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Resumen

Botryococcus braunii es una microalga muy atractiva y reconocida industrialmente, debido a sus
metabolitos extracelulares compuestos por hidrocarburos y exopolisacaridos (EPS); los EPS
poseen aplicaciones de alto valor, tales como, antivirales, anticoagulantes, antitumorales, entre
otros; por ende, en el presente estudio se evaluaron las condiciones necesarias para la produccion
de exopolisacaridos, a partir de ensayos experimentales. EI mantenimiento de la cepa tuvo
modificaciones debido a la presencia de contaminacion, en el cual fue agregado un coctel de
antibidticos conformado por ampicilina (antibacteriano), cefatoxima (antibacteriano) y
carbendazim (fungicida), para el mejoramiento del rendimiento de la microalga en cuanto a la
produccion de biomasa. Las gréaficas de FTIR revelaron la presencia de carbonos (sp?, sp®),
grupos alquinos, amidas entre otros grupos funcionales en la composicion de los EPS. Las
condiciones Optimas de luz evaluadas por un disefio de ciclos, demostraron que el fotoperiodo
luz-oscuridad 16:8 favorece la produccién de biomasa (0,8 g/L) y mejora el porcentaje de EPS
(12 %) al ser directamente proporcionales. Los diagramas de Pareto y la superficie de respuesta
obtenidas revelan que la fuente de nitrogeno (NaNOs) y la fuente de carbono (Na2COs) son las
que mas contribuyen en la produccion de biomasa y EPS hasta valores de 1,2 g/L y 0,2 g/L

respectivamente, en concentraciones de 0,35 g/L de NaNOz y 0,14 g/L de Na;COsa.



Abstract

Botryococcus braunii is a very attractive and industrially recognized microalgae, due to its
extracellular metabolites composed of hydrocarbons and exopolysaccharides (EPS); EPS have
high value applications, such as antiviral, anticoagulant, antitumor, among others; therefore, in
the present study the necessary conditions for the production of exopolysaccharides were
evaluated, based on experimental tests. The maintenance of the strain had modifications due to
the presence of contamination, in which a cocktail of antibiotics made up of ampicillin
(antibacterial), 13iolaceal3a (antibacterial) and carbendazim (fungicide) was added, to improve
the performance of the microalgae as regards to biomass production. The FTIR graphs revealed
the presence of carbons (sp?, sp®), alkynes, amides, among other functional groups in the
composition of EPS. The optimal light conditions evaluated by a cycle design, demonstrated that
the 16: 8 light-dark photoperiod favors the production of biomass (0.8 g/L) and improves the
percentage of EPS (12%) by being directly proportional. The Pareto diagrams and the response
surface obtained reveal that the nitrogen source (NaNO3) and the carbon source (Na2COs) are the
ones that contribute the most in the production of biomass and EPS up to values of 1.2 g/L and

0,2 g/L respectively, in concentrations of 0.35 g/L of NaNOs and 0.14 g/L of Na,CO3
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Introduccion

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos procarioticos (cianobacterias) o
eucariotas (algas) que se pueden encontrar en todos los ecosistemas de la Tierra. Debido a su
estructura multicelular, unicelular o simple, son resistentes a condiciones ambientales extremas
(Mata, Martins & Caetano, 2010). La gran diversidad de algas también se presta a ser materia
prima o punto de partida para un conjunto de productos y aplicaciones (Oilgae, 2014); su
importancia aumenta en la economia mundial como una fuente de biomasa que contiene
metabolismos valiosos tales como: carbohidratos, proteinas, pigmentos, lipidos, vitaminas,
minerales y otros., (Cybulska et al., 2016). Estos metabolitos actualmente se desarrollan para su
uso en productos cosméticos y farmacéuticos (Raja, Hemaiswarya & Rengasamy, 2007). Los
ejemplos incluyen los polisacaridos de cianobacterias utilizados en productos para el cuidado
personal de la piel y extractos de Botryococcus braunii, que contienen oligopéptidos que pueden
promover la firmeza de la piel (Jaspars, et al., 2016). En las industrias farmacéuticas, candidatos
a farmacos con propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas y anti- infecciosas se han
identificado actividades (Romano, et al., 2016), por ejemplo, la adenosina de Phaeodactylum
tricornutum, puede actuar como un agente anti-arritmico para el tratamiento de la taquicardia y el
metabolito del alga verde Caulerpin se presenta en estudios de actividades antituberculosas

(Lauritano et al., 2016).

Las microalgas han sido cultivas a gran escala y de manera distribuida por la industria en
paises como Japon, Korea, Taiwan y China estamos hablando en areas alrededor de 80,000
hectareas en total; en los demas paises se puede decir que sus cultivos son a una escala mas baja y
tradicionalmente han sido cultivadas en estanques o en fotobiorreactores (Oilgae, 2014). En los

afios 1970 se realizaron varios intentos para poder cultivar algas marinas que serian usadas para
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biocombustibles pero esto no logro ser muy viable (Oilgae, 2014). Ciertos paises también buscan
dia a dia encaminarse en la produccion de microalgas como lo es Francia, Alemania y paises
bajos consiguiendo asi un gran aumento a escala industrial (Pérez, 1997; Buck y Buchholz ,2004;

Reith et al., 2005).

Las microalgas segregan sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Los EPS son una
fuente abundante de biopolimeros naturales, diversos y versatiles de alto peso molecular (tales
como polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y fosfolipidos), los cuales se acumulan en la
superficie de las células microbianas formando una matriz heterogénea (Flemming y Wingender,
2010). Las investigaciones sobre la composicion y sus caracteristicas son importantes para
comprender el mecanismo de produccion y sus propiedades para posibles aplicaciones. Los
principales componentes de EPS incluyen polisacaridos, proteinas (enzimas y proteinas
estructurales), acido nucleico (ADN), lipidos, sustancias humicas, acido uronico y componentes

inorgénicos (Decho, 1990).

Si bien los componentes no azucarados son menores que los polisacaridos en cantidad
generalmente estan unidos a los residuos de azlcar y son importantes para transmitir
caracteristicas unicas al EPS (Decho, 1990). El rango de polimeros en EPS vy las fracciones de
componentes especificos estan influenciados por varios factores incluyendo: la especie, cepa, tipo
de sustrato, disponibilidad de nutrientes, condiciones de operacion (p. Ej., Temperatura, pH,
fuerza cortante y salinidad), fisiologia y edad (Zhou, Mopper & Passow, 1998). Los EPS realizan
una variedad de funciones, ya que se encuentran involucrados en diversos procesos bioldgicos
tales como: transporte y transformacion de materia organica y ciclo biogeoquimico de elementos.
Ademas, los EPS son una importante fuente de carbono para diferentes organismos en la cadena

alimenticia porque son ricos en carbono organico (Xiao & Zheng, 2016).
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1. Problema

1.1 Titulo

Evaluacién de un sistema para la produccion de exopolisacaridos (EPS) a partir de

botryococcus braunii .

1.2 Planteamiento del Problema

Los EPS son biopolimeros naturales y variables, se encuentran mezclados con polisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos y lipidos, estos se encargan de sostener en una unién las células
microbianas para establecer una matriz heterogénea (Flemming & Wingender, 2010; Xiao &
Zheng, 2016). Asi mismo cumplen un papel significativo biotecnolégicamente sus componentes
y todos sus elementos pueden llegar a adquirir diferentes aplicaciones donde la biologia se toma
un lugar importante, ademas se sabe que estas sustancias suelen ser agentes antitumorales,
anticoagulantes, antivirales, en general poseen una cantidad de usos que recibiran una atencion y
en particular diferentes investigaciones bastante aprovechables para el mundo (Xiao & Zheng,
2016). Si bien los EPS se encuentran mas en dos grupos de algas (rojas y cianobacterias) no se
conocen ejemplos de otros grupos de microalgas (como verdes o diatomeas) que posean la
capacidad de sintetizar este tipo de metabolito. Otro de los problemas es identificar las
condiciones de cultivo (nutrientes, ciclo luz/oscuridad, y tiempo de cultivo) que permitan

maximizar la deposicién de los EPS.

Los EPS son principalmente utilizados en diferentes industrias, de igual manera para obtener
estas sustancias, se debe gracias a una variedad de microalgas como principal nos encontramos
con algas rojas y cianobacterias (Blackburn, S. I., Tokai University Press, Hadano, Japan, 2005).

Las algas rojas son una de las especies méas abundantes en los tres tipos de algas marinas ademas
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muchas de ellas poseen una cantidad favorable de polisacaridos de la pared celular (Hayashi et
al., 2011). Segun estudios se habla que para llegar a producir EPS en microalgas se debe tener
muy en cuenta las capacidades ambientales que pueden llegar afectar o ayudar a su crecimiento
donde se requiere una gran cantidad de nutrientes que le serviran como soporte, también por
medio de microalgas verdes como la Chlorophyta han sido extraidos los EPS en este caso su uso
fue para produccion de bioetanol de tercera generacion, en este analisis emplearon diferentes
métodos que ayudan a detectar la presencia de estas sustancias como cuantificacion e
identificacion de carbohidratos totales y azucares reductores (DNS y HPLC) y diferentes ensayos
espectrofotométricos (De biotecnologia, 2012). Ademas los EPS suelen ser producidos como se
nombro anteriormente por algas y organismos que suelen encontrarse en aguas residuales ya que
estas poseen muy buenas ventajas y un alto porcentaje de crecimiento que los favorece, una de las
especies mas utilizadas fueron las algas verdes Chlorella Vulgraris siendo productores de estas
sustancias (Nelson et al., 1996). Segun la literatura nos habla de diferentes estudios que fueron
elaborados hace mas de setenta afios, por medio de Lewin y Moore; juntos analizaron estos
diferentes microorganismos donde observaron su produccion pudiendo ser capsular o disuelta

(Lewin, Ralph. 1956).

Asi mismo encontramos diferentes diatomeas que mediante sus caracteristicas quimicas han
demostrado ser productores de exopolisacaridos uno de ellos es la Bacillariophyta donde su
estudio arrojo cantidades de heropolisacéaridos con diferentes porciones de proteinas, sulfatos,
azucares metilados y acidos urénicos (Shniukova & Zolotareva, 2015). Estas sustancias poseen
una cantidad de actividades biologicas que son de gran importancia, siendo antinflamatorias,
antiparasitario, donde también adquieren actividades hipoglucemiantes e hipocolesterolemicas

por otro lado si se incrementa las diferentes metodologias y aumenta la competitividad de
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microalgas de tal manera que se identifique y se logre producir las cantidades deseadas (Delattre,
Pierre, Laroche & Michaud, 2016). A pesar de la existencia de diferentes estudios muchos no han
sido en su totalidad completos se sabe que la produccion de exopolisacaridos se debe a
microalgas y cianobacterias, pero casi nunca se mencionan los porcentajes o0 concentraciones, es
decir la cantidad de EPS por celda o por gramo, obteniendo estos resultados de alguna literatura
podemos comparar y observar la eficacia de estas sustancias (Delattre, Pierre, Laroche &

Michaud, 2016).

Por consiguiente los medios de cultivos son utilizados para las diferentes especies que se
estén trabajando al igual todos los medios presentan sus mismo componentes pero pueden variar
en cantidades, sin embargo seria de gran importancia que se llegase a simplificar y fuese mas
especifico que nutrientes necesita esa especie para obtener una mejor produccién de EPS, al igual
los nutrientes principales son el N, P, S al no obtener estos elementos en los cultivos genera un

impacto (Gonzalez & Ballestros, 2012).

Existen diferentes procesos de extraccion, uno de ellos es por medio de la precipitacion
alcohdlica, sin embargo hay que tener en cuenta los factores que se ajusten a las condiciones del
ambiente, sobre todo para hacer una extracciéon y purificacion muy especifica no debe haber
ninguna contaminacion (Azeredo et al., 2003; Bertocchi et al.,, 1990; Liu & Fang, 2002;
Takahashi et al. 2009). Sobre las algas rojas se dice que estas se envuelven dentro de un gel de
polisacaridos sulfatados, muchos proponen una estrategia general con el fin de extraer los EPS
por medio de centrifugacion o microfiltracion y asi limpiar las microalgas (Li et al., 2011; Ye et
al., 2005; Zhang et al., 2008). Otro de los métodos mas utilizados para la deteccion de EPS es la
espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR) esta nos ayuda a obtener

informacidn de los diferentes grupos funcionales vibracionalmente activos que se utilizan para
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dar respuesta a el contenido de polisacaridos, otro de sus usos es que este puede apartar los
diferentes polisacaridos cambiando asimismo su composicion ya que cada sustancia da una

respuesta especifica (Mathlouthi & Koenig, 1987).

Podemos decir que aun falta investigar mucho sobre estas sustancias debemos seguir
explorando todas sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas ya que su potencial es bastante
alto, se busca poder obtener mucha informacion que nos sirva hacia futuro, podriamos estar
hablando también de una posible disminucion de costos para la explotacion de microalgas
(Delattre et al., 2016); del mismo modo la mayoria de microalgas suelen excretar Una cantidad de
EPS esto nos suele decir que existe una cantidad favorable de carbono organico (Passow, 2002).
Sin embargo, no siempre la deteccién de los EPS suele ser muy eficaz ya que las condiciones o si
Ilegase a ver la disminucion o las condiciones que presenta su medio, hasta el momento estas son

sintetizadas por microalgas (Dubois et al., 1956).

1.3 Formulacién del Problema

Si bien los Exopolisacaridos se encuentran presentes con mayor frecuencia en dos grupos de
algas (rojas y cianobacterias), no es comudn encontrar especies pertenecientes a los Chlorophyta
(u otra division filogenética) que posean la capacidad de sintetizar este tipo de metabolito, por lo
tanto, el mayor problema a resolver es identificar las condiciones de cultivo (nutrientes, ciclo

luz/oscuridad, y tiempo de cultivo) que permitan maximizar la deposicion de los EPS.

1.4 Justificacion

Un gran namero de productos comerciales se han derivado de microalgas y cianobacterias;

ademas de ser una de las fuentes mas ricas de proteinas, algunas especies producen otros
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compuestos de valor agregado, como los acidos grasos poliinsaturados (PUFA), carotenoides,
ficobiliproteinas, polisacéridos, vitaminas o esteroles (Raposo, Morais y Bernardo de Morais,
2013) estos incluyen productos para la nutricion humana y animal, antioxidantes, sustancias
colorantes, fertilizantes y acondicionadores de suelos; una variedad de productos especializados
como biofloculantes, polimeros biodegradables, cosméticos, productos farmacéuticos e isotopos
estables con fines de investigacion (Oilgae, 2014). Otras microalgas son altas productoras de
hidrocarburos, que se pueden convertir en biodiesel o hidrogeno, que se pueden usar como una
fuente alternativa de energia. Algunos de los PUFA producidos son esenciales como los o-3 y o-
6 que pueden incluirse en alimentos funcionales o nutracéuticos. Otras microalgas, 0 sus
productos derivados, se utilizan en la industria farmacéutica, cosméticos, talasoterapia, como
biofertilizantes, 0 como agentes para reparar particulas del suelo, como alimento para animales,
en acuicultura o incluso en tratamientos de efluentes. En las industrias nutracéuticas, Arthrospira
(Spirulina) y Chlorella son las especies mas importantes en la comercializacion de alimentos

saludables y suplementos nutricionales con diversos beneficios para la salud (Kang et al., 2013).

El cultivo a gran escala de microalgas industriales se ha desarrollado rapidamente en todo el
mundo (Tabla 1) debido a la variedad de productos que pueden derivarse de estas. La mayoria de
las aplicaciones se comercializan con éxito en diferentes sistemas de cultivo. Se sabe que una
amplia gama de microalgas puede liberar abundantes compuestos bioactivos extracelulares
(proteinas, polisacéridos y otros biopolimeros) en el medio (Raposo, Morais & Morais, 2013;
Berry, et al., 2008). Ademas algunos compuestos alelopéaticos de microalgas que se utilizan como
herbicidas inocuos para el medio ambiente o agentes de control biolégico con perspectivas
directas para su uso biotecnoldgico (Gantar et al., 2008), por otro lado la recuperacion mejorada

de petréleo (EOR) que utiliza biopolimeros extracelulares de microalgas puede ser un campo de
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aplicacion proximo (Wu, Li & Lan, 2011). Por lo tanto, las microalgas podrian ser
potencialmente utilizadas en alimentos, productos farmacéuticos, acuicultura, cosméticos y la

industria del petroleo, y asi ser digna de desarrollo para su comercializacion.

El interés en las microalgas esta creciendo cada vez mas, una ventaja de trabajar con
microalgas es el hecho de que son faciles de cultivar. Al ser controlado facilmente, permite la
produccién de polisacaridos, o cualquier otro compuesto con propiedades similares (Raposo,
Morais & Bernardo de Morais, 2013) (tabla 1). Los EPS comprenden un grupo de importantes
biopolimeros de alto peso molecular que se secretan de microorganismos (microalgas) (Delbarre-
Ladrat et al., 2014; Xiao & Zheng, 2016). Muchas microalgas, especialmente una variedad de
algas rojas (Rhodella 21liolacea y Porphyridium marinum) y cianobacterias, son productoras de
EPS. EI EPS probablemente puede proteger a las células del estrés desfavorable en el ambiente
natural (Prajapat & Patel, 2013); ademas, las EPS estan involucradas en las interacciones de
célula a célula, la adhesion y la formacion de biofilm (Dertli, Mayer & Narbad, 2015; Ghafoor,
Hay & Rehm, 2011). Se han hallado una variedad de aplicaciones tales como, su propiedad
antiinflamatoria y su papel en el sistema inmunomodulador, también pueden usarse como
lubricantes para articulaciones Oseas (Raposo, Morais & De Morais, 2013). Ademéas son
ampliamente utilizados en la industria alimentaria como espesantes y aditivos gelificantes, que
mejoran la calidad y la textura de los alimentos (Feldmane, Semjonovs & Ciprovica, 2013).
Actualmente, las EPS han recibido mucha atencién por sus propiedades antibacterianas,
antioxidantes y anticancerigenas, que llevan al desarrollo de candidatos farmacéuticos
prometedores (Nguyen & Nguyen, 2014; Mahendran et al., 2013); muchos estudios ya han
resaltado las actividades farmacologicas de la EPS de microalgas rojas. Los polisacaridos de P.

cruentum exhiben actividad antiviral contra varios tipos de virus, como el virus de la estomatitis
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vesicular (VSV), el virus de la peste porcina africana (ASFV) vy el virus Vaccinia (VACV), asi
como la actividad antibacteriana contra Salmonella enteritidis (Huang, Chen & You, 2005;
Raposo, Morais & Morais, 2014). Ademas, los productos degradados de la EPS de P. cruentum
mostraron actividades antitumorales e inmunomoduladoras (Sun, Wang & Zhou, 2012). Ademas
de P. cruentum, otras especies de Porphyridium también exudan EPS que exhiben efectos
hipocolesterolémicos y pueden alterar la morfologia intestinal en ratas (Dvir et al., 2000; Dvir et
al., 2009). Ademas del EPS de microalgas rojas, el EPS de cianobacterias, como Arthrospira
platensis, y el dinoflagelado Gyrodiniumim pudicum también muestran actividades
farmacoldgicas antivirales, antibacterianas y antioxidantes (Rafika et al., 2011; Yim, et al., 2004).
Dado que los EPS se liberan en el medio de cultivo, se pueden recuperar y purificar facilmente

(Bafanaa, 2013).

Tabla 1. Productos o metabolitos a partir de microalgas

Microalga Producto o | Industria Aplicaciones Referencia
Metabolito
Arthrospira sp. Ficocianina /| Alimentaria Alimentos saludables, | Pignolet et al.
Arthrospira aloficocianina | Cosmética cosméticos y aditivos. | (2013);
platensis y biomasa Medicina Antiviral, Carlsson, van
EPS antioxidante, Beilen,
(Polisacarido) antibacterial, Moller y
Azucar antitumoral. Clayton.
Principal: Rha, (2007).
Xyl, Man, Gal, Pulz y Gross.
Glc, Ara, Fuc (2004).
Trabelsi et al.
(2009).
Rafika et al.
(2011).
Rechter et al.
(2006);
Morais et al.
(2010).
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Microalga Producto o | Industria Aplicaciones Referencia
Metabolito
Aurantiochytrium | Escualeno Cosmética Pigmentador Mourelle et
Sp al. (2016).
Botryococcus Cantaxantina | Acuicultura Pigmentador de | Rubio
braunii p. Luteina Avicultura alimentos Fernandez et
Chlorella Violaxantina Alimentaria Antioxidante al. (2017).
zofingensis Anteraxantina | Medicina Alimentos saludables, | Pignolet et al.
Chlorella Zeaxantina suplementos dietéticos | (2013).
Ellipsoidea Biomasa, y aditivos. Carlsson et al.
Chlorella factor de Actividades (2007).
vulgaris crecimiento de antiinflamatorias, Pulz y Gross.
Chlorella Chlorella inmunomoduladoras. | (2004).
stigmatophora (CGF) y Rasmussen, y
clorofila Morrissey.
(2007).
Guzman et al.
(2003).
Dunaliella salina | Glicerol Médico- Pigmentadores de | Acacio-
pB-Caroteno Farmaceutica | alimentos, pro- | Chirino et al.
Cosmética vitamina A y | (2013).
Alimenticia antioxidante.
Gyrodinium EPS Medicina Antiviral, Yim, Kim,
impudicum (Polisacérido) antitumorales. Ahn y Lee.
Azlcar (2007).
Principal: Gal Yim et al
(2004.)
Yim, Son,
Pyo y Lee.
(2005).
Haematococcus Carotenoides Farmacéutica | Pigmentador Kurmen,
pluvialis (Astaxantina) | Cosmética (acuicultura) y | Gonzédlez vy
Acuicultura antioxidante. Klotz, (2013).
Isochrysis Acidos grasos | Alimentaria Nutricion animal | Pignolet et al.
galbana (DHA) para animales | como alimento vivo. (2013).
Carlsson et al.
(2007).
Lyngbya Moduladores Farmacéutica | Productos Pignolet et al.
majuscula inmunes Alimentaria farmacéuticos y | (2013).
(Cianobacteria) nutricion. Carlsson et al.
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Microalga Producto o | Industria Aplicaciones Referencia
Metabolito
(2007).
Osborne,
Webb y
Shaw. (2001).
Nostoc sp. EPS Medicina Metal-vinculante, Mona y
(Polisacarido) inhibe la formacion | Kaushik.
Azlcar del colesterol, | (2015).
Principal: Rha, regeneracion de | Rasmussen et
Xyl, Man, Gal, huesos, al. (2009).
Glc anticancerigeno.
Odontella aurita | Acidos grasos | Farmacéutica | Productos Pignolet et al.
(EPA, DHA) | Alimentaria farmacéuticos, (2013).
Carotenoide Cosmética cosméticos y | Carlsson et al.
(Fucoxantina) alimentos para bebés. | (2007).
Pulz y Gross.
(2004).
Moreau et al.
(2006).
Phaedactylum Carotenoides | Alimentaria Productos Pignolet et al.
tricornutum (Fucoxantina) | para animales | farmacéuticos, (2013).
y acidos grasos | Cosmética cosméticos, nutricién | Carlsson et al.
(EPA) Farmacéutica | animal como alimento | (2007).
EPS Medicina Vivo. Guzman,
(Polisacérido) Actividades Gato y
Azlcar antiinflamatorias, Calleja.
Principal: Ara, inmunomoduladoras. | (2001).
Rha, Fuc, Xyl, Oilgae.
Man, Gal, Glc, (2014)
Rib Willis et al
(2013).
Guzman et al.
(2003).
Porphyridium sp. | EPS Alimentaria Alimentos saludables, | Dvir et al.,
Porphyridium (Polisacarido) | Medicina nutraceuticos y | (2000); Dvir
cruentum Azlcar Farmacéutica | funcionales, etal., (2009).
Porphyridium Principal: Xyl, | Cosmética antioxidantes, Geresh et al.
marinum Gal, Glc, antivirales, (2009).
GIcA, Man. hipocolesterolémica, Dvir et al.
Polisacéridos, inmunomoduladora, (2009);
acidos grasos antitumorales. Huleihel et al.
(EPA, DHA) y Anti-lipidémico, (2002);
ficoeritrina. antiglicémico, Tannin-Spitz
hipoglucemiantes, et al. (2005);
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Microalga

Producto 0
Metabolito

Industria

Aplicaciones

Referencia

antitumorales.
Actividad
antimicrosporidica

Matsui et al.
(2003);
Geresh et al.
(2002b).
Garcia et al.,
(1996);
Guzman-
Murillo y
Ascencio.
(2000).

Dvir et al.
(2009);
Huang et al.
(2006).
Raposo,
Morais y
Morais.
(2013); Sun,
Wang Shi vy
Ma. (2009).
Roussel et al.
(2015).
Pignolet et al.
(2013).
Carlsson et al.
(2007).

Rhodella
reticulate

EPS
(Polisacérido)
Azlcar
Principal: Xyl,
Gal

- Alimen
taria
Medica

Anti-lipidémico,
antiglicémico,
eliminacion de
radicales libres,
actividad antioxidante,
antivirales,
hipoglucemiantes,
antitumorales.

Chen et al.
(2010).
Geresh et al.
(2002b).
Dvir et al.
(2009);
Huang et al.
(2006).

Scenedesmus spp.

Scenedesmus
obliquus

Carotenoides
(Luteina)
Polihidroxialca
noatos

Acuicultura
Plasticos

Antioxidante
Pléstico biodegradable

Garcia-
Canedo, et al.
Pedetti Diaz y
Vaccaro
Esteves.
(2017).

Fru: Fructosa; Xyl: Xilosa; Gal: Galactosa; Glc: Glucosa; Ara: Arabinosa; Rha:

Fucosa; Man: Manosa; Rib: Ribosa

Ramnosa; Fuc:
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general. Evaluar las condiciones para la produccion de Exopolisacaridos

(EPS) en una cepa de Botryococcus braunii .

1.5.2 Objetivos especificos. Desarrollar un método para la separacion y cuantificacion de los

EPS del medio de cultivo.

Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los EPS.

Determinar las condiciones de cultivo que favorezcan la produccion de los EPS.

1.6 Alcances y Limitaciones

1.6.1 Alcances. Con este proyecto se pretende determinar cuéles son las mejores condiciones
(Temperatura, pH, Tiempo, etc.) y relaciébn de carbono/nitrégeno/fosforo que permita la
produccién optima de EPS. Se espera que el presente proyecto contribuya al desarrollo de

procesos para la aplicacion de los EPS en futuros trabajos.

1.6.2 Limitaciones. La existencia de condiciones indeseables como dafio o pérdida del
material microbiano con el cual se pretende trabajar y equipos de trabajo dentro del laboratorio,
asi como la contaminacion de la microalga lo que dificultaria la ejecucion del proceso y la
evaluacion de la produccion de biomasa; ademas demora en compra y despacho de reactivos y

algunos equipos, generando un obstaculo en la continuidad del proyecto.

1.7 Delimitaciones

1.7.1 Delimitacion espacial. Este proyecto se llevard a cabo en los laboratorios de calidad

ambiental, de la Universidad Francisco De Paula Santander, Sede Campos Eliseos.
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1.7.2 Delimitacion temporal. El presente trabajo de investigacion tendra una duracion

aproximada de 12 meses a partir de su aprobacion.
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2. Marco Referencial

2.1 Marco Teorico

Los polisacaridos extracelulares (EPS) son la mayor parte de
las sustancias poliméricas extracelulares producidas por microorganismos (Jindal, Singh &
Khattar, 2011). Existen en dos formas principales; como una capsula asociada con la superficie
celular o secretada fuera de la célula, ya sea a los alrededores o permanecer unida a la superficie
celular (Tallon, Bressollier & Urdaci, 2003). Exhiben una gran variedad de estructuras quimicas
basadas en combinaciones de hasta 40 monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos. La
mayoria de los polisacaridos se forman a partir de un rango relativamente limitado de hexosas,
tales como la glucosa, galactosa 0 manosa y pentosas, como la xilosa, pero existen muchos otros
azlcares complejos. Sus funciones fisiolégicas y ecoldgicas son diversas debido a que
desempefian funciones especiales en la proteccion de los microorganismos que los producen. Se
cree que las EPS protegen las células contra sustancias antimicrobianas, desecacion,
bacteriofagos, estrés osmotico y anticuerpos (Mata et al., 2006; Tallon et al., 2003); y en
determinados casos son llevadas a la explotacion industrial como hidrocoloides, materiales de
origen bioldgico y agentes bioldgicos activos (Soanen, N. Da Silva, Gardarin, Michaud &

Laroche, 2016).

Por otro lado los EPS de microalgas tienen sus ventajas y ciertas limitaciones, a pesar de su
alto potencial en diferentes campos, los EPS han tenido un bajo rendimiento, todo depende de
una cantidad de factores, como la nutricion, los componente, el disefio del cultivo, su proceso de

recuperacion y purificacion (Bafanaa, 2013). Ademas, los EPS facilitan una adhesion celular y se
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encargan de la proteccidn contra condiciones ambientales negativas, es importante reconocer que

estas sustancias sirven como reservas de carbono y energia (Surayot, U., et al. 2014).

Podemos encontrar diferentes etapas que hacen parte de la extraccion de EPS en microalgas y
cianobacterias uno de los principales es la produccion de azucares como moléculas precursoras,
segundo la union de enzimas que catalizan la transferencia de la glucosa, seguidamente se lleva a
cabo el procesamiento y exportacion de polimeros llevando un control del extracelular (Rossi &

De Philippis, 2016).

Los EPS representan una clase biotecnolégicamente importante de fuente renovable de
biopolimeros estructurales y diversos que poseen bioactividades Unicas para posibles aplicaciones
bioldgicas de alto valor, por ejemplo, en la desintoxicacién de metales pesados, el EPS de Nostoc
linckia muestra la capacidad de biosorcion de los iones Co (II) y Cr (VI) (Mona & Kaushik,
2015); por otra lado en la eliminacion de materia solida de los depdsitos de agua, los EPS de
microalgas con capacidad de complejacion de metales tiene una importancia ecoldgica potencial
y puede utilizarse como quelato natural de metales, especialmente en los procesos de purificacion
bioldgica de agua (Freire-Nordi, Vieira & Nascimento, 2005); otras aplicaciones se centran en la
produccién de alimentos como diversos compuestos de gelatina, en la industria farmacéutica para
la cobertura de capsulas o nuevos farmacos antitumorales/virales, para la suspension de
pigmentos, para la fabricacion textil, como emulsionantes y detergentes en cosméticos, etc.,
(Kumar, Kviderova, Kastanek & Lukavsky, 2017). Las aplicaciones de EPS de alto valor existen
en el campo biomédico, debido a que poseen una cantidad de propiedades que lo hacen
interesantes, se ha demostrado que los polisacaridos obtienen propiedades inhibitorias contra una
variedad de virus, bacterias y tumores (Sed, G., Cicci, A., & Bravi, M. 2017). Ademas, donde sus

usos incluyen terapia del cancer y curacion oOsea, asi mismo las aplicaciones tépicas de EPS
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incluyen vendajes para heridas en pacientes con quemaduras, Ulceras crénicas o pérdida extensa

de tejido (Mancuso Nichols et al., 2009).

2.2 Marco Legal

De acuerdo con el Convenio sobre la Diversidad Biologica (CDB), acordado en Rio de
Janeiro el 5 de julio de 1992, reafirma la soberania de los Estados sobre sus recursos bioldgicos y
genéticos. Al mismo tiempo, el CDB establecié el compromiso de facilitar regimenes de acceso
bajo términos mutuamente acordados. Los Estados son también los responsables de la
conservacion de la diversidad bioldgica y de su utilizacion sostenible. Posteriormente, en el afio
2000 en Colombia se expidio el Decreto 309 sobre investigacion en recursos bioldgicos, el cual
reglamenta los permisos de estudio con fines de investigacion cientifica sobre diversidad
biolégica (PEFIC). Esta norma se apoya en el principio constitucional que garantiza y promueve
la libertad de ensefianza, aprendizaje e investigacion, asi como en el deber del Estado de proteger
la diversidad e integridad del ambiente. De acuerdo con la Ley 99 de 1993 corresponde al
Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (MAVDT) coordinar y promover la
investigacion sobre el medio ambiente y los recursos naturales, establecer el Sistema Nacional de
Informacion Ambiental y organizar el inventario de biodiversidad y de los recursos genéticos

nacionales, asi como regular la importacion y exportacion de especies de flora y fauna silvestres.
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3. Diseflo Metodoldgico

3.1 Tipo de Investigacion

El trabajo ser& en modalidad de investigacion, ya que se espera determinar
experimentalmente las condiciones necesarias para la produccion de exopolisacaridos (EPS) en

una cepa de Botryococcus braunii .

3.2 Poblacién y Muestra

Se empleara la cepa Botryococcus braunii aislada de un termal del departamento del Norte

de Santander.

3.3 Hipotesis

A partir de las caracteristicas fisicoquimicas de los exopolisacaridos (EPS) segregados de
forma natural por una cepa de Botryococcus braunii , es posible determinar las variables que

favorezcan su produccion.
3.4 Fases de la Investigacion
3.4.1 Metodologia. Se explica a continuacion:

3.4.1.1 Mantenimiento de Cepa. Botryococcus braunii se mantendra en medio Bold Basal
(Andersen, Berges, Harrison, & Watanabe, 2005) en reactores de 500 mL con 250 mL de
volumen de trabajo. EI medio se agitara mediante la inyeccién de aire estéril (0,6vvm) y una

radiacion constante de 110 pumol m? s,
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3.4.1.2 Metodo de separacion de Biomasa. Se determinard la eficiencia de 3 métodos
(centrifugacion, floculacién quimica y electroflotacion) para la separacién de la biomasa celular

del medio y los EPS. Para realizar las pruebas se emplearan 250 mL de cultivo de 25 dias.

Centrifugacion. ElI medio se separa en tubos FALCON de 15 mL. Las muestras se
centrifugaran a 3400 rpm durante 15 minutos. EI sobrenadante (medio con EPS) se almacenara

para pruebas posteriores.

Floculacién. La biomasa se separa de acuerdo con la metodologia propuesta por Mena-L6pez
et al (2018). Para lograr lo anterior se desarrollard un disefio de experimentos no-factorial con
superficie de respuesta 43 (4 factores, 3 niveles) en los cuales se determinara la concentracion de
floculante (mg/L), pH, agitacion (rpm) y tiempo de agitacion (minutos) (tabla 2). Para cada uno
de los experimentos propuestos primero se agregara el floculante y luego se ajustara el pH. Una
vez ajustado el pH la muestra se agitard de acuerdo con las especificaciones del disefio de
experimentos. Una vez finalizado el tiempo de agitacion, la muestra se mantendra a 60 rpm
durante 15 minutos para la formacion de fléculos. Una vez terminado los experimentos, el

sobrenadante (medio con EPS) se almacenaré para pruebas posteriores.

Tabla 2. Variables del disefio de experimentos

FACTORES
Concentracion o Tiempo (min)
floculante (mg/L) PH | Agitacion (rpm)
-1 50 5 200 3
NIVELES 0 100 7 300 4
1 150 9 400 5
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Electroflotacion. El alga se concentrara a partir del método descrito por Castellanos-
Estupifian et al (2018). 250 mL de medio seran vertidos en una camara con 13 electrodos de
aluminio conectados a una fuente de poder de 50W (1Amp, 50V). La muestra se agitara a 300
rpm durante 30 minutos. El alga (parte superior) sera separada por decantacion y el sobrenadante

(medio con EPS) se almacenara para pruebas posteriores.

Separacion de EPS. Los medios libres de biomasa se someteran al proceso descrito por Jain
et al (2005) para la separacion de EPS. El medio se diluira en 3 veces su volumen en etanol
analitico frio (relacion 1:3), la mezcla medio etanol se dejara a -20°C durante 8 horas. Finalizado
el tiempo la muestra serd centrifugada a 3400 durante 30 minutos, el precipitado (EPS) sera

recuperado y secado a 50°C durante 12 horas.

3.4.1.3 Caracterizacion Fisicoquimica de EPS. Una vez obtenido el método mas eficiente
de separacion de biomasa y EPS se cultivaran 10 litros de alga durante 25 dias y se separaran los
EPS. El concentrado final serd enviado a los laboratorios de caracterizacion fisicoquimica de la
escuela de ingenieria quimica, donde se determinara su composicion. La concentracion total de
azucares se determinard por el método de Dubois et al (1956), el contenido de proteinas por
Lowry (Peterson, 1977). Ademas, se determinara su viscosidad, composicion por infrarrojo
cercano con transformada de Fourrier (FTIR) y su ultraestructura por espectroscopia de

fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).

3.4.1.4 Condiciones de Cultivo para Produccion de EPS. Una vez obtenido la
caracterizacion fisicoquimica de los EPS se procedera a evaluar el efecto del ciclo luz-oscuridad

y relacion C/N/P que favorezca la produccion de EPS.
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Ciclo Luz-Oscuridad. El efecto del tiempo de exposicién a la luz se determinara de acuerdo
con los experimentos propuestos en la tabla 3. Para cada uno de los ciclos, 2 reactores de 500 mL
con 250 mL de volumen se cultivaran con un flujo de aire estéril (0,6 vvm) durante 25 dias. Al
final del tiempo la biomasa se concentrard de acuerdo con el método mas eficiente obtenido

previamente.

Tabla 3. Condiciones de luz y oscuridad para la produccion de EPS

Experimentos
1 2 3
Luz (Horas) 12 16 24
Oscuridad (Horas) 12 8 0

Separacion de EPS. Los medios libres de biomasa se someteran al proceso descrito por Jain
et al (2005) para la separacion de EPS. ElI medio se diluira en 3 veces su volumen en etanol
analitico frio (relacion 1:3), la mezcla medio etanol se dejara a -20°C durante 8 horas. Finalizado
el tiempo la muestra serd centrifugada a 3400 durante 30 minutos, el precipitado (EPS) sera
recuperado y secado a 50°C durante 12 horas. La concentracién total de azucares se determinara

por el método de Dubois et al (1956) y el contenido de proteinas por Lowry (Peterson, 1977).

Relacion C/N/P. Una vez obtenido el ciclo que més afecte de forma positiva la formacién de
EPS se evaluara la relacion C/N/P. Para lograr lo anterior se desarrollara un disefio de
experimentos no-factorial con superficie de respuesta 3% (3 factores, 3 niveles) en los cuales se
determinard la concentracién de carbonato de sodio (medio BG11), nitrato de sodio (medio
BOLD) y buffer fosfato (medio BOLD) (tabla 4). Para cada uno de los experimentos se prepara 1

reactor de 500 mL con 250 mL de volumen vy flujo de aire estéril (0,6 vvm) durante 25 dias. Al
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final del tiempo la biomasa se concentrard de acuerdo con el método mas eficiente obtenido

previamente.

Tabla 4. Disefio de experimento no-factorial

FACTORES
Carbonato de Nitrato de
sodio (ML/L) | sodio (mi/L) | Bufferfosfato (mL/L)
-1 2 5 5
NIVELES 0 3 7 7
1 4 9 9

Separacion de EPS. Los medios libres de biomasa se someteran al proceso descrito por Jain

et al (2005) para la separacion de EPS. ElI medio se diluira en 3 veces su volumen en etanol

analitico frio (relacion 1:3), la mezcla medio etanol se dejara a -20°C durante 8 horas. Finalizado

el tiempo la muestra serd centrifugada a 3400 durante 30 minutos, el precipitado (EPS) sera

recuperado y secado a 50°C durante 12 horas. La concentracién total de azucares se determinara

por el método de Dubois et al (1956) y el contenido de proteinas por Lowry (Peterson, 1977).
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4. Resultados y Analisis

4.1 Mantenimiento de Cepa

Caracterizacion microscopica

Se llevo a cabo la caracterizacion microscopica de la cepa encontrada en el laboratorio de
INNOValgae; para poder observar sus estructuras en el microscopio se llevo al objetivo de 100X.
Se hallaron colonias compactas de forma irregular y células alargadas; a partir de estas
propiedades, se identificO que la microalga presente en la cepa era Botryococcus braunii
basandonos en los estudios morfoldgicos realizados a microalgas por Guaman & Gonzalez

(2016) (figura 1).

Figura 1. Caracterizacion de Botryococcus braunii en objetivo 100X

Mantenimiento de Botryococcus braunii

Los reactores con inéculo mostraron un crecimiento rapido pasados 14 dias como se muestra
en la figura 2, esto se debe a factores tales como el suministro de CO2, que produce un aumento
de biomasa al ser inyectada una concentracion de este en el cultivo (Villareal y Viatcheslav,

2015); por otro lado, cuando los cultivos experimentan un ciclo de luz: oscuridad (12:12), se
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obtiene una mayor productividad de biomasa, carbohidratos y exopolisacaridos durante un
dia. Por lo tanto, un ciclo de luz: oscuridad es necesario para mejorar el rendimiento de B. braunii
(Garcia et al, 2018). Asimismo, al agregar antibidtico al medio de cultivo fresco, se redujo el
marco de contaminacion, siendo un parametro esencial para el buen crecimiento de B. braunii;

estos tres factores permitieron obtener un dptimo crecimiento en el cultivo.

Figura 2. In6culo madre de Botryococcus braunii. (izquierda) Reactores a los 14 dias de

crecimiento (derecha)

Recuperacion de Botryococcus braunii

Las practicas de mantener el cultivo de microalgas en un estado estable durante un largo
periodo de tiempo y el muestreo directo de la naturaleza inevitablemente unen el problema del
crecimiento masivo de bacterias y hongos (Mustapa et al, 2016), como se muestra en la figura 3
donde se presenta una contaminacion por levadura y la microalga se recubre en ella, se puede
observar que en la parte superior se encuentran células de B. braunii y debajo de ella su

contaminacion.
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Figura 3. Pellet de B. braunii contaminado

Para remover la contaminacion por parte de la bacteria presente en el medio se determind
emplear un coctel de antibioticos (ampicilina, cefotaxima y carbendazim) basado en el trabajo de
Mustapa et al, 2016. En la figura 4 encontramos tubos de recuperacion al haber agregado el
coctel de antibioticos, mostrando un precipitado de células libres de B. braunii. Los antibidticos
actuaron mejorando notablemente el cultivo mediante los pases realizados, cada antibi6tico que
constituia el coctel actud de la siguiente manera; en primer lugar la ampicilina, es una penicilina
de amplio espectro, que forma parte de la aminopenicilina en el grupo de los B-lactdmicos,
proporcionando un efecto bactericida mediante la inhibicion de la sintesis de la pared celular
bacteriana, dado que las paredes celulares de las bacterias en crecimiento se sintetizan
constantemente, la inhibicién de la sintesis es efectiva para controlar el crecimiento (Sharma,
Singh & Singh, 2013). Por otro lado, la cefatoxima expresa resistencia a las enzimas [-
lactamasas que son producidas por bacterias para inhibir el efecto bactericida. Debido a estas
razones, se espera que la combinacion de ampicilina y cefotaxima produzca un efecto sinérgico

en el tratamiento de céctel (LeFrock, Prince & Leff, 1982); por ultimo, el carbendazim, que
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inhibe varios procesos como el transporte intracelular, el mantenimiento de la forma y la
movilidad celular a través de los cilios y la accién flagelar, uniéndose completamente al
microtibulo del hongo para la inhibicion completa del crecimiento (Davidse, 1986). La
combinacion del coctel de ampicilina, cefatoxima y carbendazim revelo ser una solucion
apropiada para descontaminar B. braunii. En el anexo 1 se presenta la metodologia descrita sobre

la preparacion del coctel de antibidticos para la recuperacion de B. braunii.

Figura 4. Biomasa suspendida de B. braunii después de eliminacion de contaminantes

Produccion de biomasa y concentracion de EPS

A partir de los cultivos purificados de B. braunii se desarrollaron cultivos en reactores (4
reactores) de 500 mL con 250 mL de volumen de trabajo, cada reactor se mantuvo en agitacion

mediante la inyeccion de aire estéril (0,6vvm), ciclo de luz oscuridad de 12:12 horas y una
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radiacion constante de 110 umol m-2 s-1 durante 30 dias. De acuerdo con los resultados (figura
5), se pudo obtener hasta 0.44 g/L de biomasa de B. braunii, cabe resaltar que la concentracion de
EPS durante los 30 dias fue cercana al 10%, con un valor final de 0.0542 g/L. En comparacion
con otros estudios la productividad de B. braunii oscila entre 3 a 4 gr/L, en condiciones
favorables para su concentracion (Cabanelas et al., 2015 , Eroglu et al., 2011), pero, en un medio
modificado en nutrientes, su maxima produccion es del 0,65 g/L (Dayananda et al., 2005); es
decir, el rendimiento de biomasa se ve afectado tanto por las condiciones del medio de cultivo,
como por su cantidad de nutrientes; también cabe destacar que el rendimiento de EPS es

directamente proporcional a la cantidad de biomasa obtenida.

La materia inorganica o ceniza de microalga adquiridas de cada filtro, varian dependiendo de
Su peso seco. Segun literatura, el porcentaje Optimo de cenizas en una muestra de B. braunii
oscila entre el 22-23% (Zhu & Lee, 1994), en este estudio se alcanzando un porcentaje entre el 5-
10% de residuos inorganicos (minerales, etc.), este valor varia dependiendo de la cantidad de
muestra procesada, como de la cantidad de dichos residuos; en la figura 5 podemos apreciar los

resultados obtenidos.

0.5 0.06 . 15
-o- Biomass (g/L)
0.4+ -= EPS (mg/L)
it Fo.04
3 a e
0.2 r F-
—0.02 2
0.1
0.0+—— T ; T . 0.00

Dias

Cenizas

Figura 5. Concentracion de biomasa, EPS (izquierda) y concentracion de cenizas (derecha)
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Caracterizacion del EPS

El porcentaje de proteinas alcanzado en esta prueba fue del 20%, en comparacion con la
proporcion alcanzada por Sydney et al. (2010), siendo del 39,61+3.2%, este tipo de dato puede
variar dependiendo de la cantidad de biomasa producida por la microalga, es decir, esta biomasa
puede contener otro tipo de compuestos tales como, azucares, lipidos, pigmentos, cenizas, etc.
(Sydney et al, 2010); en una mayor proporcion y comprender un bajo porcentaje de proteinas. Por
otro lado, un estudio reciente demostr6 que la composicion de carbohidratos del EPS varia segun
el contenido de macro y micronutrientes de los medios de cultivo (Diaz & Atehortla, 2014), es
decir que, a mayor cantidad, mayor produccion de estos, como lo podemos reflejar en la figura 6,

alcanzado un porcentaje hasta del 40%.
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Figura 6. Concentracion de carbohidratos, proteinas y otros compuestos (% p/p) del EPS

Caracterizacion Fisicoquimica de EPS (FTIR)

La zona 1 se caracteriza por la presencia de alcoholes, alquinos y tramos de N-H, pero no

siempre se hallaran curvaturas representativas de estos grupos funcionales, debido a que las
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muestras tienden a variar segun su composicion. El primero de estos se identifica al tener una
forma particular de U (figura 7) (1), comparado con los resultados obtenidos por Wang (2011) y
Turu et al. (2016), se corrobora la presencia de este compuesto en el rango estipulado, ademas
también se puede dar esta existencia del compuesto por la solubilidad y absorcion de agua que se
presenta en B. braunii (Lim et al., 2005; Karbowiak et al., 2011); por otro lado, la presencia de
este también se pudo dar por la utilizacion de alcohol para la precipitacion de la muestra. El
segundo se reconoce, por tener un pico agudo y marcado, pero en este caso no se hallo en el
rango respectivo para él; por ultimo, sefialaremos a las aminas o amidas (N-H), que se
singularizan por estiramientos continuos que poseen (2) (figura 7), estos picos pueden
presentarse, pero no da la seguridad que alli se encuentren, debido a que se debe observar su
formula molecular para asegurarse de que exista un nitrogeno en su molécula (“Infrared
Spectroscopy”, 2013). En la figura 8, se pudo ratificar la presencia tanto de alcoholes, como de

tramos de N-H.

La banda de absorcion en la zona 2 va desde 3200 a 2700 cm, donde se buscé la presencia
de carbonos Sp?, Sp?, aldehidos y acidos carboxilicos. El primero de ellos se singulariza por picos
cortos (figura 7 y 8) (1), dichos resultados se contrastaron con los obtenidos por Sharma et al.
(2014), en donde los picos se presentan en la misma zona, entre 3000-2950 cm™. Respecto a Sp?,
las principales bandas de absorcion se encuentran en la regioén de 3000 a 2800 cm™ donde las
vibraciones de los enlaces C-H de los metilos se encuentran en las bandas 2956 y 2874 cm™
(Miller & Dumas, 2010), el rango mencionado anteriormente hace referencia a picos pequefios
encontrados en la figura 7 (2). Con referencia a los aldehidos y acidos carboxilicos, no se

encontraron picos correspondientes para cada uno.
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En la zona 3, se debian mostrar picos en un rango de 2092.30 cm™* que se debe a los grupos
alquinos presentes y el otro a grupos nitrilo (-CN) (Gaebler et al., 2013); pero, solo se localiz6 un

grupo funcional (figura 7) que en este caso fue el alquino.

La zona 4, posee una banda de absorcion entre los 1750 y 1720 cm™ la cual corresponde al
grupo éster (Miller & Dumas, 2010), el cual podemos confirmar en la figura 7 y 8; por otro lado,
el pico de 1637.82 cm ™ es una caracteristica de las vibraciones de flexion de una amida (Shende,
Gade y Rai, 2017), que se presenta en ambas muestras. En cuanto a los aldehidos, acidos
carboxilicos y cetonas no se localizan, estos tienen caracteristicas similares a los que, si se

hallaron, pero en los rangos donde se deberian apreciar su pico no sé encontraron.

Por Gltimo, en la zona 5 el pico entre 1680-1620 cm™ mostro la presencia de alquenos. El
estiramiento alrededor de 1600-1450 cm™ se asignd para la presencia de bencenos, su
caracteristica especial es formar 2 picos consecutivos, uno mas grande que el otro, lo cual lo hace

diferenciarse de una mejor manera (figura 7) (“Infrared Spectroscopy”, 2013).
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4.2 Método de Separacion de Biomasa

Centrifugacion y Separacion de EPS

En la separacion de células por centrifugacion (figura 9) se obtuvo un resultado desfavorable,
debido a que la biomasa no tuvo desglose 0ptimo para ser evidenciado; por otra parte, se encontro
una alta presencia de células en el medio, principalmente en la parte superior de los tubos falcon,

alli se concentrd mas cantidad de células, debido a su alto peso molecular.

Figura 9. Presencia de células en medio concentrado y escasa separacion de células por

centrifugacién

Floculacién

La floculacion en este caso no fue realizada. Segun Mera, (2015) explico que debe ser
recomendable hacer una centrifugacion previa a una floculacion, siendo este método calificado

como el mejor proceso de separacion de las microalgas cultivadas. Los resultados sefialados
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anteriormente de centrifugacion no fueron favorables de esta manera no se realizo esta técnica, si
bien esta sirve para procesar grandes volumenes en tiempos relativamente rapidos al contrario de

las muestras y los pequefios volumenes con los que se trabajaron.

Electroflotacion

Figura 10. Separacion de células por electroflotacion

n la separacién de células por electroflotacion, no fue necesario llevarlo a cabo, debido a que
en el momento de espera mientras se realizaba una muestra control, el Erlenmeyer que contenia
la muestra a procesar, se disgrego formando una capa en la parte superior de este, concentrandose

alli la mayor cantidad de células en el medio.
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4.3 Condiciones de Cultivo para Produccion de EPS

Ciclo luz-oscuridad

El cultivo mantenido a ciclo luz: oscuridad 16:8 alcanzo la mayor produccién de biomasa
siendo 0,8 g/L (figura 9 A), en confrontacién con el ciclo 12:12 que obtuvo 0,5 g/L y 24:0 con
0,6 g/L. Los resultados obtenidos por Dayananda et al. (2007) fueron de 2.0 g/L de biomasa en
16:8, ratificando asi que este ciclo cumple con las condiciones dptimas para una buena obtencion
de esta. La cantidad obtenida en g/L tanto en la muestra analizada, como en la comparada varia
dependiendo de la cantidad de muestra procesada. Por otra parte, se debe tener en cuenta que la
luz es uno de los factores mas fuertes que afecta el crecimiento y el almacenamiento de productos

de algas (Scott et al., 2010), debido a que, puede aumentar o disminuir la produccion.

Con respecto a lo figura 9 C, podemos observar que el porcentaje de EPS es directamente
proporcional a la cantidad de biomasa que obtuvimos. En el ciclo 16:8 se consiguid un porcentaje
del 12% de EPS, siendo significativo para la cantidad de muestra analizada, en comparacion con
la proporcion alcanzada por Dayananda et al. (2007) siendo del 33% en ciclo 16:8, la produccién
de EPS bajo las condiciones del ciclo fue optima. Los porcentajes obtenidos en los otros ciclos
nos indica que B. braunii puede adaptarse a diferentes condiciones para la produccion de EPS,

pero siendo unas mas eficientes que otros.
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Figura 11. Biomasa en los diferentes ciclos de luz: oscuridad. B. Porcentaje de EPS en los

diferentes ciclos de luz: oscuridad

Relacion C/N/P

Para este modelo C/N/P se disefi6 un modelo no-factorial con superficie de respuesta 32 (3

factores, 3 niveles), para determinar las condiciones éptimas de nutrientes para el crecimiento de

B. braunii y produccién de EPS; las concentraciones de nutrientes utilizadas estan descritas en la

tabla 5.



Tabla 5. Disefio de experimento no-factorial

NaNOs (mL) Na2COs(mL) K2HPO4 (mL) + KH2PO4 (mL)
13 0,200 0,033 0,140 0,140
170 0,200 0,100 0,140 0,140
8 0,280 0,060 0,100 0,100
10© 0,200 0,100 0,140 0,140
3 0,280 0,060 0,180 0,180
4 0,280 0,140 0,100 0,100
9 0,280 0,140 0,180 0,180
6 0,120 0,060 0,180 0,180
7 0,120 0,140 0,100 0,100
16 0,200 0,100 0,207 0,207
1 0,120 0,060 0,100 0,100
2 0,120 0,140 0,180 0,180
15 0,200 0,100 0,073 0,073
11 0,066 0,100 0,140 0,140
50 0,200 0,100 0,140 0,140
12 0,334 0,100 0,140 0,140
14 0,200 0,167 0,140 0,140

Los resultados obtenidos de la aplicacién del disefio de experimentos fueron ajustados
empleando modelos lineales (L) y quadraticos (Q). De acuerdo con el analisis de Pareto (figura
12%), la fuente de nitrégeno (1) y la fuente de carbono (2) son los factores que mas influyen en la
produccién de biomasa de B. braunii. Por otra parte, la superficie de respuesta obtenida (figura
12B) a partir de los resultados nos permite determinar que a concentraciones elevadas de NaNO3
de 14 mL/L (0,35 g/L) y 7 mL/L (0,14 g/L) de Na>COs es posible maximizar la produccion de
biomasa hasta valores cercanos a 1.2 g/L. Finalmente, se encontrd que el buffer fosfato (3)

evaluado en las concentraciones de este trabajo no afecta la produccién de biomasa.

Los resultados obtenidos en el rendimiento de biomasa fue 0.14 g/L segun su fuente de
carbono (Na.COz3). De acuerdo con Barajas-Solano et al., (2016) B. braunii alcanz6 una

produccion de biomasa 0.75 g/L de Na2COs, los datos antes mencionados son significativos en
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ambas investigaciones. Asimismo, Barajas, Guzman & Kafarov (2016) sostienen que al emplear
el carbonato de sodio (Na2COs) consiguieron una produccion de biomasa de 1 a 2 g/L, de esta
manera superaron la produccidn que esperaban segun los autores. Por otra parte, el efecto de la
fuente de nitrégeno, fue favorable dando como resultado 0.35 g/L de NaNOs. Bayona y Garces,
(2014) describen el uso de doble fuente de nitrogeno (KNOs y NaNOz3) y determinan que a mayor
concentracion de nitrato elevan la produccion final de biomasa. Asimismo, lo explica Rodriguez,
(2012) donde la productividad de la biomasa es directamente proporcional a la cantidad de
nutrientes presentes en el medio como en este caso nitrado de sodio, claramente esto se ve

reflejado en diagrama de Pareto (figura 102).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Biomasa (g/L)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0154888
DV: Biomasa (g/L)
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Figura 12. A. Analisis de Pareto para la produccion de biomasa. B. Superficie de respuesta

del modelo C/N/P para biomasa

Con respecto a la producciéon de EPS, las fuentes tanto de carbono como de nitrégeno
contribuyen también a la obtencion de este; en la figura 132 y 13B nos permite observar que a

concentraciones de 14 mL/L de NaNO3 (0,35 g/L) y 7 mL/L de Na2CO3 (0,14 g¢/L), se obtiene
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una productividad cercana a 0,2 g/L; segin Metzger & Largeau (2005), la produccién de EPS es
una caracteristica normal de B. braunii, y que esta sintesis no ocurre en medios deficientes en

nitrégeno; por otro lado, la fuente de fosforo no afecta significativamente el rendimiento de EPS.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: EPS (g/L)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0007846
DV: EPS (g/L)

(1)NaNO3 (mUL)(L) 3,479864

(2)Na2CO3 (mL/L)(L) 3,057814
(3)Buffer Fosfato (mL/L)(L)
1Lby2L

NaNO3 (mL/L)(Q)

2Lby3L

1Lby3L

Na2C0O3 (mUL)(Q)
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p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) A

Fitted Surface; Variable: EPS (g/L)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0007846
DV: EPS (g/L)
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Figura 13. A. Analisis de Pareto para la produccién de EPS. B. Superficie de respuesta del

modelo C/N/P para EPS
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De acuerdo con la tabla 6, y en comparacion con los resultados obtenidos, la produccion de
biomasa y EPS principalmente se debe a diferentes factores, como la composicion de su medio,
ciclos de luz: oscuridad, entre otros. El nitrégeno es uno de los nutrientes mas importante para el
crecimiento de microalgas, debido a que es el principal elemento para la sintesis de metabolitos
(Peccia et al., 2013), pero para cumplir su funcion debe estar en ciclos de luz éptimos, y
concentraciones adecuadas; referente con los estudios evaluados, el ciclo de luz: oscuridad 16:8
es unos de los méas optimos para la absorcion tanto de N como de C, por otro lado, la luz influye
permitiendo una mayor produccién de exopolisacaridos, coémo fue en B. braunii LB 572 donde
obtuvo una produccion de 1,6 g/L (Dayananda et al., 2007) de exopolisacaridos, con un ciclo de
luz 16:8 de esta manera ratificamos que la mejor condicion para el aumento de EPS y biomasa es

en este ciclo.

Los valores obtenidos, varian dependiendo de la cantidad de muestra procesada, es decir,
cuando se obtiene mas cantidad de EPS, es debido a la alta cantidad de biomasa. En las diferentes
cepas analizadas, la fuente de C puede ser agregada directamente en el medio de cultivo o ser
inyectada en ciclos al medio, pero esta ultima puede afectar el crecimiento del alga (Arbeléez,
2018), en comparacion con los resultados obtenidos, nuestra fuente tanto de nitrégeno como de
carbono, suplid las necesidades del alga para asi producir una alta cantidad de biomasa y EPS a

escala de laboratorio.

Asimismo, en la tabla 6 se observa claramente que, si existe una limitacién en la
concentracion de nutrientes, disminuye su crecimiento celular. De esta manera debe existir un
compromiso entre la tasa de crecimiento y la alta produccion de EPS que se quiere obtener y
llevar a cabo condiciones que beneficien la especie con la que se esté trabajando como en este

caso los autores sefialan que maximicen el suministro de dioxido de carbono y tener en cuenta
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que factores como el pH y la temperatura pueden afectar su produccién (Delattre et al, 2016).
Mahesh et al, (2019) informo que la produccion de EPS en Scendesmus sp aumentd durante el
inicio donde fueron puestas las condiciones de nitrogeno, a su vez la tabla 6 refleja la variabilidad
de fuentes tanto de carbono y nitrogeno que suelen ser usadas en investigaciones y diferentes

especies siendo pilares esenciales para llevar a cabo el estudio que se desee realizar.



Tabla 6. Produccién de biomasa y EPS a partir de diferentes cepas
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Cepa Fuente de carbono | Fuente de nitrogeno | Ciclo luz: Biomasa EPS Referencia
(g/L) (o/L) oscuridad (o/L)
Scenedesmus sp. Glucosa 10 Nitrato 0,6 - 3.46 - Ren et al. (2013)
Chlorella sp. CO; - NaNO3 - 16:8 2.76 1.46 g/L | Cheirsilp et al. (2016)
Achnanthes - - NaNOs3 - 16:8 - 0.035g/L | Guerrini et al. (2000)
brevipes
B. braunii Na,COs 0.02 NaNOs3 1.5 16:8 2.0 1.6 g/L Dayananda et al.
(LB572) (2007)
B.braunii (SAG CO2 - KNOs3 - 16:8 1,2 32% Thomson, 1. (2006)
30.81)
Cylindrotheca CO2 - KNOs3 - 12:12 - 0.042 g/L Alcoverro et al.
closterium (2000)
B. braunii CO2 - KNOs3 0,4 18:6 54 3,3g/L Gouveia et al. (2017)
B. braunii glucosa 2,5 KNOs3 0,4 16:8 4,55 29,7% Zhang et al. (2011)
B. braunii Na.COs 7 NaNOs 14 16:8 1,187 0,18 g/L Este estudio
Scenedesmus sp COz - NaNO3 0.02 - 0.122 g/L | Sivaramakrishnan et
al. (2020)
B. braunii CO2 - KNOs3 0.05 16:8 0.65 - Dayananda et al.
(2005)
B. braunii COz - KNOs 0.4 18:6 0.18 - Gouveia et al. (2017)
(AC768)
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Por altimo, a partir de los resultados se pudo obtener una ecuacién cuadratica para mejorar la
produccién de EPS y biomasa. De acuerdo con las ecuaciones 1 y 2, donde X es la fuente de
nitrogeno y Y es la fuente de carbono, se espera obtener una produccion de biomasa hasta del

1,187 g/L y de EPS de 0,18 g/L (tabla 7).

Tabla 7. Ecuaciones para produccion de biomasa y EPS

Ecuacion 1 (Biomasa) X Y Z
(mL/L) | (mL/L) | (g/L)

2=,0364415952081+,071558234901923*x-
,0061063271103897*x%+,058943367961306*y- 14 7 1,187
,014871737012987*y*+,0073591874999999*x*y+,0074488
750000001*7,*x+,012179625*7,*y

-,38603351

Ecuacion 2 (EPS)

2=,1251656568866+,002577787472466*X-
,00075212132203734*x2-,0063147514988839*y- 14 7 0,18
,0023549138595779*y?*+,0018061671875*x*y+,001434535
9375*7,*x+,003345034375*7,* y-,15063569
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5. Conclusiones

Se determin6 que el coctel de antibidticos (ampicilina, cefatoxima, carbendazim) actud
efectivamente frente a la contaminacion que se produjo en B. Braunii, logrando eliminar y

reducir el hongo u levadura que estuvo recubriendo la microalga.

Las condiciones de cultivo de Botryococcus braunii con mayor rendimiento fue el ciclo luz:
oscuridad 16:8 donde se alcanz6 una produccion de biomasa de 0.8 g/L y un porcentaje de EPS

del 12 % siendo un valor favorable y significativo para la cantidad de muestra analizada.

Se analiz6 la relacion de C/N/P con respecto a la produccién de EPS, las dos fuentes mas
significativas fueron C/N dando como resultados 0.35 g/L de NaNO3z y 0.14 g/L de Na;COs3, estas
fuentes logran elevar sustancialmente la producciéon de biomasa; sobre la fuente de fosfato su

cantidad no afecta el rendimiento de EPS.

Se demostrd que, en cuanto a los métodos de separacion, no fue necesario llevarlos a cabo en
su totalidad ya que con una muestra control se obtuvo una capa superior con una gran

concentracion de células en el medio.

Se identificaron diferentes grupos funcionales en la composicion de EPS por espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), en diferentes zonas se hallo la presencia de
alcoholes, alquinos, amida y bencenos acorde a los rangos establecidos por la metodologia de

este.
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6. Recomendaciones

Se debe evaluar la mejor condicion de cultivo para su maxima produccion, dependiendo el

metabolito de interés a producir.

B. braunii, se debe mantener en un medio con antibi6tico para evitar contaminacion, debido a
que su cultivo es muy susceptible a esto. En el anexo 1 se encuentran establecidos los calculos

para realizar el coctel de antibidtico dependiendo los mL o L de cultivo a realizar.
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Anexo 1. Método para eliminacion de bacterias y hongos (Modificado de Mustapa et al,

2016)

Las cantidades descritas de antibioticos son para 500mL de medio Bold Basal.

1. Se preparo medio Bold Basal siguiendo los protocolos establecidos por el laboratorio

INNOValgae.

2. Se tomaron 20 tubos Falcon de 50mL, los cuales fueron auto-clavados junto con el medio

preparado.
3. Los antibioticos utilizados en este coctel fueron ampicilina, cefotaxima y carbendazim. La

dosis de cada uno se calcul6 de la siguiente de manera:

Ampicilina
?lill]p,gx ¥ 500mL = 350mg/mlL
Cefotaxima
Elill]p,gx ¥ 500mL = 100mg/mlL

Carbendazim

0,1ug x ¥ 500mL = 0,05mg/mL

1000wy
4. En cabina de flujo laminar, al medio ya preparado se le agregaron las dosis establecidas
anteriormente.

5. Finalmente, en los 20 tubos Falcon se afadieron 25mL del medio con antibiético.

Nota: La concentracion del inoculo celular dependera del nivel de contaminacién presente en

la muestra.



