
Total de cuadrantes

Adicionalmente, se midi6 la densidad o6ptica de los cultivos a 680 nm
espectrofotdbmetro (HACH DR5000) (Sun et al.,, 2019). Finalmente, se realizd la
determinacion del peso seco siguiendo el método de Voltolina (2015), en el que se tomo
1 mL de cultivo y se colocé un papel filtro previamente pesado, se dejé secar por 12 horas
a 60°C y se reporto el peso. Se registrd la diferencia en el peso total.

Determinacion de la remocidn de nutrientes

Un total de 15 mL de cultivo fueron colectados a diario y se centrifugaron a 4500
Xg por cinco minutos para extraer el sobrenadante y determinar los pardmetros quimicos
del cultivo. Se emplearon protocolos estandarizados de la Casa Comercial HACH: para
determinar fosforo reactivo (PO4>) se utilizd el método (Hach 8114), la demanda quimica
de oxigeno (DQO) con el método (Hach 8000) y para medir nitratos (NO3") con el método
(Hach Company 8039).

Determinacion de porcentaje de lipidos

Se determind el porcentaje de lipidos (% de grasa total) mediante el protocolo de
extraccion de lipidos en seco y humedo de Bligh & Dyer modificado por IMARPE
(Salazar Pérez, 2012). Se utilizaron los solventes organicos cloroformo:metanol (1:2)
[CHCI3:CH3OH (1:2)] y acetato de etilo (Acet. 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 24 h a 4°C protegido de la luz. Posteriormente se realiz6 una segunda

sonicacion, se recupero el extracto, se agregd NaCl 0.58%, se aplicé vortex por un minuto,
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se centrifugo y finalmente se colocd la fase organica en un tubo previamente pesado para
secarlo por 12 h a 68°C hasta peso constante.
Determinacion de acidos grasos libres (AGL)

Se determinaron los AGL mediante el protocolo de extraccion de acidos grasos
libres (AGL) de Tanzi et al. (2013). Los experimentos se realizaron por triplicado,
utilizando los solventes organicos CHCI3:CH3OH (1:2) y Acet. de etilo, con 0,5 g de
biomasa seca con 0,1 g de KOH. Se llevo a reflujo a 60°C durante 5 h a 300 rpm. La
mezcla obtenida se filtrd, se afiadieron 5 mL de solvente y 5 mL de agua destilada, la
solucién se traslad6 a un embudo de decantacion, se liberaron los gases y se dejé reposar
por diez minutos. Se extrajo la fase organica en un tubo previamente pasado para secarlo
por 12 h a 68°C hasta peso constante.

Analisis estadistico

Los parametros asociados a densidad celular, densidad Optica, biomasa seca y
remocion 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 version 18. Las
diferencias de medias entre cada grupo se consideraron estadisticamente significativas al
presentar valores de p<0,05.

RESULTADOS
Aislamiento e identificacion morfol6gica de Desmodesmus armatus

A partir de los muestreos efectuados en la laguna de la Reserva Bioldgica de
Limoncocha, se logrd obtener un cultivo axénico a partir de muestras de agua del centro
de la laguna a una profundidad de 60 centimetros, comprobado mediante observacion al
microscopio. En la figural A, B y C se observan las imagenes obtenidas de la especie

L60cmC1B-17519. En la figura 1A se muestran las colonias axénicas en placas de medio
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BG11 del cultivo L60cmC1B-17519. En la figura 1B Se muestra un aumento de 40X de
las células algales, las cuales tienden a presentarse en forma de células aisladas y
conformando cenobios de cuatro células. En la figura 1C, con un aumento de 100X, se
puede observar un cenobio plano, con cuatro células dispuestas linealmente, asi como la
célula individual. Las células externas estdn compuestas por tres espinos cortos,
ligeramente curvos. Las células internas tienen espinos cortos dispuestos en forma lineal,
un cloroplasto parietal, un pirenoide, largo 5,7 pum, ancho 4,6 um y la longitud de las
espinas 4,2 um. Esta descripcion obtenida a partir de cultivos in vitro de la especie axénica
permitié clasificarla taxondmicamente como Desmodesmus armatus.

Especie: Desmodesmus armatus (Hegewald, 2000)

Obra: Descripcién original de Bicudo & Menezes, (2006) y Hentschke & Carvalho,

(2010).

Figura 1. Cultivo axénico L60cmC1B-17519: (A) Colonias axénicas en medio BG11, (B)
Aumento en el microscopio 40X, (C) Aumento en el microscopio 100X y medidas de la
microalga
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Identificacion molecular y analisis filogenético

En la figura 2 se muestran los amplicones por duplicado, de los productos de PCR
de colonia, empleando los diferentes cebadores para obtener regiones de cddigos de barras
de ADN de la especie aislada. Los cebadores para la region ITS1-5.8S-ITS2 generaron
amplicones definidos de aproximadamente 300 bp, mientras los cebadores para la regién
18s mostraron de igual forma amplicones intensos, de aproximadamente 500bp. En las

amplificaciones generadas no se observaron bandas adicionales.

Figura 2. PCR de colonia y productos de amplificacion obtenidos a partir de los codigos de

barras empleados para la identificacion molecular: (1) Marcador molecular de 100bp, (2)

y (3) amplicones de la region ITS, (4) y (5) amplicones de la region 18s, (6) control H.O de
cebadores ITS y (7) control H,O de cebadores 18s

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

A partir de los productos de PCR se realiz6 una purificacion de amplicones, los
cuales se secuenciaron. Las secuencias consenso obtenidas fueron de 256 bp para ITS y
452 bp para 18s. En las figuras 3 y 4 se muestra la construccion de los arboles
filogenéticos para estimar una filogenia que muestre la historia evolutiva del grupo
taxondmico de estudio. Se realizaron los &rboles con el programa MEGA mediante el
método de construccion Maximum Likelihood basado en el modelo (K2+G) para ITS y
(K2) para 18S. El arbol filogenético basado el marcador ITS, muestra que la especie

aislada L60cmC1B-17519 tiene una similitud con MN759323.1 Desmodesmus armatus
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JYCA 041 (Figura 3). Sin embargo, en el arbol con el marcador molecular 18S no hubo
un resultado concreto ya que no se alineo6 con las secuencias de referencia (Figura 4).

Figura 3. Arbol filogenético basado en la Maxima Verosimilitud (ML; Maximum
Likelihood) — Regién ITS

—— L60cmC1B-17519

— MN759323.1 Desmodesmus armatus JYCA041

I KJ680147.1 Desmodesmus sp. 3 CFR 1-03/FW
JQ910904.1 Scenedesmus armatus isolate G2
KU175228.1 Desmodesmus insignis JNU24
MN759316.1 Desmodesmus opoliensis JYCA043

—f— KU291881.1 Desmodesmus pannonicus strain UTEX 77
AM410665.1 Desmodesmus armatus ET70c

L KT778082.1 Scenedesmus bijugus isolate 76 1
MN759324.1 Desmodesmus komarekii JYCA008

AB917134.1 Desmodesmus bicellularis GM4g

L1cmC3B-17519

L AV461374.1 Desmodesmus comeminis Heg 1977-140

e MN759315.1 Desmodesmus intermedius JYCA042
KT778091.1 Desmodesmus spinosus isolate 1268 1

— AY577734.1 Pediastrum duplex f. asperum strain UTEX LB1364

1_: MWO073904.1 Ankistrodesmus sp. So 15 outgroup
MT340972.1 Ankistrodesmus falcatus isolate EA25

Figura 4. Arbol filogenético basado en la Maxima Verosimilitud (ML; Maximum
Likelihood) — Region 18S

KP797884.1 Desmodesmus communis isolate RMUOS8
L1cmC3B-17519
LC505545.1 Desmodesmus sp. NKH10

: desmus armatus isolate UMT-B20
L60cmC1 B-17519r

: odesmus intermedius strain JYCA042

MK300687.1 Desmodesmus subspicatus strain DLK-2

MK541797.1 Desmodesmus pannonicus strain CCAP 258/90
MK496893.1 Desmodesmus subspicatus strain TAU-MAC 2810
MK496891.1 Desmodesmus sp. TAU-MAC 0810

AB818541.1 Desmodesmus komarekii

JQ315579.1 Scenedesmus sp. KMMCC 872

KC315818.1 Uncultured eukaryote clone KRLO3E40

JX101326.1 Desmodesmus pseudocommunis strain AICB 1004
AB917110.1 Desmodesmus opoliensis

KT833581.1 Ankistrodesmus stipitatus voucher CCMA UFSCar 278 7]
AY663033.1 Pediastrum angulosum strain UTEX LB 1370 ] outgroup
LC425390.1 Tetrastrum staurogeniiforme NIES-4217 7] outgroup

Crecimiento algal

En la figura 5A, B y C se observan las curvas de densidad celular, D.O. y biomasa
seca de Desmodesmus armatus durante 10 dias, con una concentracion inicial de 1,1 +
0,00x10° células/mL, Aeso 1,24 + 0,00 y 0,3 + 0,3 g/L, respectivamente. Se observa un
crecimiento de la microalga durante los primeros siete dias de cultivo, hasta alcanzar una
fase estacionaria a partir del dia ocho. Los valores finales de densidad celular, D.O. y

biomasa seca fueron 1,88 + 0,028x10°, Aeso 2,67 + 0,18 y 2,5 + 0,11 g/L, respectivamente.
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Estos valores son estadisticamente diferentes en comparacion con los valores iniciales
(p<0.05). La productividad de la biomasa para esta especie fue de 0,25 g/L*dia, calculada

con la Ec. (2):

peso biomasa seca (g)

Poductividad de biomasa = Ec. (2)

volimen de cultivo (L) x tiempo de cultivo (d)

Figura 5: Curvas de crecimiento y generacion biomasa de L60cmC1B-17519: (A)
concentracion celular, (B) D.O.ss0nmY (C) peso seco

_ 2E0E+DE
2, D0E+05
1,50E+065

1,00E+05

Concentracion {celfmlL

5, 00E+05
0123 456 7F &5 10

Dias

-

3,000
2,500
2,000

1,500

D0, 680nm

1,000

0,500
01 2 3 456 7 8 9 10

Peso seco g/l

o1 2 23 4 5 & 7 8 5 10

C Duas

Remocion de nutrientes

Para la remocion de nutrientes se usaron medidas indirectas de nitrégeno en forma
de nitratos (NOz"), fosforo en forma de fosforo reactivo (POs*) y carbono en forma de
DQO. La figura 6A-C muestra una disminucién gradual de nitratos, fosforo reactivo y

DQO respetivamente, durante los 10 dias del cultivo celular. Se realiz6 un control diario
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manteniendo de pH en un rango de 7.8 hasta 8.57 con la adicion de HCI 0,5M como se
muestra en la figura 6D.

La curva de nitratos inici6 en el dia O con una concentracion de 1130,5 + 75,66
mg/L NOs", llegando al dia diez con una concentracion de 611 + 106,07 mg/L NOz~
(Figura 6A). En la curva de fosforo reactivo se observa una disminucién leve pero
significativa, tuvo como valor inicial en el dia 0 de 158,5 + 0,71 mg/L PO4*> y un valor
final en el dia 10 de 131 + 1,41 mg/L PO4* (Figura 6B). En la curva de Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO) en el dia 0 sefial6 un valor de 106 + 4,24 mg/L y en el dia 10 un valor
de 20 £ 2,83 mg/L (Figura 6C). En los valores iniciales y finales de nitratos, fésforo
reactivo y DQO se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Figura 6. Remocion de nutrientes y control pH: (A) Nitratos, (B) Fésforo reactivo, (C)

DQOYy (D) pH
1450,0 __ 1700
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=
g o B,50
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S o 00
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Se calculé el porcentaje de lipidos mediante la Ec. (3):
T2-T1
%G=( — )xloo Ec. (3)
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Donde, %G es el porcentaje de grasa en la muestra, T representa el peso de un
tubo falcon en (g) que contiene la grasa seca, T1 es el peso de un tubo falcon vacio
previamente pesado y W es el peso de la muestra en (g). En la figura 7 se muestra el
porcentaje de lipidos usando biomasa himeda y seca; se utilizaron dos solventes
organicos CHCI3:CH3OH (1:2) y Act. de etilo, el experimento se realizo por triplicado, el
resultado final fue el promedio de los triplicados. En la extraccion humeda con
CHCI3:CH30H (1:2) se obtuvo 5,38% y en Act. de etilo 6,48%. En la extraccion seca con
CHCI3:CH3OH (1:2) el porcentaje fue de 21,50% y en Act. de etilo de 17,34%.

Figura 7: Determinacion de la grasa total (lipidos)
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338

Porcentaje de lipidos (%)

La productividad de lipidos con biomasa himeda, usando los solventes
CHCI3:CH3OH (1:2) y Act. de etilo fue de 0,0162 g/L*d y 0,0134 g/L*d, respectivamente.
La productividad de lipidos usando biomasa seca, con el solvente CHCI3:CH3OH (1:2)
fue de 0,0538 g/L*d y con Act. de etilo 0,0434 g/L*d; ambos resultados se obtuvieron a

partir de la Ec. (4):

peso biomasa seca (g)

Productividad de LlpldOS - volimen de cultivo (L) x tiempo de cultivo (d) Ec. (4)
Se calculd el porcentaje de acidos grasos libres mediante la Ec. (5):
T2-T1
%AGL = (=) x 100 Ec. (5)
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Donde, %AGL es el porcentaje de acidos grasos libres en la biomasa, T2 representa
el peso de un tubo falcon en (g) que contiene los AGL, T1es el peso de un tubo falcon
vacio previamente pesado y W es el peso de la muestra en (g). En la figura 8 se muestra
el porcentaje de acidos grasos libres (AGL) usando biomasa seca, utilizando los solventes
organicos CHCI3:CH3OH (1:2) y Act. de etilo; el experimento se realizd por triplicado,
el resultado final fue el promedio de los triplicados. En la extraccién con CHCI3:CH3OH
(1:2) el porcentaje fue de 39,20% y en Act. de etilo de 52,80%.

Figura 8: Determinacion del porcentaje de acidos grasos libres (AGL)
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DISCUSION DE RESULTADOS
En la presente investigacion, se llevo a cabo el aislamiento y caracterizacion
morfoldgica y molecular de la microalga L60cmC1B-17519 procedente de la laguna de
la Reserva Biologica Limoncocha, para evaluar el potencial en la obtencion de
biocombustibles. La fase de blsqueda de cepas de microalgas para ser incluidas en
colecciones o banco de algas constituye la primera fase de exploracion de aquellos
ambientes naturales que pueden contener una gran biodiversidad o simplemente permite

la deteccidn de estos microorganismos en sitios Unicos de caracter endémico, los cuales
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también representan un potencial para investigacion desde el punto de vista ecolégico,
taxonodmico, biotecnoldgico y ambiental (E. Morales et al., 2013).

La seleccion del medio de cultivo para el crecimiento celular es un factor
importante tanto para densidad celular, biomasa y lipidos (Chankhong et al., 2018). Kaur
et al. (2020) reportd que el uso del medio BG11 generé mejor crecimiento celular en
comparacién con el medio BBM en Scenedesmus bijugus; esto se confirmd con el
crecimiento celular de este estudio, en el cual se probaron inicialmente los dos medios de
cultivo en agar para el aislamiento mediante repiques sucesivos, observando crecimiento
de las colonias con el medio BG11, mientras que en el medio BMM no se observo a
simple vista el crecimiento de colonias de la especie L60cmC1B-17519 (resultados no
mostrados).

Para la identificacion morfoldgica de la cepa L60cmC1B-17519 se realizaron
comparaciones con especies descritas en las investigaciones de Bicudo & Menezes,
(2006); Hegewald, (2000) y Hentschke & Carvalho, (2010), encontrando semejanzas
morfoldgicas con Desmodesmus armatus. En la identificacion molecular se utilizo PCR
de colonia, secuenciacion y construccion de arboles filogenéticos mediante herramientas
bioinformaticas (MEGA). El resultado generado con el marcador ITS fue Desmodesmus
armatus, teniendo coherencia con la identificacion morfoldgica. Sin embargo, con el
marcador 18S no hubo un resultado concluyente (Figura 4). Es posible que este resultado
este asociado al nivel de conservacion de la de la region 18S, la cual podria ser muy
conservada para este grupo taxonémico, incapaz de diferenciar Desmodesmus armatus y
Desmodesmus intermedius. Por otra parte, la region ITS puede ser lo suficientemente
variable como para diferenciar las especies del presente estudio, lo cual permitid
establecer la identificacion molecular y confirmarla con la herramienta de identificacién

morfoldgica.
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El género Desmodesmus tuvo su origen en Scenedesmus, y se diferencian
morfologicamente de estas Ultimas por las espinas que presentan en los extremos e
intermedios de la célula (Bicudo & Menezes, 2006). Desmodesmus sp. Son muy comunes
en cualquier cuerpo de agua, ya sea oligo, meso o eutréfica, pero principalmente en este
altimo ambiente, siendo indicadoras del grado de contaminacion de estos sistemas que
influencia su uso actual (Bicudo & Menezes, 2006). En este caso, la cepa de esta
investigacion catalogada como Desmodesmus armatus fue aislada en la Laguna de
Limoncocha, la cual representa un habitat apto para esta microalga debido a las
caracteristicas climatoldgicas de la zona y las actividades antropogénicas que se realizan
a sus alrededores (Alves et al., 2018). Es importante la adecuada identificacién de
microalgas y microrganismos en general para hacer pruebas de potencial biotecnolégico,
con la finalidad de llevar un registro de las especies presentes en el ecuador y para hacer
una comparacion adecuada del rendimiento a nivel diferentes indicadores, como
remocion de nutrientes y generacion de lipidos, con otras algas de similar o diferente
género y/o especie.

El crecimiento de microalgas es uno de los factores a considerar dentro de su
evaluacion del potencial biotecnolégico y esta determinado por la disponibilidad de
nutrientes del medio, sus condiciones (luz, temperatura, pH, etc.) y la densidad celular
inicial (Guldhe et al., 2017). En el crecimiento celular de la microalga aislada en este
estudio, se alcanzaron valores finales de densidad celular y biomasa iguales a 1,88 +
0,028x10° células/mL y de 2,67 + 0,18 y 2,5 + 0,11 g/L, respectivamente. En general, la
especie L60cmC1B-17519 muestra un comportamiento de generacion de biomasa similar
al de otros estudios con microalgas de igual y diferentes géneros. Trabajos como el
descrito por Singh, (2014) reportan que en un cultivo de 30 dias en medio BG11 con un

control de temperatura a 28°C, intensidad de luz 44,5 umol m2s !y fotoperiodo de 14:10
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h, la especie de Desmodesmus armatus generd una concentracion de biomasa de 2,58 g/L.
Adicionalmente, Otsima et al. (2019) reporté que en un cultivo de 14 dias en medio BBM
la especie de Desmodesmus armatus generd una concentracion de biomasa de 0,28 g/L.
Es importante destacar que modificaciones adicionales en el medio de cultivo, como la
aplicacion de una fuente de CO2, pueden influenciar positivamente al crecimiento y
generacion de biomasa de la microalga. Investigaciones en cultivos de Scenedesmus sp.
en medio BG11, afiadiendo pulsos de CO> (96:4) como fuente de carbono, mostraron una
méaxima densidad celular y biomasa seca de 5,7 + 0,9 x10’ células/mL y 2,92 + 0,45 g/L
respectivamente (Verduga Vera, 2020). Por otra parte, la productividad de biomasa de
este estudio fue de 0,25 g/L*dia. Otsima et al. (2019) reportdé una productividad de
biomasa de 0,02143 g/L*dia en la especie Desmodesmus armatus. en medio BBM a 30°C
por 14dias. Verduga Vera, (2020) report6 una productividad de 1,95 g/L*dia a 25° por 11
dias, afiadiendo pulsaciones de CO.. La productividad de biomasa varia de acuerdo a la
cepa microalgal y las caracteristicas del medio en que se desarrolla (Choi, 2016).

El cultivo de microalgas tiene aplicaciones significativas a corto plazo, porque
permite eliminar nutrientes (nitrégeno, fésforo y carbono) en cuerpos de aguas de manera
eficiente y por lo tanto se pueden usar en procesos como biorremediacion (Garcia-
gozalbes, 2015). En el presente estudio se generd una remocion de DQO de 81,13% en
diez dias, en el caso de nitrato y fosforo reactivo hubo una remocion de 45,95% y 17,35%,
respectivamente. Hammouda et al. (1995) investigaron las especies de Scenedesmus sp.
y Chlorella vulgaris en diez dias de cultivos empleando aguas residuales domésticas,
encontrando una remocién de DQO del 89 y 91,7%, respectivamente. Mientras que, Lau
et al. (1996) investigaron el crecimiento de Chlorella vulgaris en aguas residuales
municipales durante 14 dias; la eficiencia de remocién de nitrdgeno inorgénico reportado

fue del 86%, mientras que en el fésforo inorganico se obtuvo una remocién del 70%.
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Aungue la remocion de fésforo del presente estudio no fue tan elevada en comparacion
con otras investigaciones, no se descarta la implementacién de esta microalga para
procesos biotecnoldgicos como biorremediacion de aguas contaminadas.

Cabe destacar que el estudio de evaluacién del potencial generador de
biocombustibles de Desmodesmus armatus de la presente investigacion, es el primero en
el Ecuador en cuanto a la aplicabilidad Biotecnoldgica. Las microalgas tienen la
capacidad de acumular grandes cantidades de lipidos en sus células por lo que son de
mucho interés como fuentes alternativas de energia renovable (Ruiz et al., 2015). Enesta
investigacion se obtuvo 6,48% de lipidos con el solvente CHCI3:CH3OH (1:2) y 5,38%
con el solvente Acet. de etilo empleando en los dos casos biomasa himeda. En el caso de
la biomasa seca se obtuvo 21,50% y 17,34% para los solventes CHCI3:CH3OH (1:2) y
Acet. de etilo, respetivamente. Una alternativa para disminuir costes es el uso de biomasa
himeda, ya que es una forma de reducir gastos energéticos asociado a la remocion de
humedad, tales como los procesos de secado o liofilizacion tradicionalmente empleados
en el uso de biomasa microalgal (Hu et al., 2008).

Singh, (2014) report6 para Desmodesmus armatus un 29% de lipidos usando el
solvente CHCI3:CH3OH:H20 (2:1:0.8). Por otra parte, Sun et al. (2019) reporté que
Desmodesmus sp. cultivada en medio BG11 durante 35 dias con un control de temperatura
de 25°C, obtuvo 26,64% de lipidos extraidos usando CHCI3:CH3OH:H.0 (1:2:0.8). A
pesar de que Singh, (2014) usa Desmodesmus armatus y Sun et al. (2019) usan una
especie similar a la de este estudio, el porcentaje de lipidos es mayor, esto puede atribuirse
a que realizaron un control de temperatura y el tiempo de cultivo de la microalga fue
mayor. En el estudio de Hasan et al. (2014), Chlorella vulgaris cultivada en aguas
porcinas obtuvo 15,2% de lipidos extraidos a partir de biomasa seca con el solvente

CHCI3:CH30H (2:1), el cual muestra un porcentaje menor en comparacion al de este
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estudio; esto puede ser por el uso de un sustrato diferente el cual pudo proveer una menor
cantidad de nutrientes para la microalga.

La productividad de lipidos de este estudio con biomasa seca, con el solvente
CHCI3:CH30H (1:2) fue de 0,0538 g/L*d. La productividad de lipidos reportado por
Singh, (2014) en la especie Desmodesmus armatus fue de 0,758 g/L*dia, usando como
solvente CHCI3:CH30H:H.0 (2:1:0.8). Ma et al. (2017) reportd una productividad de
0,125 g/L*dia de la especie Scenedesmus sp. en medio BG11 y aguas residuales con
melaza, usando CHCI3:CH30OH:H.0 (2:1) a 25°C durante 7 dias. El valor obtenido en el
presente estudio no se encuentra en el rango que reportan otros autores; Singh, (2014) uso6
la misma especie de microalga pero tuvo mas tiempo de crecimiento; en cambio Ma et al.
(2017) se le puede atribuir a que usaron melaza residual, para proporcionar la fuente de
carbono y nutrientes para el crecimiento de microalgas y la acumulacién de lipidos.

Chen et al. (2012) reporté que Scenedesmus sp. cultivada en medio BG11 con
aireacion comprimida (1% CO.) durante diez dias; genero un valor de AGL de 70,3% con
CHCI3:CH3OH (1:2), luego de almacenar la biomasa por un dia a 25°C y liofilizarla a -
80°C. La presente investigacion obtuvo 52,80% de AGL extraidos con CHCI3:CH30OH
(1:2) y 39,20% de AGL extraido con Acet. de etilo; ambos porcentajes difieren
considerablemente del valor presentado por Chen et al. (2012); sin embargo, no es posible
descartar el uso de Desmodesmus armatus en la produccion de biocombustibles sin tomar
en cuenta los posibles tratamientos que se pueden aplicar a la biomasa y las condiciones
del medio de cultivo, para lo cual se necesitan mas estudios sobre esta microalga.

CONCLUSIONES

En este estudio se aislo la especie catalogada como L60cmC1B-17519, procedente

de la laguna de la Reserva Biologica Limoncocha para evaluar el potencial generador de

biomasa y lipidos como materia prima para la obtencion de biocombustible. La
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identificacion morfologica y molecular arrojé como resultado que se trataba de la especie
Desmodesmus armatus. La concentracion de biomasa obtenida fue de 2,5 g/L con una
productividad de 0,25 g/L*dia, bajo las siguientes condiciones: temperatura ambiente
(Quito, Ecuador), con ciclos de luz 12:12 e intensidad de luz de 60 pmol m2 s, En
cuanto a la capacidad de remocién de nutrientes (nitratos, fésforo reactivo y DQO), los
valores indican que puede utilizarse en procesos de biorremediacion. La extraccion de
lipidos con biomasa seca y la extraccion de AGL present6 un mejor rendimiento con el
solvente CHCI3:CH3OH (1:2) en comparacién con el solvente acetato de etilo. Aunque la
microalga Desmodesmus armatus super6 el valor requerido de lipidos, el porcentaje de
AGL esta por debajo del valor requerido para ser considerada como microalga de fuente
para biocombustibles. Sin embargo, no es posible descartar el uso de esta microalga para
esta aplicacion biotecnoldgica, por lo que se sugiere realizar mas experimentos. De este
modo, para incrementar la biomasa y su contenido lipidico, se puede someter a estrés
nutritivo a la microalga mediante deficiencia de nutrientes (nitrégeno, fosforo, carbono),
cambios en la salinidad y el pH del medio de cultivo y con estimulos fisicos que pueden
ser la temperatura y la intensidad luminosa.
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ANEXOS
ANEXO A

Tabla 1. Determinacion de concentracion celular, densidad 6ptica y peso seco
de Desmodesmus armatus

Parametros Concentracion celular Densidad dptica Peso seco
0 1,10 x10° + 0,00 1,240 + 0,00 0,3+£0,21
1 1,27 x108+ 9,9 x10* 1,370 £ 0,04 0,5+0,14
2 1,34 x10° + 8,49 x10* 1,60 £ 0,14 0,9 £0,07
3 1,40 x10° + 1,13 x10* 1,810+ 0,16 1,2+ 0,07
4 1,45 x10° + 1,20 x10* 2,145 + 0,22 15+0,21
5 1,50 x10° + 1,48 x10* 2,215 + 0,26 1,6 +£0,19
6 1,54 x10° + 1,63 x10* 2.305 + 0,26 1,8+£0,19
7 1,61 x10° + 1,27 x10* 2,355+ 0,25 2,0+0,14
8 1,85 x10° + 7,07 x10* 2,450 £ 0,21 24+0,21
9 1,95 x10° + 8,49 x10* 2,495 + 0,15 2,5+0,14
10 1,88 x10° + 2,83 x10* 2,670+ 0,18 2,5+0,11
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ANEXO B

LIMONCOCHA

Tabla 2. Remocion de nutrientes (NOs,PO4+* y DQO)

Parametros NO3~ PO4* DQO
0 1130,5 + 75,66 158,5+0,71 106,0 £ 4,24
1 1114,0+ 14,14 1525+2,12 86,5+ 7,78
2 9945 + 27,58 1515+£2,12 80,0 £9,90
3 883,0 £ 19,80 1490+ 1,41 71,0 £5,66
4 786,5 + 53,03 147,0 £ 2,83 49,5+9,19
5 770,0+ 66,47 145,7 £ 2,35 47,4 7,99
6 748,5 + 86,97 144,0 £ 2,40 44,8 £ 6,36
7 737,0 £ 93,34 1425 +2,12 42,5+ 4,95
8 683,0 £ 120,21 136,5+2,12 375+7,78
9 640,0 = 108,89 1345+ 3,54 32,0+£2,83
10 611,0 = 106,07 1310+ 1,41 20,0+ 2,83

NOs": concentracion nitratos (mg/L)
PO4*: concentracion fésforo reactivo (mg/L)
DQO: demanda quimica de oxigeno (mg/L)
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ANEXO C

Tabla 3. Determinacion del porcentaje de lipidos extraidos con biomasa humeda y
seca con los solventes organicos CHCI3:CH30OH (1:2) y acetato de Etilo

Lipidos himedo % Lipidos seco %
CHCI3:CH30H (1:2) 6,48 CHCI3:CH30H (1:2) 21,50
Acetato de Etilo 5,38 Acetato de Etilo 17,34

ANEXO D

Tabla 4. Determinacion del porcentaje de acidos grasos libres (AGL) con los
solventes organicos CHCI3:CH30OH (1:2) y acetato de Etilo

AGL %
CHCI3:CH30H (1:2) 52,80
Acetato de Etilo 39,20

ANEXO E

Tabla 5. Productividad de lipidos

Lipidos seco Productividad
CHCI3:CH30H (1:2) 0,0538 g/L*d
Acetato de Etilo 0,0434 g/L*d

Lipidos hiumedo Productividad
CHCI3:CH30H (1:2) 0,0162 g/L*d
Acetato de Etilo 0,0134 g/L*d
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