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GLOSARIO

Aclimatar: Hacer que se acostumbre un ser vivo a climas y condiciones diferentes de
los que le eran habituales.

Aislamiento: Técnica para separar microorganismos a partir de muestras naturales se
realiza en medios solidos o liquidos.

Arbol filogenético: Es un arbol que muestra las relaciones evolutivas entre varias
especies u otras entidades que tienen una ascendencia coman.

Biomasa: Materia total de los seres que viven en un lugar determinado, expresada en
peso por unidad de area o de volumen

Camara de Neubauer: Placa de cristal de unos 30 x 70 mm y unos 4 mm de grosor. La
porcion central, que es donde se realiza el conteo, esta dividida en 3 partes. En la parte
central se encuentra grabada una reticula cuadrangular que mide 3 mm x 3 mm de lado.
Subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1mm de lado cada uno. El cuadrado central se
divide en 25 cuadrados medianos de 0,2 mm de lado y cada uno de estos cuadros se
subdivide a su vez en 16 cuadrados pequefios. El cuadrado central esta formado por 400
cuadrados pequefios.

Capacidad antioxidante: Es la capacidad que poseen ciertas moléculas para retardar o
prevenir la oxidacion de otras moléculas.

Combustién: Reaccion quimica entre el oxigeno y un material oxidable, acompafiada de
desprendimiento de energia y que habitualmente se manifiesta por incandescencia o
llama.

Compuestos de estrés: Son compuestos que se generan bajo condiciones de estrés como
mecanismo de defensa celular, entre ellos, los carotenoides que protegen quimicamente
a la célula de los dafios ocasionados por estrés oxidativo.

Cultivo axénicos: Son aquellos que contienen un solo especie de microalga, se logran al
adicionar antibioticos al medio de cultivo para eliminar microorganismos susceptibles la
sustancia adicionada.

Diluciones seriadas: Se realizan cuando la concentracion del microorganismo es alta, se

procede a la preparacion de diluciones en una secuencia de 1:10, alcanzandose
diluciones de 10" o mayores.
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Eutrofizacién: Incremento de sustancias nutritivas en aguas dulces de lagos y embalses,
que provoca un exceso de fitoplancton.

Fitopigmento: Es una materia colorante que se caracteriza por dar un tono especifico
(verde, amarillo, rojo, etc.), insoluble en agua. Se denominan asi por encontrarse en la
mayoria de vegetales. El efecto de un color especifico ocurre porque el pigmento tiene
la propiedad de absorber todos los colores de la luz menos uno, el cual refleja hacia el
observador.

FOB: Formula de pago o clave utilizada en el comercio internacional para indicar que el
precio de venta de un determinado articulo incluye el valor de la mercancia y los gastos
de transporte y maniobra necesarios hasta ponerla a bordo del barco que ha de
transportarla al pais de destino, pero excluye el seguro y el flete.

Fotobiorreactor: Sistema que mantiene un ambiente biologicamente activo para el
cultivo de microorganismos, especialmente microalgas.

Fotoperiodo: Duracion o tiempo relativo de los periodos de la luz y oscuridad diarios a
que estan sometidos los organismos.

Incinerar: Accidn y efecto de incinerar. Incinerar es reducir algo hasta cenizas.

Metabolitos secundarios: Son compuestos de bajo peso molecular que se sintetizan en
pequefias cantidades en los organismos, no participan en los procesos primarios del
metabolismo, mas bien, intervienen en maltiples procesos como adaptacion al ambiente,
establecimiento de simbiosis con otros organismos, mecanismos de defensa, etc.

Pases: En microbiologia un pase consiste en transferir una pequefia cantidad de cultivo
a un volumen mayor de medio fresco, para prolongar el tiempo de cultivo, evitando la
senescencia asociada a situaciones prolongadas de alta densidad celular.

Polifenoles: Grupo de pigmentos con poder antioxidante que tienen mas de un grupo
fenol en cada molécula.

Regiones parciales de 18S rRNA: Es un polirribonucleétido codificado por el gen rrs.
Procede de las subunidades pequefias de los ribosomas (acronimo ARNr SSU) que se
encuentra altamente conservado, presenta regiones comunes a todos los organismos y
una 0 mas secuencias especificas cortas que aparecen en todos los miembros de un
determinado grupo filogenético, y raramente estan presentes en otros grupos, incluidos
los mas proximos.

Trolox: Es un analogo hidrosoluble del alfa-tocoferol, de alta solubilidad en agua. Usado
universalmente como estandar en diversos ensayos de actividad antioxidante.

vii



INDICE GENERAL

(€] [0 157 g o PSP OTRR vi
INAICE GENETAL ..., viii
INAICE @ TADIAS..........cvcveeeeeeeee e X
INAICE B IMAGENES ......eveveveeeceeeete e Xi
INAICE A8 GFAFICOS ......ecvveviieeeeeeecccee e Xii
ADIEVIBTUIES. ...ttt e et e et e et e e s e e eneaeens xiii
RESUMEIN ...t e e e et as 1
Capitulo 1: Introduccion y ODJEtiVOS. .......ccveiiiiiieiee e, 2
1.1 Antecedentes y JUSLIFICACION...........cceeviiieiieiieieeee e 2

1.2 ODJetiVo GENEIaAL......cc.eiiiiiiiiice e 4

1.3 ODbjetivos ESPECITICOS........coiiiiiieiiiiiee e 4

1.4 Marco ReferenCial............ooovveiiiii i 4
1.4.1 Microalgas. CaraCteriStiCas............ccueiurereeirieeiiiesieeniee e 4

1.4.2 Clasificacion de microalgas...........cccouvvverveiiieniienieee e 5

1.4.3 Microalgas de agua dulCe ............cccoeiiiiiiiiiie i 5

1.4.4 Cultivo de mMICroalgas.........cccuverveiiieiiieiie e 7

1.4.5 Sistemas de CURIVO..........cccooiieiiiiiiiii e 8

1.4.6 Cultivo en agua residual ............ccccoevveeiieeeiie e 9

1.4.7 Caracteristicas DIOQUIMICAS ..........ccoveeiiireiiiie e 9
Capitulo 2: Metodologia ........cceevvreiiiie e 10
2.1 Recoleccion, aislamiento e identificacion de cepas de microalgas..... 10
2.2 Aclimatacion de cepas de microalgas en cultivo de aguas residuales. 12
2.3 Cultivo en fOtobIOrTeactoreS ..........occvviuveieeiiiesiie e 12
2.4 Recoleccion de biomasa algal ...........cccccoveevieeiciieccic e, 13
2.5 ANAlISIS DIOQUIMICOS ... .vveeiiieeciie e 13
2.5.1 Tratamiento previo a l0s analisis.............ccceevvveevieeciiie e, 13

2.5.2 Humedad Y CENIZAS .......c.eeeeiieeeiiie e 13

2.5.3 Lipid0oS tOtales........ccvveeiiee e 13

2.5.4 Proteinas totales ..........ccoveeiiiiiiiiiie e 13

2.5.5 Carbohidratos totales ............ccvovvviiieiiieiiie e 14

2.5.6 FILOPIGMENTOS ....oeeiviieeiiie ettt 14

2.5.7 Polifenoles y capacidad antioxidante .............cccccocveeviveeinnnnn 14

2.6 Aplicaciones potenciales de compuestos algales ...............ccccceveene. 14
2.7 ANALISIS €StAAISLICO .....ccvvveiieiiieiiieiie e 15
Capitulo 3: Resultados Yy DiSCUSION ............ccovveeiiiieeiiiee e 16
3.1 Aislamiento e identificacion de cepas de microalgas ........................ 16
3.2 Aclimatacién de cepas de microalgas en cultivo de aguas residuales. 17
3.3 Cultivo en fOtobIOITeaCtOreS .........cooveivieiieiiiesiie e 18
3.4 AnAlisis DIOQUIMICOS.......eeeiiieeiiie et 19
3.5 Aplicaciones potenciales de compuestos algales..............cccccvvrennnen. 26

viil



Conclusiones y RECOMENTACIONES...........ceivierieiiieiiie e 27

BiblOGrafia......coveeiee e 28
AANEXOS. ..ttt a et as 36
Anexo A: Pardmetros evaluados en las cepas cultivadas en agua residual
AOMESLICA Pretratada ........ocveeviiieiie e 2

X



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Grupos de algas mas importantes en términos de abundancia............

Tabla 2. Requerimientos generales para el cultivo de microalgas....................



INDICE DE IMAGENES

Imagen 1. Esquema de trabajo..........ccccevcvveeviieeinnnnns
Imagen 2. Microalgas aisladas e identificadas............
Imagen 3. Cultivo de Microalgas en fotobiorreactores

x1



INDICE DE GRAFICOS

Grafico 1. Tasas de crecimiento cepas aisladas ..........c.cccoeevveiieicnnenn 17

Gréfico 2. Tasas de crecimiento cepas cultivadas en fotobiorreactores... 19

Grafico 3. Humedad y Cenizas...........ccoviieiieiieiieieee e 20
Grafico 4. Lipidos, Proteinas y Carbohidratos............cccccooeiieeinennennnnn. 22
Gréfico 5. Polifenoles totales y Capacidad antioxidante ......................... 24
Grafico 6. FItOPIgMENLOS .......veiiiiiieiecie e 25

xii



ABREVIATURAS

ABTS 2,2 '- azino - bis (3 - etilbenzotiazolina - 6 — &cido sulfénico)
ANOVA Andlisis de varianza

BS Biomasa seca

DPPH a, a-difenil-p-picrilhidrazil

FOB Por sus siglas en inglés, Free On Board que significa Libre a bordo.
GAE Equivalente de acido Galico



Resumen

Las microalgas constituyen una fuente importante de maltiples compuestos de potencial
interés, como son macronutrientes, vitaminas, carotenos, luteinas, ficobilinas, xantinas,
etc. Usan radiacién solar como fuente de energia, diéxido de carbono como fuente de
carbono y pueden emplear agua residual como fuente de nutrientes.

El Ecuador tiene las condiciones ambientales adecuadas para el cultivo de microalgas
durante todo el afio, sin embargo, los pocos cultivos existentes sélo estan enfocados en
la obtencion de biodiesel y produccidn de suplemento alimenticio a partir de la microalga
Spirulina, sin explotar las demas aplicaciones de los compuestos algales. El objetivo de
este trabajo fue determinar el perfil bioquimico de microalgas de agua dulce cultivadas
en aguas residuales domésticas pre-tratadas, para la obtencion de bioproductos de interés
comercial. Se aislaron 9 cepas de microalgas de aguas estancadas provenientes de zanjas
de agua lluvia de los alrededores de los mercados de Guayaquil. Las cepas aisladas e
identificadas fueron cultivadas en condiciones de laboratorio: en agua residual doméstica
pre-tratada a 30 y 40°C e iluminacion con fotoperiodo 12:12. Se seleccionaron 3 cepas
con mayor crecimiento en ambas temperaturas: Chorella sp. M2, Chlorella sp. M6 y
Scenedesmus sp. R3, las cuales se cultivaron en condiciones naturales puertas afuera en
dos tipos de fotobiorreactores: cilindro y panel. Al inicio de la fase estacionaria se
recolectd la biomasa por medio de filtracion al vacio y centrifugacion. La biomasa
recolectada se seco a 55°C + 5°C por 24 horas. En esta biomasa seca se realizé el analisis
proximal y deteccion de fitopigmentos. La biomasa obtenida por centrifugacion fue
liofilizada y se cuantificaron los polifenoles totales y su capacidad antioxidante. Chorella
sp. M2 presentd la mayor tasa de crecimiento (0,57 + 0,001d?), el mas alto contenido de
humedad (7,30 + 0,39 % BS), lipidos totales (23,53 + 4,58% BS), carbohidratos (29,86
+2,78% BS) y polifenoles totales (5,98 £ 0,29 mg GAE/g DB). Chlorella sp. M6 mostro
el mas alto contenido de cenizas (11,64 + 0,83% BS) y capacidad antioxidante (18,21 +
2,23 umol Trolox/g BS), entanto que Scenedesmus sp. R3 present6 el mayor porcentaje
de proteinas (55,28 £ 2,97% BS). Existieron diferencias significativas entre cepas de
microalgas Yy tipo de fotobiorreactor en lipidos, proteinas, carbohidratos y capacidad
antioxidante. Los extractos metandlicos de las cepas de microalgas evaluadas
presentaron absorbancia en las longitudes de onda de los fitopigmentos astaxantina,
luteina, neoxantina, a- caroteno, B-caroteno y 6-caroteno. En el fotobiorreactor tipo panel
se obtuvieron las absorbancias mas altas de estos fitopigmentos. La microalga nativa
Chlorella sp. M2, indistintamente del método de cultivo, es una fuente potencial de
macronutrientes y polifenoles con posibles aplicaciones tanto en la industria alimenticia,
como en la farmacéutica y cosmética, siendo el fotobiorreactor tipo panel mas efectivo
para cultivo de microalgas para la obtencion de fitopigmentos.



CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Las microalgas constituyen una fuente importante de maltiples compuestos de
potencial interés. Empleando energia solar producen de manera eficiente
macronutrientes (carbohidratos, proteinas y lipidos), los cuales pueden ser utilizados
como materia prima para elaboracion de alimentos para animales. Varios estudios
demuestran que las microalgas generan también metabolitos especiales como
vitaminas (1), carotenos, luteinas, ficobilinas, xantinas, etc., en respuesta a los
cambios en su habitat, los mismos que tienen potencial uso en la industria
alimenticia, farmaceutica, cosmetica, agricola y energética (2—4). Un ejemplo de ello
constituyen algunas algas productoras de astaxantina que posee aplicaciones
antiinflamatorias y antioxidantes y que ademas generan lipidos poli-insaturados
omega 3 con aplicaciones para el cuidado de la piel y en la nutricion humana (5,6).
Por otro lado, a partir de microalgas se pueden obtener compuestos con aplicaciones
nano médicas, como nano particulas de plata con actividad antibacteriana contra
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas como potencial alternativa en el
tratamiento contra las bacterias patogenas resistentes a multiples farmacos (7).
Finalmente en el ambito energético, éstas también representan una potencial fuente,
al generar biocombustible a partir de su fraccion lipidica (8,9).

En este contexto, los compuestos algales poseen valor comercial intermedio o alto;
asi, en el periodo 2010-2012 los tres principales paises exportadores mundiales de
productos a base de algas fueron China, Indonesia y Corea del Sur, con méas de 125
millones de dolares invertidos por afio cada uno (10).

En la actualidad, una alternativa interesante para el cultivo de microalgas con
potencial valor productivo es la de utilizar aguas residuales domésticas (1,2,4), ya
que las microalgas producen biomasa a partir de nutrientes presentes en estas aguas
tales como el nitrogeno (N) y fosforo (P), reduciendo la concentracion de estos
elementos, lo que permite disminuir la eutrofizacion de los ecosistemas donde se
descargan estas aguas(11). Las aguas residuales previo al cultivo de microalgas, son
sedimentadas y posteriormente filtradas utilizando filtros de microfibra de vidrio
para eliminar particulas grandes y bacterias (12).

El Ecuador tiene recursos naturales diversos y las condiciones ambientales
adecuadas para el cultivo de microalgas durante todo el afio. Sin embargo, nuestro



pais importa materia prima para su industria (entre enero y noviembre del 2015, estas
importaciones correspondieron a 382.6 millones USDFOB que representan 33,5%
del total de importaciones nacionales (13)), y los pocos cultivos de microalgas
existentes estan Unicamente enfocados en la obtencion de biodiesel (14) y en la
produccion de suplemento alimenticio a partir de la microalga Spirulina. (15). Esto
puede deberse a que no se han caracterizados bioquimicamente las microalgas
presentes a nivel nacional, lo que ha reducido su potencial cultivo y uso.
Adicionalmente, otro problema detectado es el inadecuado o nulo tratamiento de las
aguas residuales en el Ecuador, s6lo un 6,3% de aguas residuales domésticas son
tratadas (16) con la consecuente contaminacion de ecosistemas circundantes que
pone en riesgo la seguridad alimentaria y la salud humana (17). El uso de aguas
residuales como medio de cultivo algal es una alternativa factible para el tratamiento
parcial de dichas aguas debido al autofinanciamiento del proceso, lo que garantiza
asi su implementacion y continuidad en municipios o0 comunidades.

Es importante mencionar que los cultivos a mediana y gran escala a nivel mundial
se realizan puertas afuera en fotobiorreactores, los cuales son afectados por las
condiciones climaticas, como es el caso de la temperatura, de ahi la importancia de
seleccionar las cepas de microalgas que se adapten al clima de nuestra costa
ecuatoriana, que en el afio 2015 obtuvo una temperatura maxima absoluta de 37,5°C
(18), por esta razon, previamente las microalgas se cultivan en laboratorio en un
rango de temperatura que cubra estos maximos, para determinar las cepas con mayor
adaptabilidad y asegurar alta productividad en los cultivos puertas afuera.

En este trabajo se determind el perfil bioquimico de microalgas de agua dulce de la
costa ecuatoriana cultivadas en aguas residuales domesticas para la obtencion de
bioproductos de interés comercial que puedan suplir las materias primas que
actualmente se importan en el Pais. Al mismo tiempo que, de manera efectiva, se
realiza el tratamiento de las aguas residuales.



1.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil bioquimico de microalgas de agua dulce cultivadas en aguas
residuales domésticas pre-tratadas para la obtencién de bioproductos de interés
comercial

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto en la tasa de crecimiento de 3 cepas de microalgas de agua
dulce nativas al ser cultivadas en 2 tipos de fotobiorreactores utilizando aguas
residuales domeésticas pre-tratadas.

2. Determinar la presencia de compuestos bioquimicos algales con potencial
interés.

3. Evaluar las diferencias significativas del perfil bioquimico entre las cepas de
microalgas cultivadas en aguas residuales y tipos de fotobiorreactores

1.4 MARCO REFERENCIAL

1.4.1 Microalgas. Caracteristicas

Las microalgas son microorganismos unicelulares, filamentosos o no, moviles
flageladas o inmoviles, capaces de realizar fotosintesis. Asi, utilizan de manera
eficiente la luz solar para produccién de biocompuestos a partir de moléculas
inorganicas, especialmente nitrégeno y fosforo, que toman del medio en donde
viven, consumen dioxido de carbono como fuente carbono (19), estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza, pero en su mayoria viven en
ambientes acuaticos, tanto en aguas saladas como aguas dulces, aunque
también se encuentran en el suelo. Tienen diferentes formas, tamafio,
composicién quimica, metabolismo, y, en su mayoria poseen pared celular
formada por polisacaridos (20).

Su reproduccién se produce principalmente por division celular vegetativa
(asexual), aunque la reproduccion sexual puede ocurrir en muchas especies
bajo condiciones de crecimiento apropiadas (21). Tienen un crecimiento de tipo
exponencial (22), aumentando su biomasa rapidamente en los primeros dias de
cultivo para luego llegar a una fase estacionaria y finalmente descender.



1.4.2 Clasificacién de las microalgas

Los bi6logos han clasificado las microalgas en una variedad de clases, de
acuerdo a su pigmentacion, ciclo de vida y estructura celular. Los cuatro
grupos mas importantes de algas en términos de abundancia (23) estan
detallados en la tabla 1.

Tabla 1 Grupos de algas mas importantes en términos de abundancia (23).

Grupo de microalga Especies conocidas Habitat
Diatomeas 100.000 Océanos, Aguas dulces y
salobres
Algas verdes 8.000 Aguas dulces
Algas verde-azul 2.000 Habitat diversos
Algas doradas 1.000 Aguas dulces

1.4.3 Microalgas de agua dulce

Las microalgas de agua dulce son globalmente ubicuas y muy diversas,
constituyen miles de especies, con una gran variedad de formas y tamanos.
Existe una enorme variedad de morfologias vegetativas de microalgas de agua
dulce, entre ellas: unicelulares (motiles o no), formando colonias (de niumero
variable de células o constantes a lo largo de su desarrollo llamado cenobio),
pseudofilamentos (agregacion de células de extremo a extremo pudiendo estar
contenidas dentro de una matriz o envoltura gelatinosa comun) y filamentos
(cadena de celulas dispuestas de extremo a extremo, que comparten una pared
transversal comun).

Los grupos de microalgas de agua dulce se detallan a continuacion:
1.4.3.1 Cianobacterias: Habitan la variedad mas amplia de habitats de agua

dulce en la tierra y pueden llegar a ser importantes en las floraciones
superficiales en las aguas estancadas ricas en nutrientes.

1.4.3.2 Rhodophyta: Presentan cloroplastos sin reticulo endoplasmico externo
y tilacoides no apilados, pigmentos ficobiliproteinicos y ausencia de
flagelos en todas las etapas. Estan restringidas en gran medida a arroyos




y rios, pero también pueden ocurrir en otros habitats del interior, como
lagos, aguas termales.

1.4.3.3 Chlorophyta: Estdn muy extendidas en habitats continentales
dependiendo del grupo, por ejemplo: las clorofitas flageladas son méas
abundantes en aguas estancadas ricas en nutrientes, las unicelulares y
colonias coccdides son comunes en el plancton de las aguas estancadas
y los rios que se mueven lentamente, la mayoria de las Chlorophyta
filamentosas se unen a superficies duras o flotan en aguas estables o
fluidas y los desmies son mas comunes en estanques y arroyos que
tienen baja conductancia y niveles moderados de nutrientes.

1.4.3.4 Euglenozoa: Son fotosintéticas tienen cloroplastos rodeados por tres

membranas, poseen clorofila a y b. Son abundantes en el plancton de
aguas estancadas ricas en nutrientes y materia organica, Algunas
especies, como Euglena mutabilis, son especies pioneras en sitios
contaminados por drenaje de minas con aguas muy acidas (pH <3) y
metales pesados elevados.

1.4.3.5 Ochrophyta: Comprenden un grupo de algas que poseen cloroplastos
con cuatro membranas circundantes, clorofila a y c. Puede formar
esteras densas en arroyos con altas concentraciones de nitrégeno y
fosforo, también son comunes en suelos humedos. En este filo se
encuentran las diatomeas que viven en todos los habitats de agua dulce,
incluyendo las aguas estancadas y fluidas y los habitats plancténicos y
bentdnicos. A menudo dominan tanto la biomasa como la diversidad
bioldgica de la flora microscopica en muchos ecosistemas acuéticos.

1.4.3.6 Chrysophyceae: Se distinguen por los cloroplastos con cuatro
membranas circundantes y que la fucoxantina tipicamente enmascara
la clorofila ay c. Estan asociados con cuerpos permanentes de agua que
tienen nutrientes bajos o moderados, baja alcalinidad y conductancia
especifica y un pH ligeramente acido a neutro. La mayoria de los
géneros tienden a ser planctonicos.

1.4.3.7 Haptophyta: Caracterizadas por cloroplastos con cuatro membranas
circundantes, fucoxantina que enmascara la clorofila a y ¢ y un
apéndice unico asociado con el aparato flagelar. Se encuentran en lagos
y estanques.

1.4.3.8 Synurophyta: Poseen cloroplastos con cuatro membranas circundantes,
fucoxantina que enmascara la clorofila a 'y c y las escalas siliceas. Son
exclusivamente fitoplancton de agua dulce en lagos, estanques y rios
que fluyen lentamente (24).




1.4.4 Cultivo de microalgas

Las microalgas son microorganismos cultivables con buenos rendimientos,
debido a su alta tasa de crecimiento. Los factores a considerar para su cultivo
son (25,26):

1.4.4.1 Nutrientes: Después del CO2, las microalgas tienen mayor
requerimiento de nitrégeno y fdsforo, nutrientes esenciales por ser
organismos autétrofos. Otros elementos como el sodio, hierro, cobre,
zinc, molibdeno, cobalto, manganeso y vitaminas son también
necesario para el metabolismo algal (26).

1.4.4.2 Luz: Factor indispensable para el proceso de fotosintesis, a mayor
intensidad luminica mayor tasa de crecimiento, sin embargo pasado el
limite de saturacion por luz, se produce fotoinhibicion con su
consecuente disminucion de productividad (25). Es importante que
exista un adecuado homogenizacion del cultivo para lograr
uniformidad en la intensidad luminica a todas las microalgas de un
cultivo y evitar fotoinhibicidn en las células cercanas a la superficie y
su falta en las que se encuentren en el interior, debido al auto-bloqueo
de la luz, especialmente en cultivos con alta densidad celular (4).

1.4.4.3 Temperatura: Para cada especie de microalga existe una temperatura
Optima donde alcanzan su mayor tasa de crecimiento, sin embargo
algunas de ellas se pueden adaptarse a cambios de temperaturas hasta
ciertos rangos, por lo que, el control de la temperatura es indispensable,
especialmente en los cultivos cerrados (25).

1.4.4.4 pH: Al igual que la temperatura, las microalgas tienen su rango de pH
Optimo para su mayor productividad. EI pH del cultivo depende de la
composicion del medio de cultivo, la actividad y respiracion
microbiana, la productividad algal y adicion del CO; (26).

1.4.4.5 Didxido de carbono (COy): Las microalgas utilizan el CO2 como fuente
de carbono, por lo que es un pardmetro esencial en su cultivo,
incrementandose el requerimiento del CO- durante la fase exponencial
de crecimiento algal, siendo necesario su suministro en cultivos con
alta productividad (26).




Los requerimientos generales para el cultivo de microalgas se recopilan en la
tabla 2:

Tabla2: Requerimientos generales para el cultivo de microalgas (27)

Parédmetro Rango
Temperatura (°C) 16-27
Salinidad (g.I™) 0-40
Intensidad de luz (lux) 1.000 — 10.000
depende de la densidad celular
Fotoperiodo 16:8 - 24:0
pH 7-9

1.4.5 Sistemas de cultivo

Para el cultivo de microalgas puertas afuera existen dos tipos generales de
disefios: abiertos (estanques) o cerrados (fotobiorreactores) (28).

1.4.5.1.Sistemas abiertos: En este tipo de sistemas, las microalgas estan
expuestas a las condiciones ambientales. Los mas utilizados para el
cultivo comercial de microalgas son los conocidos como raceway, que
son estanques ovalados de poca profundidad con canales y paletas para
favorecer la recirculacion del cultivo. En estos sistemas es dificil
mantener cultivos axenicos, debido a que, puede haber contaminacion
causada por agentes externos (25).

1.4.5.2.Sistemas cerrados: Estos sistemas facilitan el control de los parametros
de cultivo y permiten realizar monocultivos y con alta densidad celular.
Son llamados fotobiorreactores, debido a que en ellos se llevan a cabo
reacciones quimicas entre organismos Vivos 0 sustancias
bioguimicamente activas derivadas de dichos organismos, utilizando la
energia luminica. Son transparentes de plastico o vidrio, de diversas
formas, cilindricas, planas, tubulares, espirales y serpentines; con
agitacion mediante burbujeo. En menor escala se utilizan los de bolsa
plastica (26).




1.4.6 Cultivo en agua residual

Para el tratamiento de aguas residuales domésticas existen varios procesos,
entre ellos, el cultivo de microalgas, la cual es una alternativa rentable, debido
a que estas remueven el nitrogeno y fosforo de las aguas residuales,
utilizdndolos para generar bio-compuestos como proteinas, lipidos,
carbohidratos, fitopigmentos, entre otros. Estos compuestos tienen potenciales
aplicaciones industriales y tecnolégicas (1,2,4). Varios estudios han
demostrado la efectividad de estos cultivos para la remocion de nitrogeno y
fosforo de aguas servidas y al mismo tiempo la produccion de compuestos
como por ejemplo biocombustibles (1,8,11,29-31).

1.4.7 Caracteristicas bioquimicas

El contenido quimico de las microalgas varia entre especies e inclusive entre
individuos de una misma especie. Generalmente las proteinas constituyen la
mayor proporcion de su peso seco, contienen lipidos, silice, glicoproteinas que
forman parte de la estructura de las paredes celulares (32). Su composicion
quimica depende de la disponibilidad de nutrientes y de las condiciones
ambientales en las que crecen; por ejemplo ante la deficiencia de nitrogeno y
temperaturas elevadas, las microalgas aumentan la produccion de lipidos, y
bajo condiciones de estrés como variaciones de temperatura, intensidad
luminica, ciclos de luz/oscuridad, concentracion de nutrientes, pH, especies
reactivas de oxigeno, generan metabolitos especiales como carotenoides:
astaxantina, luteina, neoxantina, a-caroteno y f-caroteno (33-36).

Las microalgas poseen altos contenidos de macronutrientes en su biomasa seca,
como Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus que pueden alcanzar altos
niveles de proteinas en el rango de 41 a 58 % y 50 a 58% y de lipidos 10 a 22%
y 12 a 14%, respectivamente (37,38). Cuando se cultivan en aguas residuales
también producen altas cantidades de macronutrientes, como C. vulgaris que
presenta un contenido proteico del 38,56% Yy lipido del 42,53% (39). Al igual
que Chlorococcum sp. y Ankistrodesmus falcatus con un contenido lipidico de
30,55% (40) y 36,54% (41) respectivamente. Ademas, varios estudios
muestran gque las microalgas tienen altos contenidos de compuestos fendlicos y
actividad antioxidante (42—44) como C. vulgaris y Chlorella pyrenoidosa (45),
inclusive en algunas especies cultivadas en aguas residuales industriales como
Nannochloropsis sp., Chlorella sp., Dunaniella, esmodesmus (46).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

Este trabajo es parte del proyecto de investigacion ESPOL G1-DI-2015 “Propuesta de
un disefio integral para la generacion de productos algales con valor afiadido a partir de
aguas residuales domésticas”. El pre-tratamiento y evaluacion del efecto de la actividad
de microalgas sobre las aguas residuales domésticas fue realizado por investigadores
asociados al mismo, que pertenecen a la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas
de la ESPOL. En laimagen 1 se esquematiza el trabajo realizado.

2.1 Recoleccion, aislamiento e identificacion de cepas de microalgas

Las cepas de microalgas adaptadas a las condiciones de nuestro clima se obtuvieron
de aguas de color verde estancadas provenientes de zanjas de agua lluvia en los
alrededores de los mercados de la ciudad de Guayaquil (Mercado Central,
cooperativa Martha de Roldds, ciudadela Las Acacias) y de la Laguna del Centro
Civico, la recoleccion se realizé en el mes de noviembre del 2015, que presento
temperaturas medias minima y maxima de 24 y 32°C respectivamente y con
precipitaciones acumuladas de 1,2 mm (47).

En total se tomaron 24 muestras de agua, de acuerdo a lo establecido en la Norma
INEN 2176 (48) para muestras puntuales en aguas estancadas, sumergiendo el
recipiente plastico estéril de boca ancha en el cuerpo de agua y retirandolo luego de
haberse llenado. Las muestras fueron transportadas al laboratorio manteniéndolas a
temperatura ambiente y protegidas de la luz, herméticamente selladas y rotuladas
(49). Inmediatamente en el laboratorio procedimos a realizar diluciones seriadas 1:10
en tubos eppendorf de 1,5 mL de cada muestra recolectada, usando medio Guillard’s
f/2 (50) para aislar una sola cepa de microalga. En la obtencion de cultivos axénicos
se trataron con cloranfenicol a una concentracion final de 50 mg L™ (51). Las cepas
aisladas fueron identificadas por diferenciacion morfologica de acuerdo a los
métodos de Wehr & Sheath (52). Cada microalga se fotografié con una cdmara digital
(Canon, EOS 500D, Tokio, Japon), usando un aumento de 100 en un microscopio
(Motic, B1-223 A, Kowloon Bay, Hong Kong) y utilizando el software MICAM 2.0
(53) para determinar el tamafio de las células. Una vez obtenido un cultivo mono-
celular en una de las diluciones seriadas, estas cepas se cultivaron en medio
Guillard’s /2, en condiciones de laboratorio a 30°C e iluminacidén con fotoperiodo
12:12, para incrementar la biomasa de cada microalga.
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2.2 Aclimatacion de cepas de microalgas en cultivo de aguas residuales

De cada microalga cultivada en medio Guillard’s f/2 (20mL) se realizaron pases a
fiolas que contenian 200 mL de agua residual doméstica del canton Marcelino
Mariduefa pre-tratada (sedimentada, filtrada y aireada (12)) para su aclimatacion.
Cultivadas bajo condiciones de laboratorio a dos temperaturas: 30 y 40°C de manera
secuencial (rango que cubre la temperatura maxima absoluta de 37,5°C registrada en
la costa en el 2015 (18)), e iluminacion con fotoperiodo 12:12. Los cultivos se
realizan por triplicado de cada cepa de microalga, bajo control de las temperaturas
con termémetros de vidrio y la tasa de crecimiento (u) a partir de recuentos diarios
al microscopio en camara de Neubauer, utilizando la siguiente formula:

W = [IN(NE) - In(No)] / (t-to)

Donde N representa la densidad celular (nimero de células) en el tiempo t (dias),
No densidad celular al inicio del cultivo y to el dia de inicio del cultivo (54).

2.3 Cultivo en fotobiorreactores

De las microalgas aisladas y aclimatadas fueron seleccionadas 3 cepas que
presentaron la mayor tasa de crecimiento en ambas temperaturas, cultivadas por
triplicado en el agua residual doméstica pre-tratada en dos tipos de
fotobiorreactores: panel y cilindro de manera simultanea y las diferentes cepas de
manera secuencial.

Cada fotobiorreactor es de vidrio y dispone de 3 litros de capacidad. Los cilindros
de 115 cm de altura y 7 cm de diametro fueron manufacturados por Saigon S.A en
Quito. Los paneles de 31 cm de longitud, 50 cm de altura y 2 cm de profundidad,
elaborados en una vidrieria en Guayaquil. Estan provistos de sistemas de agitacion
por inyeccion de aire con un flujo de 1 L/min controlado con rotametro (SHLLJ,
Zhejiang, China) con escala de 0,5 L/min. Los cultivos fueron realizados en
condiciones naturales de luz y temperatura. La temperatura ambiental medida con
termémetro-datalogger (Elitech, RC5, London, UK) la humedad relativa con el
equipo Mebus (KW-9232CE, Alemania) y se obtuvo los valores de irradiacion solar
del Centro de Energias Renovables y Alternativas (CERA) a través del Laboratorio
de Ensayos Térmicos y Eficiencia Energética de Ecuador (LABET) ubicado en el
campus Gustavo Galindo de la ESPOL. El cultivo de cada microalga se inicié con
una concentracion de 630 células/mL y calculando la tasa de crecimiento,
anteriormente descrita.
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2.4 Recoleccion de biomasa algal

Cuando las microalgas alcanzaron la fase estacionaria (alrededor del séptimo dia de
cultivo en todas las cepas) se recolect6 la biomasa por medio de filtracion al vacio
para lo cual se emplearon filtros de fibra de vidrio P/N61631 TyE A/E PALL y
Whatman GF/D (1 y 2,7 um de didmetro de poro respectivamente) de acuerdo al
tamario de las microalgas, previamente combustionados a 450°C por 4 horas en una
mufla (Thermolyne, 1400, Pittsburgh, EEUU). Una parte del cultivo fue centrifugado
a 4000 rpm por 10 minutos para los analisis de polifenoles totales y antioxidante. La
biomasa recolectada fue criopreservada a -80°C en el congelador Thermo Scientific
(Revco Ultima 1l series, EEUU) para su posterior analisis bioquimico.

2.5 Analisis bioquimicos

25.1

2.5.2

2.5.3

254

Tratamiento previo a los analisis: Los analisis fueron realizados en biomasa
seca, para lo cual, la biomasa microalgal de los filtros de cada triplicado de
los fotobiorreactores, se seco a 55°C + 5°C por 24 horas en una estufa
(American Scientific, DK-42, EEUU) (55). Para la determinacion de
Polifenoles totales y capacidad antioxidante la biomasa fue liofilizada en el
equipo Stokes 902-001-08 por 24 horas (56).

Humedad y cenizas: La humedad se determiné en la estufa (American
Scientific, DK-42, EEUU) a 105°C £ 5°C por 4 horas de acuerdo al método
de la AOAC 925.45 B (57). A continuacion, la biomasa seca fue incinerada
en la mufla (Thermolyne, 1400, Pittsburgh, EEUU) a 550°C por 5 horas
segun método A.O.A.C. 923.03 (57) para eliminar todos los compuestos
organicos y por diferencia obtener las cenizas. Ambos resultados expresados
en porcentaje de biomasa seca (55).

Lipidos totales: La biomasa seca fue colocada en embudos de decantacion
con una mezcla de cloroformo, dicloro-metano y metanol (1:1:1) y agitando
vigorosamente para extraer los lipidos. La fase etérea se colectd en un balén
previamente tarado para su posterior recuperacion de los solventes por
retroevaporacion a 30rpm y 50°C en un rotavapor (Heidolph, MRC 4001,
Alemania). El porcentaje del extracto etéreo fue determinado por diferencia
de peso expresado en porcentaje de biomasa seca (58).

Proteinas totales: La biomasa seca se analizd por micro-kjeldahl empleando
el equipo Kjeltec (System 1002, Effretikon, Suiza) mediante titulacion acido
clorhidrico/acido borico de acuerdo al método AOAC 991.20 (57) utilizando
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el factor de N x 4.78 para convertir el nitrdgeno en proteinas totales, factor
general recomendado para microalgas (59) y expresadas en porcentaje de
biomasa seca (55).

2.5.5 Carbohidratos totales: Los carbohidratos totales fueron determinados por
diferencia de los otros componentes del anlisis proximal, de acuerdo a lo
siguiente: (100 % - (humedad + cenizas + proteinas + lipidos)) y expresados
en porcentaje de biomasa seca.

2.5.6 Fitopigmentos: En la biomasa se realiz6 una extraccion adicionando metanol
p.a. al 99,9% y sonicando por 2 horas en el sonicador (VWR, 97043-970,
EEUU). Los extractos fueron sometidos a un barrido UV-Visible (200-
700nm) en el espectrometro (Biotec, Synergy HT microplate reader,
Winooski, VT, EE.UU) usando el metanol como blanco (60). La técnica de
barrido fue utilizada para lograr la identificacion de compuestos que
presentan absorcion en este amplio intervalo de longitud de onda. En los
extractos de la biomasa algal, se determind la presencia de absorbancia
(contrarrestada del blanco) en las longitudes de ondas de fitopigmentos de
interés como los carotenoides.

2.5.7 Polifenoles y capacidad antioxidante: Para la extraccion de los polifenoles se
adiciono acetona al 70% a la biomasa algal liofilizada (61), sonicada por 10
minutos en un sonicador (Branson, 32.10, Ontario; Canada) y posterior
filtracion con papel whatman 597. Los polifenoles totales fueron
cuantificados por el método Folin-Ciocalteu y expresados como mg
equivalente de acido Galico (GAE) por gramo de biomasa seca (61). Se
determind la capacidad antioxidante de los polifenoles por el método ABTS
(62) a partir del mismo extracto acetonico y los resultados expresados como
mg de trolox por gramo de biomasa seca. Para ambos analisis fue usado el
espectrofotometro (Shimadzu, UV-160 A, Kyoto, Japén) a 760 nm para
Polifenoles totales y a 734 nm para antioxidante. Adicionalmente del mismo
extracto fue determinada la capacidad antioxidante por el método de DPPH
usando el espectrofotémetro (Biotec, Synergy HT microplate reader,
Winooski, VT, EE.UU) (63).

2.6 Aplicaciones potenciales de compuestos algales

Las potenciales aplicaciones de los compuestos bioquimicos obtenidos en las
diferentes cepas fueron determinadas mediante busqueda bibliografica
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2.7 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron en el software Statistica v7.0.61.0, determinando promedios
y desviaciones estandares de cada parametro, Test de Shapiro—Wilk para contrastar
la normalidad de los datos, evaluacién de diferencias significativas de los compuestos
bioquimicos entre cepas de microalgas, el efecto del tipo de fotobiorreactor mediante
analisis de ANOVA multifactorial y analisis post-hoc mediante la prueba de Tukey
para determinar la significacion. P <0,05 fue considerado como significativo.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Aislamiento e identificacion de cepas de microalgas

De las diluciones seriadas se asilaron e identificaron 9 cepas de microalgas:
Chlorella sp. M2, Chlorella sp. M6, Coelastrella sp. A2, Coelastrella sp. A8,
Coelastrella sp. A9, Chlorophyta sp. A3, Dysmorphococcus sp. A7,
Scenedesmaceae sp. A1l y Scenedesmus sp. R3 (Imagen 1).

Imagen 2: cepas aisladas e identificadas. Chlorella sp. M2, Chlorella sp. M6, Coelastrella
sp. A2, Coelastrella sp. A8, Coelastrella sp. A9, Chlorophyta sp. A3, Dysmorphococcus
sp. A7, Scenedesmaceae sp. A1l y Scenedesmus sp. R3
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3.2 Aclimatacion de cepas de microalgas en cultivo de aguas residuales

Las microalgas se adaptaron a los cambios en su habitat, sin embargo esta capacidad
vario en las diferentes cepas de microalgas, esto se observo en la adaptacion al
cambio de temperatura de 30° a 40°C en las cepas cultivadas. Coelastrella sp. A9
presentd la mayor tasa de crecimiento a 30°C, sin embargo presenta gran variabilidad
en sus réplicas. Las cepas Chlorella sp. M6, Coelastrella sp. A2 y Scenedesmus sp.
R3 presentan minimas desviaciones en sus triplicados. Ciertas cepas como Chlorella
sp. M2, Chlorella sp. M6, Coelastrella sp. A2 y Scenedesmus sp. R3, mostraron un
incremento en su tasa de crecimiento al aumentar la temperatura a 40°C. En contraste,
las cepas Coelastrella sp. A9, Chlorophyta sp. A3 y Scenedesmaceae sp. All
mostraron el efecto contrario. Finalmente Dysmorphococcus sp. A7 no crecié a 40°C,
lo que evidencia que esta cepa no se adapt6 al incremento de temperatura, con rango
de temperatura optima inferior (64). Las cepas Chlorella sp. M2, Chlorella sp. M6
y Scenedesmus sp. R3 presentaron mejor adaptabilidad (65), tuvieron tasas de
crecimientos altas en ambas temperaturas con menor desviacion standard, similar a
lo reportado por de- Bashan (66) en Chlorella sorokiniana que mostré un mayor
crecimiento con un aumento de la temperatura de 28 a 42°C cultivada también en
agua residual. (Gréfico 1).
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Grafico 1: Tasas de crecimiento (1) de cepas aisladas al séptimo dia de cultivo e inicio de fase
estacionaria en agua residual doméstica pretratada a 30°C y 40°C. Cepas Chlorella sp. M2, Chlorella
sp. M6, Coelastrella sp. A2, Coelastrella sp. A8, Coelastrella sp. A9, Chlorophyta sp. A3,

Dysmorphococcus sp. A7, Scenedesmaceae sp. A1l y Scenedesmus sp. R3.
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3.3 Cultivo en Fotobiorreactores
Objetivo especifico 1

Se seleccionaron las cepas Chlorella sp. M2, Chlorella sp. M6 y Scenedesmus sp. R3
para cultivarlas en los fotobiorreactores debido a que presentaron mayor tasa de
crecimiento en ambas temperaturas, 30 y 40°C (Grafico 1), asegurando de esta
manera, alta productividad al cultivarlas puertas afuera.  Algunos estudios
demuestran que los géneros Chlorella sp. y Scenedesmus sp. tienen alta tasa de
crecimiento (67-69). Durante los dias de cultivo, la temperatura ambiental oscilo
entre un maximo de 47,4°C y un minimo de 18,8°C, la humedad relativa vario entre
37% y 68%. La irradiacion solar tuvo un maximo de 1324 W/m?. Existieron
diferencias significativas en la tasa de crecimiento (u) en relacion al tipo de
fotobiorreactores utilizados y entre las cepas cultivadas (F=25,22 p=<0,0001, df=2).
Chorella sp. M2 presenta la mayor tasa de crecimiento, esta microalga pueden ser
cultivadas en aguas residuales bajo condiciones extremas de temperatura e intensidad
de luz (66). Latemperatura de 47,4°C se registré el tltimo dia de cultivo de Chlorella
sp. M6 en el fotobiorreactor panel, podria ser esta la causa de la menor tasa de
crecimiento de esta cepa. (Grafico 2, Imagen 2, Anexo A).
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Imagen 3: Cultivo puertas afuera de Chlorella sp. M2 en los fotobiorreactores cilindros y tipo panel.

El género Chlorella es altamente tolerante a las condiciones de diversos habitats, por
esto, se considera como microorganismos omnipresentes. Son unicelulares de color
verde, forma esférica, ovoide o elipsoidal, carecen de flagelo, tamafio de 4-10 um de
didmetro (70), con un conjunto minimo de organelas: un solo nucleo, cloroplasto,
mitocondria, algunos peroxisomas y vacuolas, con o sin un pirenoide. Posee
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reproduccion exclusivamente asexual por medio de autoesporulacion Se encuentran
solitarias o agrupadas y constituyen parte del fitoplancton en estanques y lagos
(70,71).

Scenedesmus sp. R3 presentd tasas altas de crecimientos al cultivarlas en el agua
residual pre-tratada debido a que, este género se desarrolla abundantemente en aguas
ricas en nutrientes. Ademas forman parte de fitoplancton de rios, estanques y lagos.
Son microalgas verdes, inmdviles, de forma elipsoidal, oval o de media luna, forman
colonias de 2 a 32 células lateralmente contiguas, dispuestas en series lineales o
alternas. Poseen cloroplasto parietal, generalmente con un pirenoide. (71).
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Gréfico 2: Tasas de crecimiento (W) al séptimo dia de cultivo e inicio de fase estacionaria en agua
residual doméstica pretratada en los fotobiorreactores cilindro y panel.

3.4 Analisis bioquimicos
Objetivos especificos 2y 3

Los resultados de humedad y cenizas se muestran en el Grafico 3. Chlorella sp. M2
mostré la humedad mas alta, sin diferencias significativas entre cepas (F=2.90,
p=0.0728, df=2) y entre tipo de fotobiorreactor (F=6.67 p=0.0864, df=1). En las
cenizas el valor mayor se encontr6 en Scenedesmus sp. R3 con diferencias
significativas entre cepas (F=9.05 p=0.0023, df=2), pero no entre tipo de
fotobiorreactor (F=0.25, p=0.7908, df =1). Los valores obtenidos de ambos
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pardmetros en las dos cepas de Chlorellas sp. son similares a los obtenidos por Matos
en C. vulgaris (55), utilizando la misma metodologia a pesar de la diferencia del
medio de cultivo quien usé un medio comercial. Las microalgas son fuente potencial
de minerales tanto para piensos como para biofertilizantes, como lo demostraron Kim
y Lei (72) en la incorporacion de biomasa de microalgas desgrasadas en alimentos
para cerdos en destete, como fuente adecuada de hierro; el grupo de tecnologia Algal
de la Universidad de Qatar utilizd biomasa algal como biofertilizante para el
crecimiento de plantas de sorgo, las microalgas fueron cultivadas en aguas residuales
en estanques abiertos a gran escala (73).
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biomasa seca. Cepas Chlorella sp. M2, Chlorella sp. M6, y Scenedesmus sp. R3
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Chlorella sp. M2 mostré el mayor contenido de lipidos en ambos tipos de
fotobiorreactores (Gréfico 4A). Existe diferencias significativas entre tipos de cepas
(F=14.15, p=0.0004, df =2) y entre tipo de fotobiorreactor solo en Chlorella sp. M6
(F=12.47, p=0.0242, df =1, anexo A). Esta ultima cepa tuvo el valor mas alto en el
fotobiorreactor tipo panel, podria deberse por el disefio del fotobiorreactor se reciba
mayor intensidad luminica y esta cepa sea mas susceptible a este efecto,
incrementando su produccion de lipidos, tal como lo reporta Wang (74) , el contenido
de lipidos y proteinas varian con diferentes regimenes de nitrogeno y luz. Las
intensidades de luz mas altas tienden a inducir lipidos mas neutros que la produccion
de lipidos polares estructurales en células de algas. Ademas, los cuerpos lipidicos
citosdlicos aumentaron tanto en nimero como en tamafio a medida que aumento la
intensidad de la luz (74). Los contenidos de lipidos de las dos cepas de Chlorella sp.
y de Scenedesmus sp. R3 se encuentran dentro de los rangos reportados por
Priyadarshani y Rath (38) para C. vulgaris y Scenedesmus obliquus, respectivamente.

Chlorella sp. M6 en el fotobiorreactor cilindro y Scenedesmus sp. R3 en el
fotobiorreactor tipo panel obtuvieron los valores méas altos en proteina (Grafico 4 B),
con diferencia significativa entre cepas y fotobiorreactor (F=9.70, p=0,0017, df=2 y
F=13.29, p=0.0219, df =1 respectivamente, Anexo A). Las microalgas con mayor
contenido de proteinas tienen un contenido lipidico total mas bajo, debido a que la
acumulacion de lipidos en las células de las algas esta directamente relacionada con
la disminucion de la proteina intracelular (74). Los contenidos de proteinas de las
dos cepas de Chlorella sp. se encuentran dentro de los rangos reportados por
Priyadarshani y Rath (38) para C. vulgaris y Chlorella perniciosa y la Scenedesmus
sp. R3 dentro del rango para S. obliquus y Scenedesmus quadricauda.

Chlorella sp. M2 present6 el mayor contenido de carbohidratos en ambos tipos de
fotobiorreactores con diferencias significativas entre tipos de cepas (F=6.15,
p=0.0091, df =2) y entre tipo de fotobiorreactor solo en Chlorella sp. M6 (F=17.64,
p=0.0137, df =1, Anexo A). El contenido de carbohidratos en Chlorella sp. M2 es
similar al reportado por Matos (55) y Tibbetts (75) para C. vulgaris. Este ultimo
autor (75) reporta que las Chlorella sp. y Scenedesmus sp. producen tipicamente
grandes cantidades de carbohidratos para fuente de energia y reserva de carbonos.

Las aguas residuales domésticas como la proveniente de alimentos, son abundantes
en nutrientes como nitrégeno, fosforo, calcio, hierro, aluminio y carbono organico
total, lo que constituye un adecuado medio para el cultivo de microalgas mixotréficas
con rendimiento de biomasa razonablemente altos y productividad de lipidos,
proteinas y carbohidratos (76), como lo reportdé Zhen Wang (77) al cultivar
Scenedesmus sp. en aguas residuales urbanas, en las cuales alcanzé una mejor tasa
de crecimiento y mayor contenido de lipidos y proteinas que un medio comercial.
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Grafico 4. A. Lipidos expresados en % en biomasa seca. B. Proteinas expresadas en % en
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Chlorella sp. M2 mostr6 el mayor contenido de polifenoles totales en ambos tipos
de fotobiorreactores (Gréfico 5 A). Se observé que existe diferencias significativas
entre tipos de cepas (F=9.60, p=0.0019, df =2) y no entre tipo de fotobiorreactores
(F=2.12, p=0.2192, df =1). Chlorella sp. M6 en el fotobiorreactor cilindro mostr6
la mayor capacidad antioxidante por el método de ABTS (Gréafico 5 B), con
diferencias significativas entre tipo de fotobiorreactor (F=17.30, p=0.0225, df =1,
Anexo A). Se podria inferir que este comportamiento se deba, al efecto de
autosombra provocado por las mismas microalgas mas proximas a la superficie del
cilindro, y podria también ser la razon del menor contenido lipidico determinado con
respecto al fotobiorreactor tipo panel. Sin embargo, es necesario un estudio mas
detallado para determinar la causa real del efecto observado.

Existe también diferencias entre cepas (F=8.69, p=0.0027, df =2). Varios estudios
demuestran que Chlorella tienen un alta actividad antioxidante (42—44) Los valores
obtenidos de polifenoles totales y la capacidad oxidante se encuentran dentro de los
rangos reportados por otros estudios (42,45,46) en microalgas del mismo género. Por
el método de DPPH Chlorella sp. M2 presenta mayor porcentaje de inhibicion, ver
anexo A.

El contenido de polifenoles totales difiere entre especies de microalgas, como lo
reporta Ahmed (78), debido a que, estos polifenoles son metabolitos secundarios y
compuestos de estrés que estan implicados en mecanismos de proteccion quimica
contra diferentes factores de stress bidticos (colonizacion de bacterias u otros
organismos contaminantes) y abidticos (radiacion UV, contaminacion de metales),
su produccion depende de cuan desarrollado estén las vias metabodlicas de sintesis de
estos compuestos en cada especie. En consecuencia, la capacidad antioxidante en
microalgas también varia ampliamente entre especies como lo reportd Safafar, quien
evalu6 12 microalgas, entre ellas, Chlorella, y Scenedesmus, cultivadas en aguas
residuales, quien observo una gran variacion de la actividad antioxidante entre
especies (79).
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Las cepas analizadas Chlorellas sp. M2 y M6 y Scenedesmus sp. R3 presentaron
absorbancia en las longitudes de onda de los fitopigmentos astaxantina, luteina,
neoxantina, a- caroteno, -caroteno y d-caroteno los cuales se muestran en el Grafico 6.
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Todos los carotenoides observados en el presente estudio, a excepcion de la 6-caroteno,
han sido reportados por Paliwal (35) en algunas especies de Chlorella y Scenedesmus.
Plaza et al. (80), Blanco et al. (81) y Campo et al. (82) describen como grandes
productores de luteina a los géneros Chlorella y Scenedesmus. Astaxantina también ha
sido identificada en Chlorella zofingiensis (83) y en Scenedesmus sp. (84). El 3-caroteno
fue descrito en Chlorella sp. por Nurachman (85) y en Scenedesmus sp. por Ishaq (84),
al igual Santhosh (86) reporta Luteina y B-caroteno en Chlorella sp. y Scenedesmus
almeriensis. En todos los fitopigmentos y en las 3 cepas existio mayor absorbancia en el
fotobiorreactor tipo panel, debido probablemente a una mayor intensidad de luz, ya que
ésta controla la sintesis de los carotenoides, induciendo su incremento, tal como lo
observé Zhou (36) dentro del rango de 2000-8000 lux.

En resumen, Chlorella sp. M2 present6 la mayor tasa de crecimiento, el mas alto
contenido de humedad, lipidos, carbohidratos y polifenoles, sin diferencia significativa
entre tipo de fotobiorreactores. Chlorella sp. M6 mostro el mas alto contenido de
proteinas y capacidad antioxidante, mientras que la Scenedesmus sp. R3 presentd el
mayor porcentaje de cenizas. Las tres cepas presentaron absorbancia en las longitudes de
onda de los fitopigmentos astaxantina, luteina, neoxantina, a- caroteno, f-caroteno y o-
caroteno.

3.5 Aplicaciones potenciales de compuestos algales

Chlorella sp. M2 y M6 pueden ser usados como materia prima para la produccion de
alimentos para animales por sus contenidos en lipidos, proteinas y carbohidratos. El
género Chlorella se utiliza en la obtencion de alimentos para muchos tipos de animales:
gatos, perros, peces de acuario, aves ornamentales, caballos, aves de corral, vacas y toros
de cria (38). La produccién industrial como suplemento dietético para piensos de ganado
y acuicultura por mas de 70 empresas ha generado ingresos por varios miles de millones
de dolares anuales (75).

Ademas, la biomasa de Chlorella sp. a través de la conversion termoquimica sirve para
satisfacer la demanda de biocombustibles de segunda generacion (87) .

Scenedesmus sp. R3 por su alto contenido de proteinas y los compuestos bioactivos que
genera puede ser usada en alimentos para animales, acuacultura, biorremediacion,
cosmeéticos e industrias farmacéuticas (84).

Las cepas de Chlorella sp. M2 y M6 y Scenedesmus sp. R3 por su contenido en
polifenoles con capacidad antioxidantes tienen importantes aplicaciones potenciales para
las industrias farmacéutica y alimentaria (56)

Los fitopigmentos producidos por Chlorella sp. M2 y M6 y Scenedesmus sp. R3 como
[-caroteno, astaxantina y luteina tienen aplicaciones en cosméticos, como pro-vitaminas,
y en pigmentacion (38)
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Conclusiones y Recomendaciones

La microalga nativa Chlorella sp. M2, indistintamente del método de cultivo, es una
fuente potencial de macronutrientes y polifenoles con posibles aplicaciones tanto en la
industria alimenticia, como en la farmacéutica y cosmética.

El fotobiorreactor tipo panel es el mas efectivo para cultivo de microalgas para la
obtencién de fitopigmentos como astaxantina, luteina, neoxantina, a- caroteno y [-
caroteno.

El cultivo de microalgas del genero Chlorella y Scenedesmus de la costa ecuatoriana
usando agua residual domeéstica pretratada en fotobiorreactores tipo panel y cilindro es
una alternativa factible para la obtencion de biomasa con compuestos bioactivos de
potencial aplicaciones a nivel biotecnolégico.

Se recomienda continuar con la caracterizacion bioquimica de otras microalgas nativas
de la costa ecuatoriana que pudiesen también ser fuentes de compuestos de interés
comercial.
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ANEXOS



ANEXO A

Parametros evaluados en las cepas cultivadas en agua residual doméstica pretratada.

Tasa de
crecimiento u
Humedad %
BS

Cenizas % BS
Lipidos % BS

Proteinas % BS

Carbohidratos
% BS

Polifenoles
mg GAE/g BS
C.Antioxidante
pmol Trolox/g

BS
C.Antioxidante
% inhibiccion

DPPH

Chlorella sp. M2
F. Cilindro F. Panel

0,56 +0,02 0,57 +0,001

7,30+0,39 7,02+0,38
6,51+0,62 6,27 +0,59
23,53+4,58 22,50 + 2,46

32,79+6,25 37,35+ 9,80
29,86+2,78 26,86 + 7,45
558+0,74 5,98+0,29

893+141 881+103

Chlorella sp. M6

F. Cilindro F. Panel
0,45 + 0,04 0,48 + 0,01
6,27 £ 0,25 6,61+ 0,18
8,19 + 0,60 8,32 +0,44

1543+237 A 2157+185 B

55,47+433 A 40,83+390 B

1464+258 A 22,67+2,07 B

4,228 + 0,60 3,69+0,21

1821+223 A 9,92+0,85 B

31,42 +5,01 33,61+ 4,80

18,92 + 4,18 16,22 + 4,05

Scenedesmus sp. R3

F. Cilindro F. Panel
0,50 + 0,03 0,52 + 0,001
6,13 +0,40 6, 85+ 0,52
10,87 £ 0,49 11,64 + 0,83
15,80 + 3,90 9,57 £0,59

4533+3,68 A 5528+297 B

21,88 +4,53 16,66 + 3,64
3,16 + 0,30 2,92 +0,61
7,52 +0,77 7,46 + 1,67
16,89 + 6,87 1541+7,16

Valores medios £ SDs, n = 3. Medias etiquetadas en una fila con letras no comin presentan diferencias
significativas, P<0,05







