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RESUMEN

Las microalgas psicrofilas habitan en ambientes extremadamente frios, su
crecimiento aumenta debido a que poseen enzimas en su estructura que solo se
adaptan a temperaturas menores a 0 °C. Por este motivo el Laboratorio de Quimica
Sostenible de la Universidad Central del Ecuador junto con el Instituto Ecuatoriana
Antartico (INAE) realizé6 una expedicion en las islas Greenwich, Roberts, Dee,
Barrientos y Torre de la Antartida donde se recolectaron varios consorcios de
microalgas, donde se analizaron 15 muestras provenientes de la isla Greenwich y
Roberts a los 21 dias a diferentes temperaturas, de las cuales se adaptaron los
géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp. Posteriormente se
realiz6 un aislamiento en cajas Petri para obtener cultivos monoalgales. Se
masificd cada uno de los géneros aislados en un volumen de 5 mL hasta alcanzar
un volumen de 250 mL en medio M1 modificado a una temperatura de 4° C y 24°C,
5000 lux y un fotoperiodo 12:12 horas. El método de Bligh & Dyer se utiliz6 para la
extraccion de lipidos. Los valores de la concentracion lipidica mostraron que el
género Chlorella spp es el de mayor concentracion con un valor de 0,2802 mg/mL
a 4° C y un valor de 2,6704 mg/mL a 24° C en e dia 22 de su fase exponencial en
comparacion con los géneros Chlorococcum y Stichococcus spp. Por lo tanto todas
las microalgas psicrofilas producen lipidos para la sintesis de biocombustible,
siendo el género Chlorella sp el de mayor concentracion en mg/mL.

PALABRAS CLAVES:
e CHLORELLA SPP
e MICROALGAS PSICROFILAS
e ANTARTIDA
« LiPIDOS
e METODO DE BLIGH & DYER.
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ABSTRACT

Psychophilous microalgae live in extremely cold environments, their growth
increased due to the enzymes in their structure that only adapt to temperatures
below 0 °C. For this reason the Laboratory of Sustainable Chemistry of the
Central University of Ecuador together with the Antarctic Ecuadorian Institute
(INAE) carried out an expedition in the Greenwich, Roberts, Dee, Barrientos and
Tower Islands where several microalgae consortia were collected, where 15
samples of Greenwich and Roberts Islands were analyzed at 21 days at different
temperatures, Of which are adapted to the genus Chlorella spp, Chlorococcum
spp and Stichococcus spp. Subsequently, an isolation was performed in Petri
boxes to obtain monoalgal cultures. Each of the isolated genera was massified in
a volume of 5 ml to a volume of 250 ml in modified M1 medium at a temperature
of 4 °C and 24 ° C, 5000 lux and a 12:12 hour photoperiod. The Bligh & Dyer
method was used for lipid extraction. The values of the lipid concentration showed
that the genus Chlorella spp is the one with the highest concentration with a value
of 0.2802 mg / mL at 4 °C and a value of 2.6704 mg / mL at 24 °C on day 22 of
Exponential phase compared to the genera Chlorococcum and Stichococcus
spp. Therefore, all psychrophilic microalgae produce lipids for the synthesis of

biofuel, with the genus Chlorella spp being the highest concentration in mg/mL.

KEYWORDS:

CHLORELLA SPP
PSYCHOPHILOUS MICROALGAE
ANTARCTICA

LIPIDS

BLIGH & DYER METHOD.



CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacion del problema

Las microalgas psicroéfilas son organismos fotosintéticos que pertenecen

al Reino vegetal y se adaptan a temperaturas de - 5 °C (Martinez, 2010). En el
Ecuador se han realizado estudios de microorganismos psicroéfilos en los
Glaciares del Chimborazo (Correa, 2013).
Las microalgas psicréfilas recolectadas en las islas Greenwich, Roberts, Dee,
Barrientos y Torre del Archipiélago Antartico han ido sobreviviendo hasta la
actualidad, segun datos de la Estacion Antartica Pedro Vicente Maldonado el
tipo de géneros identificados en el consorcio de microalgas ha ido
incrementando de 2 en el afio 2013 a 6 en el afio 2014. Existen 35 muestras
recolectadas en total, de las cuales 11 pertenecen a la isla Greenwich y
corresponden a la mayor cantidad de muestras recolectadas conteniendo algas
psicrofilas hasta el momento. Las colectas que también presentan una elevada
abundancia pertenecen a la isla Greenwich con 5 géneros. Las microalgas
psicrofilas que presentan menos sobrevivencia pertenecen a la isla Dee
(EcuadorAntartico, 2014).

El Laboratorio de Quimica Sostenible de la Universidad Central del
Ecuador es una entidad gubernamental que tiene la finalidad de obtener
distintos géneros de microalgas de las muestras recolectadas, asi como el
aislamiento de los géneros: Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus
sSpp, para realizar procesos a escala piloto para posteriormente extraer lipidos y
sintetizar biodiesel. Las investigaciones se centran en el area de campo y
laboratorio para estudiar el aceite esencial extraido de microalgas psicrofilas
para dar paso a la sintesis de biocombustible como una fuente alternativa de

diesel, asi como el aislamiento y la masificacion de las microalgas



sobrevivientes (Flores, 2013).

La obtencién de biocombustible se extrae de lipidos de las microalgas
recolectadas a bajas temperaturas que pertenecen a la divisién Chlorophyta,
Bacillariophyta y Euglenophyta (Amaro, Guedes, & Malcata, 2011). Los géneros
de mayor prevalencia son Haematococcus spp., Chlorella spp., Stichococcus
spp., Diatoma spp., Navicula spp. y Filamentosa spp, se caracterizan por
presentarse en los tres afios de muestreo (Molina, 2015).

Las especies marinas y dulceacuicolas que contienen mayor cantidad de
lipidos para la produccién de biodiesel son Dunaliella con 116 mg/L/dia y
Nannochloris con 76.5 mg/L/dia, asi como el género Chlorella spp con 50
mg/L/dia (MALGAS, 2013). En nuestro pais no se han reportado géneros de
microalgas psicrdfilos para la sintesis de biodiesel (Flores, 2013).

Los sistemas abiertos para la obtencion de microalgas fueron
desarrollados entre 1935 y 1940 debido a la escasez de alimentos. La aplicacion
se realiz6 a escala industrial con el propdsito de obtener una fuente alternativa
de proteinas de origen vegetal y animal para reemplazar alimentos para el
consumo humano (Colorado, Moreno, & Pérez, 2013).

Las primeras microalgas se masificaron para la obtencién de lipidos
durante la Segunda Guerra Mundial en Alemania, los estudios fueron realizados
por cientificos alemanes con el propésito de depurar aguas contaminadas
(MALGAS, 2013). En 1953 los cultivos de microalgas son estudiados para la
utilizacion de intercambiadores de gas fotosintéticos empleados en viajes
espaciales y como fuentes de proteinas microbianas (BEAM, 2013).

En 1980 el cultivo de microalgas se produce para el mejoramiento del
medio ambiente, transformando las muestras organicas y sedimentos de las
aguas servidas en biomasa y aguas renovadas para su posterior uso en
biofertilizantes y agua para riego. En 1982 a nivel mundial el petréleo incremento
de valor, dando ideas alternas como la utilizacion de las microalgas como fuente
de energia solar (Colorado, Moreno, & Pérez, 2013).

Desde el afo 2013 hasta el 2015, se recolectaron muestras de microalgas
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en las islas cercanas a la Estacién Cientifica Pedro Vicente Maldonado, la
diversidad del clima es un factor importante en la sintesis de los acidos grasos
para usarlos como fuente alterna de energia. La muestra recolectada en Punta
Figueroa de la isla Greenwich en la Antartida ha garantizado el mejor consorcio
de microalgas en la produccion de aceites efectivos como el behémico, miristico,
estearico, palmitico, linoleaidico, oléico, palmitoléico, araquidico y linoleaidico.
El género de la microalga y la temperatura de donde se obtuvo la muestra es
importante para la obtencion de lipidos en peso seco, asi como los métodos de
extraccion utilizados (Flores, 2013).

En la actualidad, la Union Europea ha implementado ideas para
desarrollar energia como biodiesel a partir de consorcios de microalgas con el
propdsito de reducir derivados de fuentes petroleras y las emisiones producidas
por los gases durante el efecto invernadero (Wackett, 2008). Entre los géneros
de microalgas identificados con mayor productividad de lipidos se encuentran
Chlorella spp y Chlorococcum spp (Flores, 2013). Pero existen principales
inconvenientes a los que se enfrentan los investigadores con el uso de
microalgas: la presencia de altas concentraciones de biomasa hace que se
requiera de mayor energia, y la moderada cantidad de biocombustible producido
por microalgas a escala piloto (AINEnergia, 2015).

Los microorganismos criofilos conocidos comunmente como psicréfilos,
habitan en ambientes extremadamente frios, su crecimiento aumenta debido a
que poseen enzimas en su estructura que solo se adaptan a temperaturas
menores a 0 °C. La membrana celular esta conformada por grasas que fluyen
hasta llegar al punto de congelacién (Barreiro & Sandoval, 2006). Entre las
microalgas psicrofilas antarticas se encuentra Chlorella spp que presenta un
rapido crecimiento en cultivos celulares (Chinnasamy & Bhatnagar, 2010). Su
forma es esférica, de color verde debido a que contiene altos niveles de clorofila
(Kanno & Kazie, 2005).

Por lo tanto, los investigadores han optado por realizar estudios con

microalgas psicrofilas, las cuales podrian representar una alternativa segura
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para la produccion de lipidos. Entre las microalgas psicrofilas antarticas
investigadas se encuentran principalmente: Pandorina spp, Chlorella spp,
Stichococcus spp, Chlamydomona spp y Chlorococcum spp (Molina, 2015).
Otros resultados obtenidos en microalgas como Scenedesmus ovalternus,
Chlorella vulgaris, Nannochloropsis spp e Isochysis spp, han determinado la
produccion de lipidos con un crecimiento de 32,7 mg/L/dia, obteniendo un gran
cantidad de biodiesel. Estos resultados permiten concluir que algunos géneros

de microalgas podrian ser utiles para la produccion de lipidos (Bérmudez, 2012).



1.2. Justificacion del problema

Las microalgas son organismos que necesitan de luz para su adaptacion,
requieren de material organico y un medio de crecimiento para la produccion de
lipidos y realizar la sintesis de biocombustible (MALGAS, 2013). En la actualidad se
han reportado 27 géneros de microalgas psicrofilas recolectadas de los glaciares de
la Antartida entre las cuales se encuentran Chlorella spp, Chlorococcum spp y
Stichococcus spp. (EcuadorAntartico, 2014). En el Ecuador la produccion de
combustible proviene de derivados del petréleo, lo que hace que nuestro pais sea
dependiente de las exportaciones de crudo, por esta razén es necesaria la busqueda
de nuevas alternativas que remplacen el diesel (BancoMundial, 2013). Ensayos
preliminares realizados en el Laboratorio de Quimica Sostenible de la Universidad
Central del Ecuador han demostrado la obtencion de biocombustible a partir de la
extraccion de lipidos de microalgas psicrofilas, por lo tanto el presente estudio
plantea realizar produccion de lipidos a partir de microalgas psicréfilas presentes en
glaciares de la Antartida para la sintesis de biocombustible, y ademas constituye una

importante contribucion en la produccién de una fuente alternativa de carburantes.



1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Producir lipidos a partir de Microalgas Psicrofilas presentes en glaciares

de la Antartida para la sintesis de Biocombustible.

1.3.2. Objetivos Especificos

Evaluar la adaptacion de las Microalgas Psicréfilas Antarticas en el medio de
cultivo M1.

Masificar las Microalgas Psicrofilas Antarticas adaptadas en el medio de cultivo
M1.

Extraer lipidos de las Microalgas Psicroéfilas Antarticas utilizando el método de
Bligh & Dyer.

Determinar cuantitativamente el contenido de lipidos extraidos de las Microalgas

Psicrofilas Antarticas.

1.4. Hipétesis

Ho: Las Microalgas Psicréfilas presentes en Glaciares de la Antartida

producen lipidos para la sintesis de Biocombustible.



CAPITULO 2: MARCO TEORICO

2.1. Generalidades

Las algas son organismos de origen vegetal, realizan el proceso de
fotosintesis, y se clasifican segun su morfologia y tamafio en macroalgas y
microalgas. Las macroalgas estan conformadas por multiples células que se
organizan en estructuras que se asemejan a tallos de raices y hojas de plantas
superiores. Las microalgas son un grupo de organismos fotosintéticos
microscoépicos, muchos de los cuales estan presentes de manera unicelular y
se encuentran en diversos entornos (Chen, Min, & Wang, 2009).

Las microalgas tienen una gran importancia en el area industrial, no
poseen tallo, hojas ni raices (Barsanti & Gualtieri, 2006). Son organismos
generadores de biomasa (Martinez, 2010).

Se consideran plantas primitivas capaces de transformar la energia solar
en quimica, debido a los nutrientes que estas contienen en su estructura.
Participan en el proceso de transferencia energética de un organismos a otro
(Albarracin, 2007). La duplicacion aumenta cada 3 horas durante la fase
exponencial de crecimiento (Chisti, 2007).

Estas plantas inferiores las podemos encontrar en medios acuaticos
marinos y dulces, diferentes tipos de suelo y glaciares. Los crustaceos,
moluscos y peces usan a las microalgas como fuente de energia,
considerandolos como organismos benténicos (Martinez, 2010).

Son ricas en almidén, aceites, proteinas, acumulan importantes
metabolitos secundarios como carotenoides. Requieren de luz para poder
realizar el proceso de fotosintesis, asi como macronutrientes y micronutrientes
en el medio de cultivo en el que van a desarrollarse, entre los mas importantes

son el Nitrégeno y el Fésforo, otros factores a considerar son las vitaminas y
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algunos metales. El proceso de adaptacion es variable, debido a que pueden
sobrevivir a altas y bajas temperaturas como el Archipiélago Antartico. (Chen,
Min, & Wang, 2009).

En nuestro pais se han identificados microorganismos psicroéfilos de los
glaciares del Chimborazo (Correa, 2013). Las microalgas se subdividen en
cianobacterias procariotas que carecen de estructuras nucleares y algas
eucariotas como se indica en la Tabla 1 (Barsanti & Gualtieri, 2006).

Las especies capaces de producir altos niveles de lipidos podrian ser
identificadas a partir de cada una de estas clases de algas eucariotas, a
excepcion de las cianobacterias debido a que su contenido lipidico es menor al
10 % en peso seco (Chen, Min, & Wang, 2009).

Tabla 1
Clasificacion de las microalgas

REINO CLASE

Bacillariophyceae (Diatomeas)

Chlorophyceae (Algas verdes)

Rhodophyceae (Algas rojas)

Xanthophyceae (Algas verde

Eukaryota amarillas)

Chrysophyceae (Algas doradas)

Phaeophyceae (Algas marrones)

Euglenophyceae

Cyanophyceae

Prokaryota Prochlorophyceae

Fuente: (Barsanti & Gualtieri, 2006)

Se cultivan en fotobiorreactores que brindan condiciones y parametros para
su crecimiento, dentro de estos se mejoran varios factores para producir lipidos
(Salas, 2015). Existe otra division de las microalgas, en la cual se destacan
varias caracteristicas como se muestra en la Tabla 2 (Santamaria, Garcia, &
Roselld, 2010).



Tabla 2

Clasificacion de las microalgas segun sus caracteristicas

Divisién Morfologia | Pigmentacion | Reservorio Pared
celular
Poseen 2 _ .
Chlorophyta Carotenoides Almidon Celulosa
flagelos
Rhodophyta Sin flagelo Ficobilinas Almidon Celulosa
Poseen 2
Sin
Pyrrophyta flagelos Clorofilaayc Aceites
pared
laterales
Poseen 2
flagelos en la _ o
Phaeophyta Clorofilaayc Laminaria Celulosa
parte lateral de
la zodspora
Poseen 2
Chrysophyta flagelos del Carotenoides | Crisolaminaria | Pectina
mismo tamano
Poseen 3 _
Sin
Euglenophyta | flagelosenla | Clorofilaayb Paramilén g
are
parte lateral. P

Fuente: (Santamaria, Garcia, & Rosellg, 2010).
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2.2. Factores de crecimiento de las microalgas.

2.21. Luz

La luz es muy importante para el crecimiento de las microalgas en el
proceso fotosintético, pero no pueden utilizar toda la luz, debido a que las
microalgas no pueden absorber todos los fotones, el exceso de energia inhibe la
capa superficial de las microalgas. La principal fuente de energia de las
microalgas es la luz visible, debido a que las microalgas pueden absorber la
clorofila, las ficobilinas y los carotenoides en un rango de 400 a 750 nm como
se muestra en la Figura 1. (Carvalho, Silva, Baptista, & Malcata, 2011)

Total Solar
Radiation
(300-4000 nm)

Gamma rays X-rays | Ultraviolet Infra-red Radio waves

YWisible

g [0

Wavelength (nm)

Colour spectrum of while light

Wavelength (nm)

Violer <) —
A5 f—

S ]

Cireen S50 je—
Yellow G —
Red 700 —
TS50

Blue
COrange G50 —

Figura 1 Espectro de radiaciéon electromagnética de la luz.
Fuente: (Carvalho, Silva, Baptista, & Malcata, 2011)

Cuando la intensidad de la luz aumenta, la tasa de crecimiento especifica
microalgal disminuye, esto se conoce como fotoinhibicién. Las microalgas

inhiben la fotosintesis cuando la intensidad de luz es excesiva, esto causara un
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dafo generalmente reversible al proceso fotosintético. Evitar la fotoinhibicion
puede ayudar a la tasa de crecimiento especifica de las microalgas como se
indica en la Figura 2 (Chisti, 2007)

Maximum specific growth rate
/
Wi e Phatoinhibiled region A
@ Hrax
e —
o i
— ———
= e
- TN~
— —
E H"““-..
on
L My
§. 2
7y
,Light saturabion constant
o LiZ
0
Sunlight intensity >

Figura 2 Efecto de la intensidad de la luz sobre la tasa de crecimiento
especifica de las microalgas
Fuente: (Chisti, 2007)

2.2.2. pH y salinidad

El valor de pH afecta a la tasa de crecimiento de las microalgas, pero a la
vez permite la facilidad de capturar CO2 en la atmdsfera cuando la condicién de
crecimiento sea alcalina, en este caso se puede producir mayor cantidad de
biomasa (Zang, Huang, & Wu, 2011). Generalmente, las microalgas de agua de
mar pueden tolerar mayor salinidad que las microalgas de agua dulce. En caso
de que las microalgas se encuentren en condiciones de crecimiento con baja
salinidad, sera importante la adicién de NaCl y NaSO4 (Liu, Sun, & Zhu, 2006).
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2.2.3. Nitrégeno y Fésforo

El nitrégeno es un elemento esencial en el crecimiento de las microalgas.
Varias especies de microalgas fijan el gas nitrégeno en el aire a través del
proceso de fijacion de nitrégeno para su propio uso. La mayor cantidad de
nitrégeno en condiciones de crecimiento aumentara el crecimiento microalgal. La
forma de nitrdgeno puede ser importante para el crecimiento ya sea NH4-N,
NH3-N y NH, de los mencionados anteriormente el radical NH4-N es mas facil
de absorber para las microalgas (Dortch, 1990).

Ademas del nitrégeno también seleccionan al fésforo como fuente
principal de nutrientes, el KH,PO, es el de mayor consumo, lo que significa que
esta forma de fosforo es util para el crecimiento de microalgas (Zang, Huang, &
Wu, 2011). La relacion de nitrogeno y fosforo (N / P) afecta directamente al
crecimiento de las microalgas, la composicion de las células y la absorcion de
nutrientes (Anderson & Katja, 2003).

2.2.4. Temperatura

La temperatura es un factor ambiental que afecta indirectamente al
crecimiento de las microalgas (Huang, Chen, & Liu, 2008). Si las microalgas se
encuentran en medio liquido y su temperatura es inferior a 4 °C existe
fotoinhibicion. Cuando la temperatura esta entre 11 °C y 12 ° C, la fotosintesis
se inhibe sustancialmente, luego de superar los 11 °C, la relacién entre la
temperatura y el crecimiento de las microalgas es lineal. La temperatura
determina la actividad y las tasas de reaccién de la enzima intracelular, que
tendra influencia sobre la fotosintesis y afectara el crecimiento de las microalgas
(Tan, Kong, & Yu, 2009).

2.3. Géneros de microalgas.

2.3.1. Chlorella spp.
Es un género de algas de color verde con una sola célula pertenecientes

al filo Chlorophyta. Posee la forma circular, su diametro mide entre 2 y 10 ym,
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no presenta flagelos (Scheffler, 2007). Fue descubierto en 1890 por Beyerinck,
cuyo nombre significa verde de Chloros y pequeno de ella. (Infante, Angulo,

Zarate, Florez, Barrios, & Zapata).

La unién celular presenta el mismo tamafio al formar la colonia microalgal,
manteniendo su forma esférica, no llegan a comprimirse como es el caso del
género Chlorococcum spp. En ocasiones se las puede confundir de manera
equivocada con los géneros Micractinium y Golenkinia. En la formacién de
nuevas células (A), la célula madre (B) se divide en 4 células hijas (C). (Wackett,
2008). Las células madre pueden convertirse en gametos o esporas, porque
presentan un plasto voluminoso que contiene un pirenoide. Las células jovenes
son de menor tamafio también se las conoce como autoesporas, se liberan de
manera espontanea de la pared celular de las células aisladas o células madre
(D), como se indica en la Figura 3. (Des Abbayes, Chadefaud, Grassé,
Feldmann, & Prévot, 1989)

Figura 3 Division del género Chlorella
Fuente: (Des Abbayes, Chadefaud, Grassé, Feldmann, & Prévot, 1989)
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El cloroplasto es parietal, posee la forma de una taza (Wackett, 2008).
Este contiene pigmentos fotosintéticos de color verde como son la clorofila a y
clorofila b (Scheffler, 2007)

Las microalgas realizan el proceso de fotosintesis de manera rapida,
necesitando minerales, CO2, luz y agua (Scheffler, 2007). EIl género Chlorella
spp es una fuente alimenticia de suma importancia, en varias ocasiones puede
suplementar a otros alimentos como la cafia de azucar debido a que su eficiencia
en el proceso de fotosintesis puede llegar a ser mayor del 8% (Zang, Huang, &
Wu, 2011).

Este género puede habitar en aguas que contengan materia organica o
minerales. Se utilizan en lagunas de estabilizacién, son resistentes a condiciones
elevadas de salinidad, cuando se reproducen muy rapidamente forman un olor a
moho en medios acuaticos. Algunas especies obstruyen filtros de arena
(Wackett, 2008). Se cultiva en pozos de agua para el consumo diario en las
personas debido a que contiene actividad proteica y puede ser utilizada como un

analgésico en el tratamiento de tumores (Alvear, Castillo, & Henao, 2011).

2.3.2. Chlorococcum spp.

Su color es verde, son similares al género Chlorella spp (Zang, Huang, &
Wu, 2011). Forma parte de la familia Chlorococcaceae y filo Chlorophyta
(Carvajal, Cadena, Molina, Romero, Gavilanez, & Morales, 2013). En ciertos
casos esta microalga se asemeja con el género Phytoconis (Carvajal, Cadena,
Molina, Romero, Gavilanez, & Morales, 2013). La formacién de sus células es de
forma irregular, debido a que presentan diferentes tamafos en su diametro.
Cuando dos células se ponen en contacto, su superficie es plana, en ciertas

ocasiones se comprimen (Wackett, 2008).

Su morfologia es ovalada o eliptica (a) (Carvajal, Cadena, Molina,
Romero, Gavilanez, & Morales, 2013). También pueden adoptar una forma

esférica (b) (Wackett, 2008). El cloroplasto es parietal urceolado que cubre a la
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membrana celular en su totalidad (c) (Zang, Huang, & Wu, 2011). Pueden
presentar un pirenoide o varios de ellos (d) (Abd EI-Baky & El-Baroty, 2013). Al
momento de reproducirse forman esporas los cuales contienen flagelos con
propio movimiento (e) como se indica en la Figura 4 (Carvajal, Cadena, Molina,

Romero, Gavilanez, & Morales, 2013).

—
o ®a 00

Figura 4 Morfologias distintas del género Chlorococcum sp.
Fuente: (Carvajal, Cadena, Molina, Romero, Gavilanez, & Morales, 2013).

Se reproducen de manera asexual por aplanospoéras y zodsporas, pero
hay casos donde Chlorococcum spp su reproduccion es sexual debido a la union
de isogametos (Carvajal, Cadena, Molina, Romero, Gavilanez, & Morales, 2013).

Habitan en aguas con alto nivel de salinidad, resisten la polucion, abundan
mayormente en el suelo (Wackett, 2008). Se adaptan a sequias y poseen un pH
de 2 a 9 (Klochkova, Kang, Cho, Pueschel, & Kim, 2006). Algunas especies son
heteroétrofas, y pueden vivir en ambientes que no contengan luz, sin cambiar su
pigmentacién verde. Soportan compuestos quimicos como el sulfato de cobre

(Wackett, 2008). Anaden carotenoides en su estructura cuando presentan
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condiciones de estrés, se masifican en fotobiorreactores con luminosidad (Abd
El-Baky & El-Baroty, 2013).

2.3.3. Stichococcus spp

Es una microalga de color verde, que abarca 14 especies. Las células
tienen aproximadamente 2 a 3 pm de diametro. El estado de las estructuras
filamentosas o unicelulares depende de la salinidad. Su ciclo de vida es corto y
es tolerante a diferentes rangos de pH. Mas del 30% de su masa seca se puede
producir como aceite que puede convertirse facilmente en biocombustible.
Puede llegar a producir altos porcentajes de acidos grasos de carbono C16 a
C18. Varias especies pueden crecer tanto en agua dulce y agua de mar con
diferente cinética de crecimiento, se adapta a bajas temperaturas y se encuentra
en areas libres de hielo en la Antartida. Tiene una organizacion uUnica de
microtubulos en la profase. Es importante para la produccién de biodiesel
(Sivakumar, Jeong, & O Lay, 2014).

2.4. Estructura, morfologia y fisiologia.

Las microalgas contienen en su membrana pigmentos como la clorofila y
la xantofila, ademas de carotenoides, como la astaxantina y la fucoxantina, se
destacan también los componentes quimicos entres los cuales se encuentran la
luteina y la piridina, por ultimo se destacan las proteinas como las ficobilinas que
son capaces de captar la luz (Gavilanez, Morales, & Molina, 2013). Las ficobilinas
se encuentran en abundancia en estos microorganismos debido a la presencia
de metionina y cisteina ya que forman parte de las reservas de energia. Otras
fuentes de suplemento son el glicerol y los almidones (Garbisu, Blanco, Alkorta,
Llama, & Serra, 1999). Estas caracteristicas estructurales son utilizadas de suma
importancia en los procesos alimenticios (Gavilanez, Morales, & Molina, 2013).
En los géneros de microalgas Lyngbya spp, Diatomea spp y Chladophora spp
se han encontrado 50% de proteinas, 30% de hidratos de carbono y 20% de
lipidos (Ahmad, Khan, & Yasar, 2012). Las microalgas en su totalidad presentan

dos formas: 1) unicelulares y 2) multicelulares. Los microorganismos unicelulares
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poseen dos o mas flagelos en la parte lateral o apical, en este grupo se
encuentran las chlorphytas de color verde, chrysopytas de color dorado o
marrén, pyrrophytas o dinoflageladas y euglenophytas o euglenoides. Las
microalgas multicelulares contienen pigmentos rojos que no poseen flagelo pero
en microalgas pardas como las phaeophytas se presentan flagelos en la
zodspora (Santamaria, Garcia, & Roselld, 2010).

Las microalgas unicelulares contienen flagelos en su estructura, luego de
dividirse varias veces, los microorganismos detienen la separacion de las
zoosporas, las células se juntan y el ADN se replica, las microalgas adquieren
una estructura esférica inmoévil debido a la carencia de flagelos (Santos &
Mesquita, 1984). Las microalgas realizan el Ciclo de Calvin donde se producen
procesos bioquimicos en los estromas del cloroplasto. Las moléculas de diéxido
de carbono generan glucosa, uniéndose a la 1-5 bifosfato ribulosa,
posteriormente se dividen en dos moléculas de 3 fosfoglicerato para llegar a
obtener piruvato. Una vez que el piruvato llega a descarboxilarse, la acetil
coenzima A forma la malonil coenzima A, que es llevada hacia la proteina
transportadora del grupo Acilo donde se origina la molécula beta cetoacil, de esta
se remueve el grupo cetona y empieza la sintesis de los acidos grasos. En el
segundo ciclo de la sintesis de acidos grasos se afiaden acetilos provenientes
de la malonil coenzima A para ampliar el niumero de atomos de carbono a 16.
Finalmente se separa la proteina trasportador de acilo como se muestra en la
Figura 5. (Voet, Voet, & Pratt, 2007).
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Figura 5 Sintesis de los acidos grasos
Fuente: (Voet, Voet, & Pratt, 2007)

Posteriormente el acetato restante se afade al palmitato, a través de
elongasas, forma triglicéridos en el reticulo endoplasmatico como se indica en la

Figura 6 (Garibay, Vasquez, Sanchez, Serrano, & Martinez, 2009).
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Figura 6. Esquematizacion de la sintesis de lipidos en células eucariotas

Fuente: (Garibay, Vasquez, Sanchez, Serrano, & Martinez, 2009)

Las desaturasas provocan insaturaciones entre el carbono 9 y el carbono 10,
formando el acido oléico y palmitoléico, los cuales son fuentes de reserva en la
célula (Madigan, Martinko , & Parker, 2003).

2.5. Flora de la Antartida

El Archipiélago Antartico se encuentra al sur del continente Americano,
el clima es frio con temperaturas por debajo de los 0 °C, se encuentran en él
diferentes tipos de animales como aves, peces y mamiferos. Principalmente su
flora esta llena de microalgas y liquenes, que han desarrollado su morfologia
segun las variaciones del medio ambiente. Las microalgas crecen en ambientes
de agua marina y dulce ademas pueden acondicionarse en la nieve y en los

glaciares. Los microorganismos psicrofilos se los recolectan entre los meses de
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noviembre, diciembre, enero y febrero, aqui se dan las estaciones de Verano y
Primavera. Su crecimiento es elevado debido a la absorcion de nutrientes y la
captacion de la luz solar, en los glaciares se observan manchas verdes vy rojas,
lo que hace una facil identificacion de las microalgas al momento de recolectar
muestras como se indica en la Figura 7 (ASOCAE, 2011). Los géneros
identificados en la recoleccion de microalgas de la Isla Greenwich y la Isla
Roberts fueron utilizados para realizar la investigacion, pertenecen a diferentes

clases de plantas inferiores como se indica en la Tabla 3 (Salas, 2015).

Figura 7. Muestras recolectadas de los glaciares antarticos
Fuente: (ASOCAE, 2011).
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Tabla 3
Numero de casos identificados en las muestras recolectadas en la Isla

Greenwich e Isla Roberts del Archipiélago Antartico

Clase Género

Coconeis

Cymbella

Diatoma

Gomphonema

Hantzschia

Bacillariophyceae Surirellya

Pinnularia

Niztchia

Synedra

Navicula

Chlorella

Haematococcus

Chlorophyceae Chlorococcum

Pandorina

Chlamydomona

Stichococcus

Oscillatoria

Cyanophyceae Leptolyngbya

Pseudoanabaena

Fuente: (Salas, 2015)
2.6. Perfil Lipidico
Los lipidos son moléculas conformadas por atomos de carbono e

hidrégeno, en pocas cantidades de oxigeno y en ocasiones de nitrdgeno, fosforo

y azufre. Son insolubles en agua y solubles en compuestos organicos como el
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cloroformo, éter, benceno. Las microalgas poseen lipidos que contienen
triglicéridos que son producidos por varias moléculas de acido graso y una
molécula de 1, 2, 3 — propanotriol o glicerol. Las cadenas cortas de los acidos
grasos le dan volatilidad y un bajo punto de ebulliciéon, mientras que las cadenas
largas presentan un punto de ebullicidn elevado y no son volatiles. Los acidos
grasos que contienen en su estructura enlaces dobles son mas reactivos y su
punto de fusién aumenta, esto hace que se puedan mantener a temperaturas
bajas en estado liquido. Los lipidos se encuentran conformados por grasas,
aceites, terpenos, ceras, esteroides y en algunos casos por lipidos complejos
(Salas, 2015).

Las grasas son ésteres que se encuentran conformados por glicerol y
acidos grasos en saturacion, contienen enlaces simples en sus cadenas de
atomos de carbono (Monthieu, 2010). Los aceites se forman por una molécula
de glicerol y &acidos grasos que pueden tener enlaces simples o dobles,
conocidos también como insaturados. Mantienen su estado liquido a una
temperatura de 24 °C y se originan de vegetales. Los terpenos son hidréfobos,
se forman a partir del isopreno, provienen de los aceites vegetales (Madigan,
Martinko , & Parker, 2003).

Las ceras son ésteres originados por la adicion de acidos grasos con un
peso molecular elevado a moléculas distintas a la glicerina o glicerol, en los
animales las ceras actuan como capas de protecciéon (Garibay, Vasquez,
Sanchez, Serrano, & Martinez, 2009). Los esteroides se derivan del esterano,
compuestos por atomos de hidrégeno y carbono, forman cuatro anillos, un
pentagonal y tres hexagonales, su origen puede ser vegetal como los
fitoesteroles y animal como el colesterol. Los lipidos complejos son
saponificables conocidos también como lipidos de membrana, son anfipaticas
conformadas por atomos de hidrogeno, carbono, oxigeno, nitrégeno, azufre y
fosforo. La molécula de glicerol se encuentra en el centro y puede ser

remplazada por el grupo fosfato y los acidos grasos (Salas, 2015).
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2.7. Caracteristicas del biocombustible.

Los biocombustibles sintetizados de la extraccion de lipidos a partir de
microalgas pueden proporcionar una opcion viable a los combustibles fosiles. Sin
embargo, esta nueva alternativa debe superar una serie de obstaculos antes de
que pueda competir en el mercado de los combustibles y de ser desplegado
ampliamente. Esto incluye la identificacién de la cepa del género microalgal y su
mejoramiento en términos de productividad de petréleo, ademas de la proteccién
de los medios de cultivos, adicidn de nutrientes para mejorar la produccion de
biocombustible y la economia de nuestro pais. A nivel mundial se requiere de la
obtencidn de biodiesel a partir microalgas para proporcionar la energia necesaria
para iluminacion, calefaccién y transporte. El petréleo es un recurso limitado que
con el tiempo se agotara. Estos factores estan impulsando el desarrollo de fuentes
alternas de energia renovables que pueden suplantar combustibles fosiles
(Hannon, Gimpel, Tran, Rasala, & Mayfield, 2010).

En la actualidad las microalgas son la unica forma renovable para generar
biocombustibles, tienen un impacto mucho menor sobre el medio ambiente. Se
pueden seleccionar varios géneros para optimizar la produccion de diferentes
biocombustibles, ofreciendo una gama variada de productos alimenticios como
acidos grasos omega-3 y fuentes de energia como combustible para aviones, gas
de aviacion, biodiesel, gasolina y bioetanol (Gouveia, 2011).

El biodiesel esta formado por aceites originados de microalgas mediante
extraccion o compresion. Es un carburante derivado de microorganismos cuya
transformacién produce ésteres con grupos alquilo que pueden ser utilizados en
vehiculos con motor a diesel sin alterar las partes de la carroceria. También el
biodiesel se puede anadir a los combustibles derivados del petréleo, reduciendo
las emisiones de dioxido de carbono producido por los gases del efecto
invernadero, asi como la disminucidn de smog y malos olores. Presenta un punto
de inflamacién mucho mas elevado que el diesel por lo que nos brinda mayor

facilidad de almacenarlo (Cardenas, 2010).
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Las microalgas son una fuente suplementaria a la produccién de
biocombustibles debido a que tiene propiedades mucho mas benéficas que el
diesel comun. La densidad del biodiesel es de 0,864 kg/L mientras que la del
carburante es de 0,838 kg/L lo que hace que el biocombustible incremente la
energia térmica del vehiculo brindando un mejor rendimiento al motor. La
viscosidad del biodiesel es de 5,2x10~* Pa/s mucho menor a la de la gasolina que
es de 1,9x10~* Pal/s, evitando que se originen fugas al momento de encender el
vehiculo (Barraza, Collao , Espinoza, Moya , & Thun, 2009).

El biocombustible tiene un punto de inflamacién de 115 °C, lo que significa
qgue puede ser utilizado industrialmente debido a que si un carburante supera los
65 °C en su punto de inflamacion es considerado como combustible. El acido graso
gue presente un numero de cetano proximo a 100 es el mas éptimo para la sintesis
de biodiesel. El acido estearico tiene un numero de cetano de 85,9 por lo que este
es el mas utilizado al momento de ver la volatilidad y la inflamacién del combustible
(Sanchez, Piloto, Goyos , & Ferrer, 2012).
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CAPITULO Ill: MATERIALES Y METODOS

3.1. Participantes

3.1.1. Instituciones
El proyecto fue realizado en el Laboratorio de Biologia Quimica Sostenible
de la Universidad Central del Ecuador, en convenio con la Carrera de Ingenieria

en Biotecnologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE.

3.1.2. Colaboradores Cientificos
Freddy Proafio, Ph.D., ESPE (Director del Proyecto de Titulacion).

Ronny Flores, Dr., Universidad Central del Ecuador (Tutor Cientifico y Director

externo del Proyecto de Titulacion)

3.2. Periodo de investigacion
La investigacion fue desarrollada en un periodo de 4 meses, desde agosto
hasta diciembre de 2016.

3.3. Seleccion de microalgas psicroéfilas antarticas.

3.3.1. Colecta de muestras.

Las muestras fueron otorgadas por el Laboratorio de Quimica Sostenible de
la Universidad Central del Ecuador como parte del proyecto del Instituto Antartico
Ecuatoriano (INAE). Estas fueron tomadas de la Isla Greenwich y la Isla Roberts
ubicadas en la Antartida, posteriormente se trasladaron al Ecuador en diferentes

tubos de ensayo con su respectiva tapa.

3.3.2. Proceso de adaptaciéon

Se tomaron varias muestras de biomasa de los tubos originales, en donde
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los consorcios 151Ga2 con coordenadas 35° 59’ 36” S y 48° 27’ 27” O, consorcio
151Gc1 con coordenadas 35° 53’ 30” Sy 76° 43’ 17” O y el consorcio 15IRe1 con
coordenadas 35° 43 40” y 72° 13’ 27” O se adaptaron a distintas temperaturas en
el laboratorio luego de pasar por un proceso de adaptacion de 21 dias en funcién

del medio de cultivo M1 modificado como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4
Adaptacion de los géneros del consorcio 151Ga2, 151Gc1 y 15IRe1 a los 21 dias.
Consorcio Muestra Original Adaptacién 4° C | Adaptacion 24°C
Haematococcus spp.
Chlorococcum spp. Chlorella spp.
151Ga2 Chlorella spp. Chlorococcum | No sobrevivieron
Stichococcus spp. spp.
Diatoma spp.
Chlorella spp. Chlorella spp.
Stichococcus spp. Stichococcus
151Gc1 Chlorococcum spp. spp. No sobrevivieron
Chiorella spp. Chlorococcum
spp.
Haematococcus spp. Chlorococcum
Chlorococcum spp. Chlorococcum spp.
15IRe1 Chlorella spp. spp. Chilorella spp.
Chlorella spp. Stichococcus

Stichococcus spp.
spp.

3.3.3. Aislamiento de microalgas psicréfilas antarticas.

Se procedio a realizar el aislamiento de tres géneros de microalgas con el fin
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de obtener cultivos monoalgales es decir de un tipo de género.

3.3.3.1. Aislamiento en medio de cultivo sélido.

Se utiliz6 esta técnica para separar los tres géneros de microalgas
seleccionados luego del proceso de adaptacion en este caso fueron Chlorella spp
perteneciente al consorcio 151Ga2, Chlorococcum spp perteneciente al consorcio

151Ge1 y Stichococcus spp perteneciente al consorcio 15I1Re1.

Se afiadié agar al medio M1 modificado y se repartieron 40 mL en tres cajas
Petri, luego se inocularon dos gotas de cada consorcio en cada una de las cajas y
se esparcié con un asa bacterioldgica estéril. Se colocd su respectiva tapa y se
cubrié la caja con papel parafilm, se invirtieron las cajas Petri y se colocaron a 24° C
con un fotoperiodo de 24 horas, iluminacion de 4500 lux durante dos semanas. Las

microalgas fueron observadas en el microscopio invertido.

3.3.4. Preparacioén del medio de cultivo

Se utilizaron 3 tubos de ensayo con 5 mL de medio M1 modificado y se coloco
una pequefia cantidad de cada microalga aislada de su respectiva caja Petri con un
fotoperiodo de 24 horas a 24° C con iluminacion de 4500 lux, colocando un tapon en
la parte superior del tubo para que este tenga aireacion por dos semanas. El medio

de cultivo usado para el crecimiento microalgal fue el medio M1 modificado.

3.3.4.1. Medio de cultivo M1 modificado

Se preparo el medio en tres frascos diferentes de acuerdo a la cantidad de
volumen requerida, se midio el volumen de agua destilada con una pipeta de 1000
mL, posteriormente se autoclavaron los tres frascos durante 90 minutos a una
presion de 15 PSI y una temperatura de 121° C. La composicion del medio M1

modificado se muestra en la Tabla 5 (Salas, 2015).



Tabla 5

Composicion del medio de cultivo M1 modificado para 1000 mL

SALES CONCENTRACION
Stock | (g/L)
KH2PO4 0.3
K2HPO4 0.18
Stock Il (g/L)
FeCls.6H20 0.002
Stock Il (g/L)
NaCl 0.1
CaCl2 0.02
MgSOa4 2.65
FeSO4 0.002
KNOs3 0.7025
KCI 0.30
ZnS0O4 0.0007
H3BOs3 0.034
EDTA 0.03
MnSO4 0.003
0.02 mg
CoCl2 0.3 g
0.04 mg

Fuente: (Salas, 2015)

28
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3.4. C ondiciones del cultivo de microalgas psicréfilas antarticas

Una vez que se obtuvo crecimiento en cada tubo de ensayo, se
procedié a masificar en 18 frascos de 250 mL. Los géneros Chlorella spp
Chlorococcum spp y Stichococcus spp se inocularon en el medio M1 modificado en
tres frascos de 250 mL por cada género a temperaturas de 4° C y 24° C. A cada uno
de los frascos se le afiadid un sistema para proporcionar aireacion de 0,5 L/min, se
unié un vidrio fusible con un diametro de 0.6 mm a una manguera, este sistema se
encontraba conectado a una Bomba 5000 Power de 60 Hz, 5 W y 110 V con 2
salidas. Se colocd iluminacién utilizando lamparas a 5000 lux con un fotoperiodo
12:12 horas.

Se monitoreo los frascos cada dia. Se realizé un conteo celular utilizado la
camara de Neubauer cada 3 dias. Se llevo un registro de los datos durante 28 dias
para obtener valores en la grafica de absorbancia vs concentracion de lipidos,

utilizando el programa Excel 2008.
3.5. Determinacion de lipidos

3.5.1. Método de extraccion de Bligh & Dyer

Se coloc6 5 mL de cada frasco con su respectiva microalga a distintas
temperaturas en 18 tubos de ensayo, colocando papel aluminio en la parte superior
para evitar la contaminacion, se colocaron en la estufa a 80° C en un periodo de 48

horas.

Luego de transcurrir este tiempo se adiciond 3 mL de una mezcla de solventes

cloroformo metanol (1:2).

Se sonicaron los tubos de ensayo (Tubo 1) en 3 ciclos de 15 minutos

afadiendo agua destilada y hielo.

Se incubaron los tubos a 4° C por 24 horas protegiéndolos de la luz con papel

aluminio.
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Al dia siguiente se sonicaron los tubos en 3 ciclos de 15 minutos afiadiendo

agua destilada y hielo.

Se centrifugaron a 4700 rpm durante 20 minutos a 24° C, se procede a
recuperar los extractos con una pipeta Pasteur, para traspasar el sobrenadante a

nuevos tubos de 15 mL (Tubo 2).

Se agregaron 1.5 mL de una mezcla de solventes cloroformo metanol (1:2) a
la biomasa residual del (Tubo 1), este paso se realiza para la extraccion de mas
lipidos de biomasa seca de las microalgas.

Se volvié a centrifugar a 4700 rpm durante 20 minutos a 24° C recuperando
mas extracto del (Tubo 1) para colocarlo en el (Tubo 2).

Se agrego 2 mL de agua destilada del (Tubo 2) que contiene el extracto y se

agité en el vortex.

Se elimind el exceso de agua con una pipeta Pasteur, y se realiz6 la ultima
centrifugacion a 4700 rpm durante 10 minutos a 24° C para separar la fase inferior

formada por cloroformo vy lipidos.

Luego se anadié 1 mL de cloroformo para separar aun mas la fase inferior, se
introdujo una pipeta Pasteur con mucho cuidado, se burbuje6 aire hasta el fondo del

tubo.

Se paso la fase de cloroformo y lipidos del (Tubo 2) al (Tubo 3), y se midio

cuanto volumen se tomé.

Se lavé la fase acuosa con 1 mL de cloroformo, se mezclé en el vortex y se
procedié a centrifugar a 4700 rpm durante 10 minutos a 24° C, se recuperé la fase

inferior y se colocé en (Tubo 3).

Se dejo en bafio maria toda la noche con agitacion a 37° C sin tapa.
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Al siguiente dia, luego que el cloroformo se evapord, se agregaron 2 mL de

acido sulfdrico concentrado.

Se sellaron los tubos con papel aluminio con el fin de evitar contaminacion,

se preparo un blanco (Tubo con acido sulfurico).
Se calentaron los tubos en una estufa a 200° C por 15 minutos sin tapas.

Se colocaron los tubos en el refrigerador a 4° C para que se enfrien, se afiadié

3 mL de agua destilada.

Se sonicaron los tubos por 15 minutos y se mezclé con vortex hasta que la

muestra quedo homogénea y sin residuos de materia organica.

Se pasé las muestras a las celdas y se realizé la lectura de la absorbancia a
375 nm en el espectrofotometro. Los materiales utilizados se observan en la Tabla
6.

Tabla 6
Materiales utilizados en el Método de Bligh & Dyer
Equipos Materiales Reactivos
Tubos de ensayo
Refrigeradora Papel aluminio Agua destilada
Sonicador Frascos de vidrio Hielo
Centrifuga Probeta de 100 mL Cloroformo
Vortex Pipetas Metanol
Balanza digital Cajas Petri Acido sulfarico
Estufa

3.5.2. Cuantificacion de lipidos extraidos por espectrofotometria

La cantidad de lipidos extraidos de los géneros Chlorella spp, Chlorococcum

spp Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp fue obtenida en el
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espectrofotometro. Para realizar la cuantificacion se desarrollaron todos los pasos
mencionados anteriormente en el Método de extraccién de Bligh & Dyer para medir
la absorbancia a 375 nm. La concentracion de lipidos obtenidos de cada género a

diferente temperatura se calculé mediante la siguiente ecuacion:

Ab-0.0126 3.5 .
(Ecuacion 1)

[LlpldOS] - ( 2.8311 Vext

Donde: Ab (Absorbancia), Vext (Volumen extraido de la muestra). La
concentracion de lipidos nos indicé la produccion lipidica en el tiempo. Estos datos
se calcularon a través del programa SPSS 15.0

La ecuacion de la recta se obtuvo con experimentos previamente realizados

en la Universidad Central del Ecuador.
y =2.831+0.0126 (Ecuacion 2)
R? =0.999
3.6. Determinacion de la curva de crecimiento de Stichococcus spp.

3.6.1. Peso seco

Para la obtencion del peso seco del género Stichococcus spp. en la fase
estacionaria para determinar de la curva de crecimiento, primero se pesaron los
tubos de ensayo en la balanza analitica antes de colocar el volumen de cada frasco,
luego se colocod 5 mL de cada frasco a temperatura de 4° C y 24° C en los 6 tubos
de ensayo medidos anteriormente, se utilizé papel aluminio en la parte superior para
evitar contaminacion en la muestra, luego se colocaron los tubos en la estufa a 80°
C en un periodo de 48 horas. Una vez obtenida la biomasa seca dentro de cada
tubo, se volvio a pesar en la balanza analitica, los resultados fueron llevados en un

registro y se analizaron utilizando el programa Excel 2008.
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3.7. Anadlisis estadistico

Mediante el analisis de ANOVA y Test de Duncan se determind el factor
temperatura y género en la produccion de lipidos para la sintesis de biocombustible
a través del programa SPSS 15.0
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp.

Los tres géneros de microalgas psicréfilas presentes en los glaciares de la
Antartida producen lipidos para la sintesis de biocombustible, siendo el género
Chlorella sp el de mayor concentracion con un valor de 0,2802 mg/mL a una
temperatura de 4° C y un valor de 2,6704 mg/mL a una temperatura de 24° C en e
dia 22 de su fase exponencial.

Todas las muestras de microalgas obtenidas de los consorcios 151Ga2,
151Gc1 y 15IRe1 de la Isla Greenwich y la Isla Roberts del archipiélago Antartico
fueron masificadas inicialmente a un volumen de 5 mL, de los cuales se aislaron los
géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp hasta alcanzar un
volumen de 250 mL, en un fotoperiodo de 24 horas con aireacion e iluminancia de
4500 lux. Luego se realizd la extraccion de lipidos a partir de las microalgas
psicrofilas antarticas utilizando el método de Bligh & Dyer para la sintesis de
biocombustible.

Los géneros Chlorococcum spp y Stichococcus spp generaron poca cantidad
de lipidos a distintas temperaturas, tomando en cuenta que la concentracion lipidica

es baja, no se descarta que otros factores hayan influido en la produccion de lipidos.

4.1.1. Masificacién

Las muestras de microalgas obtenidas de los consorcios 151Ga2, 151Gc1 y
15IRe1 de la Isla Greenwich y la Isla Roberts del archipiélago Antartico fueron
conservadas en 3 tubos de ensayo, con medio M1 modificado, en un fotoperiodo
de 24 horas a una temperatura de 24° C con aireacién e iluminancia de 4500 lux.
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Luego del transcurso de dos semanas de realizar el aislamiento, se
observaron las microalgas aisladas en su respectiva caja Petri, y se procedieron a
inocular los géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp. en el
medio M1 modificado con tres repeticiones de cada uno en frascos de 250 mL a 4°
C y 24° C en un fotoperiodo 12:12 horas, con aireacién moderada y con iluminancia
de 5000 lux.

4.1.2. Analisis del crecimiento celular a distintas temperaturas

Los valores que se indican en la Tabla 7 y Tabla 8 en relacién al crecimiento
celular a la temperatura de 4° C, indicaron que en tres repeticiones (A, By C), el
numero promedio de células de Chlorella spp por cada mL en la fase exponencial
en el dia 22 fue de 285000 000 cel/mL, en comparacién con el género
Chlorococcum spp que fue de 957100 000 cel/mL, ambas microalgas se encontraban

a la misma temperatura, fase, iluminacion, fotoperiodo y aireacion.

Tabla 7
Promedio del crecimiento celular del género Chlorella spp a 4° C

Chlorella/mL

DIAS A B C PROMEDIO
0 0 0 0 0

4 1,40E+06 | 1,38E+06 | 1,39E+06 | 1,39E+06
11 3,10E+06 | 3,09E+06 | 3,11E+06 | 3,10E+06
15 2,80E+07 | 2,90E+07 | 2,84E+07 | 2,85E+07
18 1,00E+08 | 1,04E+08 | 1,08E+08 | 1,04E+08
22 2,90E+08 | 2,81E+08 | 2,85E+08 | 2,85E+08
25 2,60E+08 | 2,55E+08 | 2,67E+08 | 2,61E+08




Tabla 8
Promedio del crecimiento celular del género Chlorococcum spp a 4° C
Chlorococcum/mL
DIAS A B C PROMEDIO
0 0 0 0 0
4 4,67E+05|4,60E+05|4,63E+05| 4,63E+05
11 1,03E+06 | 1,03E+06 | 1,04E+06 | 1,03E+06
15 9,33E+06 | 9,67E+06 | 9,47E+06| 9,49E+06
18 3,33E+07 | 3,47E+07 | 3,60E+07 | 3,47E+07
22 9,67E+07 |9,37E+07 | 9,50E+07 | 9,51E+07
25 8,67E+07 | 8,50E+07 | 8,90E+07 | 8,69E+07
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Las tres repeticiones (A, B y C) del género Stichococcus spp a una
temperatura de 4° C indicaron un valor promedio de células por cada gramo en el
dia 22 de su fase exponencial de 0,88 cel/g, en este caso se realizo el conteo por
peso seco, debido a que no se puede ejecutar un conteo celular en la Camara de
Neubauer debido a su morfologia. Los valores se observan en la Tabla 9.

Tabla 9

Promedio del crecimiento celular del género Stichococcus spp a4°C

Stichococcus/g
DIAS A B C PROMEDIO

0 0 0 0 0

4 0,02 | 0,02 | 0,02 0,02
11 0,16 | 0,17 | 0,16 0,16
15 0,38 | 0,36 | 0,36 0,37
18 0,65 | 0,68 | 0,68 0,67
22 0,88 | 0,90 | 0,88 0,88
25 0,74 | 0,78 | 0,78 0,76
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Los datos que se indican en la Tabla 10 y Tabla 11 en relacion al crecimiento
celular a 24° C, mostraron que en tres repeticiones (D, E y F) el numero celular
promedio de Chlorella spp por cada mL en la fase exponencial en el dia 22 fue de
604°000 000 cel/mL en comparacion con el género Chlorococcum spp que fue de
201°000 000 cel/mL, ambos géneros se encontraban en iguales condiciones.

Tabla 10

Promedio del crecimiento celular del género Chlorella spp a 24°C

Chlorella/mL

DIAS D E F PROMEDIO
0 0 0 0 0

4 1,35E+06 | 1,36E+06 | 1,34E+06 | 1,35E+06
11 1,38E+08 | 1,48E+08 | 1,52E+08 | 1,46E+08
15 3,563E+08 | 3,05E+08 | 3,11E+08 | 3,23E+08
18 4,70E+08 |4,75E+08 | 4,80E+08 | 4,75E+08
22 6,00E+08 | 6,02E+08 |6,10E+08 | 6,04E+08
25 5,26E+08 |4,78E+08 | 5,18E+08 | 5,07E+08

Tabla 11

Promedio del crecimiento celular del género Chlorococcum spp a 24°C

DIAS Chlorococcum/mL

D E F PROMEDIO

0 0 0 0
4,50E+05|4,53E+05|4,47E+05| 4,50E+05
11 4,60E+07 |4,94E+07 | 5,05E+07 | 4,86E+07
15 1,18E+08 | 1,02E+08 | 1,04E+08| 1,08E+08
18 1,57E+08 | 1,58E+08 | 1,60E+08| 1,58E+08
22 2,00E+08 | 2,01E+08 | 2,03E+08| 2,01E+08
25 1,75E+08 | 1,59E+08 | 1,73E+08| 1,69E+08
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Las tres repeticiones (D, E y F) del género Stichococcus spp a 24° C
presentaron un valor promedio de células por cada gramo en el dia 22 de su fase
exponencial de 1,18 cel/g, el conteo celular se lo realizd mediante peso seco. Los

valores se indican en la Tabla 12.

Tabla 12
Promedio del crecimiento celular del género Stichococcus spp a4°C
Stichococcus/g
DIAS D E F PROMEDIO
0 0 0 0 0
4 0,13 | 0,15 | 0,15 0,14
11 0,30 | 0,30 | 0,29 0,30
15 0,60 | 0,63 | 0,63 0,62
18 0,80 | 0,83 | 0,80 0,81
22 1,15 | 1,18 | 1,20 1,18
25 0,85 | 0,78 | 0,78 0,80

Los géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp crecieron
en el medio M1 modificado que contenia varios macroelementos y microelementos
para aportar en el crecimiento microalgal (Salas, 2015).

En la Figura 8 Y Figura 9 se observa que la microalga Chlorella spp tuvo
mayor crecimiento celular a los 28 dias en sus tres repeticiones a 4° cy 24° C en

relacion con el género Chlorococcum spp que se indica en la Figura 10 y Figura 11.
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Curva de crecimiento de Chlorella sp a 4°C
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Figura 8 Curva de crecimiento de Chlorella spp cultivado en medio M1

modificado en 3 repeticiones a 4° C

Curva de crecimiento de Chlorefla sp a 24°C
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Figura 9 Curva de crecimiento de Chlorella spp cultivado en medio M1

modificado en 3 repeticiones a 24° C
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Curva de crecimiento de Chlorococcum spad® C
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Figura 10 Curva de crecimiento de Chlorella spp cultivado en medio M1

modificado en 3 repeticiones a 4° C

Curva de crecimiento de Chlorococcum sp a 24°C
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Figura 11 Curva de crecimiento de Chlorococcum spp cultivado en medio M1

modificado en 3 repeticiones a 24° C
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En la Figura 12 Y Figura 13 se muestra el crecimiento celular de Stichococcus
spp a los 28 dias, con tres repeticiones a distintas temperaturas. Esta microalga se

encontraba a las mismas condiciones que Chlorella spp y Chlorococcum spp.

Curva de crecimiento de Stichococcus spad4°C

Stichococcusfg
[

Tiempo en dias

B Cultivo A A Cultivo B X Cultive C

Figura 12 Curva de crecimiento de Stichococcus spp cultivado en medio M1

modificado en 3 repeticiones a 4° C



42

Curva de crecimiento de Stichococcus sp a 24°C
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Figura 13 Curva de crecimiento de Stichococcus spp cultivado en medio M1

modificado en 3 repeticiones a 24° C

El género Chlorella spp presenté mayor crecimiento celular hasta el dia 22 de
su fase exponencial en comparacion con los géneros Chlorococcum spp y
Stichococcus spp, debido a que tiene una mejor capacidad de absorcién del CO2,
es por esto que capto todos los nutrientes contenidos en el medio de cultivo utilizado

que en este caso fue el M1 modificado (Khotimchenko & Yakolevka, 2005).

El tiempo en el que se generaron las células microalgales es 6ptimo para la
produccion de lipidos y posteriormente sinterizar biocombustible y varios
metabolitos. Ademas hay que destacar que el medio de cultivo M1 modificado
favorece el crecimiento de la microalga debido a los componentes de nitrdgeno y

fésforo que presenta en su composicion (Fernandez, Sanchez, & Molina, 2001)

El crecimiento celular de Chlorella spp se puede identificar en el color de

acuerdo a la luz que la microalga recibe. A una temperatura de 4° C mostraron una
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coloracién verde oscura, esto se da por las cianelas que poseen en su interior. En
cuanto a los frascos conservados a 24° C tomaron un tono verde claro, luego de 7
dias sufren una deterioracion por el efecto fotoxidativo ya que la luz y el oxigeno
exterior actuan como factores secundarios sobre la microalga, por lo que se coloco
mas cantidad de volumen del medio M1 modificado, esto hace que las células
adquieran nuevamente los nutrientes que se administraron en un comienzo y asi
poder asimilar componentes que aun no han sido captados por el género (Chisti,
2007).

El medio M1 modificado no fue aprovechado por los géneros Chlorococcum
spp y Stichococcus spp, para su crecimiento celular. Uno de los factores que influye
es la composicion que el medio posee, por esta razon se debe probar otros medios
de cultivo diferentes hasta encontrar el adecuado en proximos proyectos para
realizar el crecimiento celular y posteriormente la extraccion de lipidos (Jaramillo,
2011).

El medio de cultivo BBM permite el desarrollo de una gran cantidad de células
de Chlorococcum spp y Stichococcus spp a pesar de que presenta un poco cantidad

de nitrégeno en su composicién (Kuma, 2010).

4.1.3. Medicion de lipidos extraidos

Los datos obtenidos en la Tabla 13 en relacion a la extraccion de lipidos de los
géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp, indicaron que la
concentracion lipidica del género Chlorella spp a una temperatura de 4° C en el dia
22 de la fase exponencial fue de 0,2802 mg/mL en comparacién con el género
Chlorococcum spp que presentd una concentracién de 0,0922 mg/mL y el género
Stichococcus spp que fue de 0,0685 mg/mL. Todos los géneros se encontraban a
las mismas condiciones de aireacion, luz y fotoperiodo. De igual manera la
concentracion de lipidos extraidos a una temperatura de 24° C fue mayor en el

género Chlorella spp en el dia 22 de la fase exponencial con un valor de 2,6702



mg/mL, mientras que en los géneros Chlorococcum spp y Stichococcus spp, la

concentracion fue de 0,8890 mg/mL y 0,5595 mg/mL respectivamente como se

observa en la Tabla 14.
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Tabla 13
Concentracion de lipidos de los géneros de microalgas a 4° C
Lipidos Chlorella Lipidos Lipidos
Dias Chlorococcum Stichococcus spp
spp [mg/mL]
spp [mg/mL] [mg/mL]
0 0 0
0,1167 0,0380 0,0177
11 0,1682 0,0549 0,0445
15 0,1961 0,0642 0,0519
18 0,2130 0,0698 0,0551
22 0,2802 0,0922 0,0685
25 0,2403 0,0789 0,0587
Tabla 14
Concentracion de lipidos de los géneros de microalgas a 24° C
Lipidos Lipidos
Lipidos Chlorella Chlorococcum Stichococcus spp
Dias spp [mg/mL] spp [mg/mL] [mg/mL]
0 0 0 0
4 0,0740 0,0238 0,0180
11 0,2331 0,0765 0,0653
15 0,2765 0,0910 0,0671
18 1,2562 0,4175 0,1785
22 2,6704 0,8890 0,5595
25 1,7097 0,5687 0,4309

Enla Figura 14 y Figura 15 se observan los promedios de las concentraciones
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de lipidos a los 28 dias, con tres repeticiones a una temperatura de 4° C y 24° C.

Concentracion de lipidos de Chlorella sp, Chlorococcum sp
y Stichococcus sp
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Figura 14 Concentracion promedio de lipidos de Chlorella spp, Chlorococcum

spp y Stichococcus spp a4°C



46

Concentracion de lipidos de Chlorella sp, Chlerococcum
sp y Stichococcus sp
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Figura 15 Concentracion promedio de lipidos de Chlorella spp, Chlorococcum
spp y Stichococcus spp a24° C

Chlorella spp adaptada a 4° C mostré mayor concentracién de lipidos en
comparacion con Chlorococcum spp y Stichococcus spp. Las temperaturas
inferiores aumentaron el nivel de insaturacion y la intensidad de la luz de 5000 lux
favorecié a la microalga en la acumulaciéon de triglicéridos con un elevado nivel

saturacion (Anderson & Katja, 2003).

Ademas el género Chlorella spp a 24° C presenté mayor produccién de lipidos
por la captacion de la energia solar y el CO2 del medio ambiente. Esta microalga es
uno de los géneros que mayor porcentaje de lipidos posee, la especie Chlorella
emersonii produce 63 % en comparacion con la especie Chlorococcum oleofaciens
que presenta 44,3 % (Faife, Otero, & Alvarez, 2012).

Chilorella spp presenta mayor productividad de lipidos a distintas temperaturas

por el alto nivel de triglicéridos que contiene, ademas de la constitucion genética, la
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intensidad luminica, pH, salinidad, minerales que fueron factores que influyeron en

la produccién lipidica (Lee, Lewis, & Ahsman, 2009).

En los tres géneros estudiados existe una variacion en el contenido de lipidos.
Los géneros Chlorococcum spp y Stichococcus spp mostraron niveles lipidicos muy
bajos debido a que su crecimiento celular se pudo dar en condiciones desfavorables,
no hubo las condiciones de estrés suficientes y no asimilaron todos los nutrientes
del medio de cultivo administrado en ambas temperaturas (Liang, Dong, Miao, & Dai,
2006).

El medio de cultivo 6ptimo para estos géneros de microalgas es el BBM o
Bristol debido a que contiene una solucion stock de macronutrientes, un stock de

micronutrientes y un stock de trazas.

Ademas se debe tomar en consideracion el pH del medio, las concentraciones
de cada uno de los stocks, la composicion del nitrogeno, ademas de los factores
externos para el desarrollo del crecimiento celular de las microalgas (MALGAS,
2013).

Los géneros Chlorella spp y Chlorococcum spp y Stichococcus spp
presentaron produccion de lipidos a distintas temperaturas, estos resultados se
obtuvieron gracias a la aplicacion del método de Bligh & Dyer, que permite extraer
una gran cantidad de acidos grasos utilizando metanol y cloroformo como

disolventes, sin el uso de calor (Salas, 2015)

Se realizo el analisis de varianza para el crecimiento celular de Chlorella spp y

Chlorococcum spp a diferentes temperaturas, donde se verificaron estas hipétesis.

Se realizé el analisis de varianza para la concentracion lipidica de los géneros
Chilorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp a diferentes temperaturas,

donde se verificaron estas hipétesis.

Ho: Efecto género de microalga =0
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Ha: Efecto género de microalga # 0

Ho: Efecto temperatura = 0
Ha: Efecto temperatura # 0

Por medio del analisis de varianza o ANOVA en el programa SPPS 15.0 como
se muestra en la Tabla 15, se verificd que las significancias dadas por el factor
género de microalga y temperatura, relacionando con la significancia de 0.05 son
menores, por lo que se procede a rechazar las hipétesis nulas de igualdad en los
factores. Por tal motivo, se analizé que el género de microalga Chlorella spp tuvo

mayor concentracion lipidica a diferentes temperaturas.

Tabla 15

Analisis de ANOVA o de varianza de los géneros Chlorella spp, Chlorococcum
spp Stichococcus spp a distintas temperaturas.

Analisis de Varianza

Fuente Suma de gl Media F P
Cuadrados cuadratica
Tipo Il
Modelo 4,054 5 0,811 3,935 <0,0001
Género 1,647 2 0,823 3,996 <0,0001
Temperatura 1,646 1 1,646 7,987 <0,0001
Error 6,181 30 0,206
Total 13,917 36

Nota: Para que se acepte la hipotesis nula P > 0.05. F = Relacién de cuadrados
medios, P = significacién

Se analizé la Prueba de Duncan mediante el programa SPSS 15.0 para

comprobar el género de microalga que tuvo mayor produccion de lipidos tomando
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en consideracion la temperatura en la que cada uno de ellos se encontraba. En la
Tabla 16 se realizd el analisis del factor género, dando como resultado que la
microalga Chlorella spp nos indica un valor de la media de 0,619, el valor es elevado
por lo que se agrupo en un subconjunto, mientras que el género Chlorococcum spp
mostroé un valor de media de 0,205 y el género Stichococcus sp tuvo un valor de
media de 0,134, presentando niveles bajos por este motivo se agruparon en el

mismo subconjunto.

Tabla 16
Prueba de Duncan de los géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp

Stichococcus spp a distintas temperaturas.

Prueba de Duncan Alfa = 0,05

Error: 0,206 gl: 30
Género Medias N Subconjunto
Chlorella spp 0,619 12 1
Chlorococcum
0,205 12 2
spp
Stichococcus spp 0,134 12 2
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

El género Chlorella spp presenté mayor concentracion con un valor de 0,2802 mg/mL
a una temperatura de 4° C y un valor de 2,6704 mg/mL a una temperatura de 24° C
en e dia 22 de su fase exponencial en comparacion con los géneros Chlorococcum
spp y Stichococcus spp

El andlisis de la composicion lipidica muestra que la temperatura y composicién del
medio de cultivo M1 modificado son importantes para la adaptacion de las células
microalgales, cuando estas se encuentran a temperaturas de 4°C y 24° C, de las
cuales las muestras adaptadas a temperatura ambiente mostraron mayor
crecimiento celular.

Todas las muestras de microalgas obtenidas de los consorcios 151Ga2, 151Gc1 y
15IRe1 de la Isla Greenwich y la Isla Roberts del archipiélago Antartico fueron
masificadas inicialmente a un volumen de 5 mL, de los cuales se aislaron los
géneros Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp hasta alcanzar un
volumen de 250 mL, en un fotoperiodo de 24 horas con aireacion e iluminancia de
4500 lux.

Se realizé la extraccion de lipidos a partir de las microalgas psicrofilas antarticas
utilizando el método de Bligh & Dyer para la sintesis de biocombustible.

El género Chlorella spp genera mayor cantidad de lipidos a una temperatura de 24°
C, y en poca cantidad a una temperatura de 4° C.

Los géneros Chlorococcum spp y Stichococcus spp generaron poca cantidad de
lipidos a distintas temperaturas, tomando en cuenta que la concentracion lipidica es

baja, no se descarta que otros factores hayan influido en la produccion de lipidos.
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5.2 Recomendaciones

A pesar de que en el presente proyecto se demuestra que los géneros de microalgas
Chlorella spp, Chlorococcum spp y Stichococcus spp producen lipidos, se
recomienda realizar la generacion lipidica en microalgas, cianobacterias, clorofitas y
diatomas del archipiélago antartico y de glaciares de nevados en el Ecuador.

De igual manera se debe realizar investigaciones en otros géneros microalgales para
la produccién de carbohidratos, polisacaridos, proteinas.

Extraer lipidos de las microalgas que no fueron adaptadas a los 21 dias de los
consorcios de la isla Roberts e isla Greenwich localizadas en la Antartida.
Encontrar otros métodos de extraccion para determinar mayor concentracion de
lipidos a partir de las microalgas psicrdfilas.

En investigaciones posteriores se debe tomar en cuenta el medio de cultivo y otros
factores como la temperatura, la luz, el pH, la salinidad, para mejorar el crecimiento
celular de la microalga y asi poder extraer mayor cantidad de lipidos para la sintesis

de biocombustible.
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