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RESUMEN

La pared celular de las microalgas es una barrera necesaria para su supervivencia en
entornos acuaticos. Desafortunadamente, esta barrera afecta ciertos procesos de interés
biotecnolégico como la extraccion de aceites, por lo tanto, el proceso de recuperacion de
lipidos es un proceso critico. El principal componente de la membrana de los cloroplastos
en las plantas superiores y en las algas verde-azules son los galactolipidos, de los cuales
el monogalactosil-diacilglicerol (MGDG) y el digalactosil-diacilglicerol (DGDG) son los
mas predominantes especificamente. En esta investigacion, se empled la técnica de
Langmuir para preparar monocapas de MGDG, DGDG y MGDG:DGDG 2:1 (p/p) yal
evaluar la capacidad del péptido litico melitina de insertarse y perturbarlas, los resultados
mostraron que la melitina tiene la propiedad intrinseca de interactuar y perturbar
monocapas interfaciales que simulen la pared celular de las microalgas, por lo tanto, se
puede proponer a este péptido como un pretratamiento bioldgico alternativo a los
actualmente reportados para la extraccion eficiente de aceites. A partir de la dosis minima
del péptido con la cual se presentd dicho efecto, se analizé la actividad litica del
tratamiento con la melitina sobre la microalga N. oleoabundans obteniendo un incremento
en la cantidad de lipidos extraidos mediante el rompimiento celular mostrandose un
incremento del doble en el % w/w de lipidos con respecto al control. Afirmando que la
melitina tiene un efecto de disrupcion celular sobre la microalga empleada en esta

investigacion.
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ABSTRACT

The cell wall of the microalgae is a necessary barrier for its survival in aquatic
environments. Unfortunately, this barrier affects certain processes of biotechnological
interest such as oil extraction, therefore, the process of lipid recovery is a critical process.
The main component of chloroplast membranes in higher plants and in blue-green algae
are galactolipids, of which monogalactosyl-diacylglycerol (MGDG) and digalactosyl-
diacylglycerol (DGDG) are the most predominant specifically. In this investigation, the
Langmuir technique was used to prepare monolayers of MGDG, DGDG and MGDG:
DGDG 2: 1 (w/ w) and when evaluating the ability of melittin lytic peptide to insert and
disturb them, the results showed that melittin has the intrinsic property of interacting and
disturbing interfacial monolayers that simulate the cell wall of microalgae, therefore, can
be proposed to this peptide as an alternative biological pretreatment to those currently
reported for the efficient extraction of oils. From the minimum dose of the peptide with
which this effect was presented, the lytic activity of the treatment with melittin was
analyzed on the microalga N. oleoabundans obtaining an increase in the amount of lipids
extracted by the cellular breakup showing an increase of two-fold % w / w with respect to
the control. Affirming that melittin has a cellular disruption effect on the microalgae used

in this investigation

11



INTRODUCCION

Las microalgas se han convertido en una de las alternativas mas prometedoras para la
problematica actual de los biocombustibles, esto es debido a que acumulan en sus células,
grandes proporciones de lipidos y generan altos rendimientos de biomasa. A diferencia de
los cultivos vegetales productores de aceites biocombustibles, estos microrganismos se
pueden cultivar en pequefios espacios de tierras no-agricolas, ya sea en agua dulce o salada
y con minimos requerimientos nutricionales para crecer (Nigam y Shing 2011). Una de
las principales limitantes para la competitividad econémica de los biocombustibles a partir
de microalgas es la incapacidad de sus células para excretar los lipidos que tipicamente se
encuentran encapsulados dentro de granulos intracelulares, motivo por el cual la
tecnologia utilizada deberd implicar el rompimiento de las estructuras de membrana y
pared celular para la liberacion del producto de interés, dicha etapa reviste uno de los
eventos mas criticos y costosos del proceso, lo cual le impide competir exitosamente en

el mercado con los demads tipos de combustibles.

Los métodos convencionales de recuperacion de lipidos son métodos fisicos, quimicos y
biologicos (Zhu et al. 2017). Sin embargo, todos estos métodos son costosos, poco
eficientes y requieren de mucha energia, lo cual hacen que el proceso de produccion de
biodiesel con las microalgas como materia prima no sea factible. Como un método alterno
se propone la melitina, la cual es el principal componente activo del veneno de la abeja,
un péptido litico ampliamente estudiado para el seguimiento de los mecanismos de
formacion de poros e interacciones lipido-proteina en las membranas, posee una alta
actividad antiviral y antimicrobiana, ademas de propiedades citotoxicas sobre células de
mamiferos. (Asthana et al. 2004; Hyun-Ji et al. 2013; Khatun y Mukhopadhyay 2013). A
pesar de que se ha reportado la actividad del péptido contra diversos tipos de células, atin
no se tienen reportes del efecto de este en las microalgas, por lo tanto, con esta
investigacion se pretendia evaluar el efecto litico del péptido melitina sobre la cantidad de
lipidos neutros recuperados de la microalga Neochloris oleoabundans UTEX 1185 bajo
diferentes condiciones de cultivo que fueron concentraciéon de nitratos y fosfatos y

temperatura.
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JUSTIFICACION

En el proceso de produccion de biocombustibles de tercera generacion, la recuperacion de
los lipidos es un proceso critico debido a que representa de un 20 a 75 % del costo total
de produccidn, esto es debido a que la pared celular imposibilita la recuperacion de dichos
lipidos. Una alternativa para esta problematica es el uso de un método de disrupcion
celular. Existen distintos métodos para alterar o romper la pared celular de las microalgas,
pero todas estas requieren de energia adicional o son muy costosas. La melitina es un
péptido altamente litico para cualquier tipo de célula, sin embargo, no se habia reportado
su efecto en microalgas; el costo del péptido es relativamente bajo, por lo tanto, cumple
la funcion de un pretratamiento para mejorar la eficiencia de la difusion del solvente al

interior de la célula.
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HIPOTESIS

El pretratamiento de disrupcion celular mediante el péptido litico melitina mejora el
rendimiento del proceso de extraccion de lipidos de cultivos de microalgas de la cepa

Neochloris oleoabundans.
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OBJETIVO DEL TRABAJO

OBJETIVO GENERAL:

Potenciar la extraccion de lipidos de la microalga Neochloris oleoabundans mediante el

rompimiento celular con el péptido melitina.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Preparar monocapas que simulen la pared celular de las microalgas y analizar la
capacidad de la melitina para insertarse en ellas.

Cultivar la cepa Neochloris oleoabundans bajo diferentes condiciones
nutrimentales.

Evaluar el efecto del pretratamiento sobre la microalga Neochloris oleoabundans
aplicando la concentracion maxima de melitina obtenida de la capacidad de la
melitina para insertarse en las monocapas.

Comparar el posible incremento lipidico en la extraccion por solventes en ausencia
y presencia del pretratamiento.

Corroborar el efecto a nivel celular de la melitina como método de disrupcion

celular sobre la microalga Neochloris oleoabundans.
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ANTECEDENTES

1. Biocombustibles

1.1.Definicion y tipos de biocombustibles
El término biocombustible es referido a los combustibles sdlidos, liquidos o gaseosos que
son producidos por fuentes renovables. La gran diferencia entre los biocombustibles y los
combustibles de petroleo es el contenido de oxigeno; ademas de que los primeros no son
contaminantes, son sustentables y son confiables para obtener de fuentes o recursos
renovables. Existe una clasificacion de los biocombustibles de acuerdo con la fuente
donde son obtenidos, la primera categoria la componen los biocombustibles de primera
generacion, los cuales son realizados de fuentes vegetales que son usadas para alimento,
por ejemplo, cultivos de cafia de azlcar y aceites vegetales. La segunda categoria la
conforman los biocombustibles de segunda generacion, en donde los biocombustibles se
obtienen de cultivos no destinados para la industria alimenticia. Finalmente, los
combustibles de tercera generacion, en los cuales la fuente de materia prima son las
microalgas. La viabilidad de los biocombustibles depende en gran parte del cultivo a partir
del cual provienen y la tecnologia a partir de la cual se obtuvieron. Por ejemplo, los
obtenidos a partir de biomasa renovable: aceites vegetales (de girasol, colza, soja o palma),
aceites usados (de fritura) (Zhang 2003), grasas animales y aceites de microalgas

(Fernandez et al. 2012).

1.2.Importancia del biocombustible.

Desde el inicio del siglo XXI los biocombustibles han adquirido interés a nivel mundial,
la crisis de los recursos petroliferos ha sido el motor para la busqueda de nuevas fuentes
de energia, en este contexto se desarrollo el biodiesel como un biocombustible alternativo.
Una de las principales razones para desarrollar los biocombustibles es el obtener una
mayor seguridad energética, lo que significa una disminucion de las importaciones de
combustibles fosiles y ahorro en divisas esto es debido a que a medida que el precio del

petréleo incrementa, los biocombustibles son mas competitivos. (Sims et al. 2006) Los
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biocombustibles liquidos son importantes para el futuro porque tienen la capacidad de

remplazar a los combustibles fosiles.

1.3. Situacion de los biocombustibles en México.

La respuesta de México a la era de los biocombustibles es un tanto tardia, su participacion
responde prioritariamente a las tendencias internacionales mas que a una propia politica
nacional, esta participacion se inicia apenas en el 2007 con la aprobacion de la Ley de
Promocion y Desarrollo de los Bioenergéticos (DOF 2008), la politica de esta ley es parte
de la estrategia nacional para reducir la emision de GEI y al problema de financiacion para
la produccion de petroleo aunado a la baja en sus reservas nacionales, tiene como objetivo
promover la produccion de insumos para bioenergéticos a partir de las actividades
agropecuarias, forestales, algas, procesos biotecnoldgicos y enzimaticos del campo
mexicano, por lo tanto, el desarrollar nuevas tecnologias o mejorar las existentes es una

gran oportunidad la investigacion.

2.Biocombustibles a partir de microalgas

Los biocombustibles de tercera generaciéon son llamados también biocombustibles
avanzados debido a las materias primas y a los procesos tecnologicos utilizados para su
produccion, la materia prima de los combustibles de tercera generacion son las microalgas.
Estas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos unicelulares
procariotas (cianobacterias) y eucariotas, capaces de convertir la energia solar en energia
quimica a través de la fotosintesis, estas se localizan en diversos ambientes bajo un amplio
rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes (Amaya y Sarmiento 2010).
Estos microorganismos prometen una gran produccion de biodiesel por unidad de area
debido a su alto contenido de lipidos, el cual supera a todas las fuentes de biodiesel
utilizadas en la actualidad (Tabla 1). En contraste con otras fuentes de materia prima para
la produccion de biocombustibles, los biocombustibles a base de microalgas tienen
numerosas ventajas, entre las que destaca que estos biocombustibles de tercera generacion
no tienen un impacto en el suministro de alimentos, al contrario de la primera generacion
de fuentes biocombustibles de aceite comestible como la soya, la palma y canola

(Ramluckan et al. 2014). Ademas de que pueden ser cultivadas en cualquier tierra
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disponible, agua o solucion salina, incluso en agua residual de manera que no afecta el
uso del suelo para otros propdsitos mientras que fuentes no comestibles de segunda
generacion, como la jatropha, requieren grandes cantidades de tierra cultivable
(Ramluckan et al. 2014), y su cultivo no requiere el uso de herbicidas o pesticidas
(Pefiarranda et al. 2013). La biotecnologia de microalgas se inicia formalmente cuando
en los afios 50, cientificos alemanes comenzaron a cultivar microalgas en forma masiva
para obtener lipidos y proteinas, reemplazando a las proteinas animal y vegetal
convencionales para consumo directo del ganado y del hombre. Durante el periodo 1955-
1970 se realizaron avances en la tecnologia del cultivo de algas y se ampliaron los
objetivos de su utilizacion (Belay 1997). Desde el afio 2008 los investigadores en la
Swinburne University of Technology en Sarawak, Malasia, extrajeron lipidos (aceites) de
microalgas del género Chlorella, que fueron usados como precursores para la produccion

de biocombustibles (Swinburne Sarawak Research & Consultancy Office, 2010).

Tabla 1.Aceite producido por diferentes cultivos. (Chisti 2007)

Especie Ac(eite prodlxcido
gal/Ha.afio)
Microalgas 2000-8000
Palma de aceite 256
Coco 116
Jatropha 83
Canola 51
Mani 45
Girasol 41
Cércamo 33
Soya 19
Maiz 7

2.1. Tipos de lipidos producidos por microalgas.

Debido a que los lipidos son el componente de las microalgas de donde se produce el
biocombustible, es de gran importancia conocer la naturaleza de estos. Los 4cidos grasos
consisten en un grupo carboxilico hidrofilico unido a una cadena hidrofobica de
hidrocarburos, debido a esta dualidad se les clasifica como anfipaticos. Los 4cidos grasos

son constituyentes de moléculas lipidicas y se les denomina en base a sus dos importantes
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caracteristicas que son: numero total de 4&tomos de carbono y el tipo de enlace (doble o
sencillo) en su cadena. Los acidos grasos saturados son de enlace sencillo, mientras que
los insaturados son de enlace doble. Cuando el extremo carboxilo de la molécula de acido
graso se une a una cabeza polar sin carga, se forma un lipido neutro. Por otro lado, cuando
la asociacion de dicho extremo se une a un grupo con carga, se forma una molécula de
lipido polar. Los lipidos se pueden definir como moléculas bioldgicas que son solubles en
solventes organicos y la mayoria de ellos contienen acidos grasos. Dichos lipidos se
pueden clasificar en dos categorias basadas en la polaridad del grupo que esté en la cabeza,
las cuales son: lipidos neutros que son los acilgliceroles y acidos grasos libres, y lipidos
polares que se subcategorizan en fosfolipidos y glicolipidos (Halim et al. 2012).

Los lipidos neutros en las células de las microalgas son usados principalmente como
almacenamiento de energia, mientras que los lipidos polares forman la bicapa de la
membrana. Los acilgliceroles consisten en acidos grasos unidos por un enlace éster a un
glicerol y son categorizados de acuerdo con su nimero de 4cidos grasos en
triacilglicéridos, di acilglicéridos y monos acilglicéridos.

En las microalgas, los principales componentes de la fraccion lipidica son
triacilgliceroles, acidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, glucolipidos y
fosfolipidos. La composicion de acidos grasos de las microalgas cominmente incluye
moléculas lineales de 12 a 22 dtomos de carbono en nimero par, saturadas e insaturadas,
donde la posicion y el nimero de enlaces dobles (1 a 6) es variable. Los 4cidos grasos que
van desde C16 a C18 son los mas frecuentes, no obstante moléculas de cadena media
(C10, C12, C14) o moléculas demasiado largas (> C20) predominan en algunas especies
(HU Qiang et al. 2008). La composicion del perfil de acidos grasos extraidos por las
diferentes especies de microalgas es afectada por el ciclo de vida de la especie, asi como
sus condiciones de cultivo, composicion del medio, temperatura, intensidad luminica. Por
ejemplo, las microalgas cultivadas durante su fase estacionaria tienen menos lipidos

polares comparado con los lipidos obtenidos durante la fase logaritmica (Halim et al.
2012)
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2.2. Proceso de produccion de biodiesel

El proceso de produccion de biodiesel esta conformado en términos generales por las
etapas de cultivo de microalgas, cosecha, secado, extraccion lipidica y transesterificacion
(Figura 1). Las microalgas pueden cultivarse de dos maneras: de forma abierta o en
sistemas cerrados. Los cultivos abiertos comprenden sistemas naturales (lagos, lagunas,
estanques), artificiales, de superficie inclinada y estanques tipo circuito ‘Raceway ponds’,
en este tipo de sistemas, las microalgas crecen en el entorno en donde los pardmetros de
cultivo (temperatura y la intensidad de la luz) dependen de las condiciones
meteorologicas, las microalgas cultivadas en un sistema de este tipo a menudo sufren de
tasas de crecimiento imprecisas y son mas susceptibles a la contaminacion por la invasion

de especies locales (Figura 2).

Luz Nutrientes s
acidos grasos
= i ¥ libres
Cultivo de Cosecha >| Secado Lo >|Transerificacion)
Microalgas y Extraccion de aceite
\
Aj:a coz\ Reciclaje d ooy B‘°\|‘;‘ .
Ciclaje de proteinas ese
la Cosecha
Hidrlisls Fermentacion [—>| Destilacion
del almidén

v

Bioetanol

Figura 1. Proceso integrado de produccion de biodiesel y bioetanol a partir de microalgas. (Garibay et al.
2009)
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Figura 2.Sistemas para produccion de microalgas. (a) Sistema tipo ‘circuito’: tipo de sistema con paletas

giratorias para la circulacion del agua. (b) Fotobiorreactor tubular.

En lo que respecta al cultivo de microalgas en sistemas cerrados se pueden tener las
condiciones de cultivo controladas, ademas la ventaja de que estos sistemas proporcionan
proteccion contra la contaminacion o invasion de especies locales, a pesar de esto, los
sistemas cerrados no son preferidos por el inconveniente de su alto costo de operacion

(Halim et al. 2012).

2.3 Condiciones que propician el incremento en la produccion de lipidos en las
microalgas.

El medio de cultivo para las microalgas debe contener todos los elementos constituyentes
de la célula como lo son el nitrogeno (N), el fosforo (P), el hierro (Fe) y algunos metales
traza (Berberoglu et al. 2009), sin embargo, para la produccion de biodiesel a partir de
microalgas es también importante considerar que se puede optimizar el proceso mediante
un aumento en la cantidad de la produccion de lipidos ya que estas responden a estimulos

estresantes.



2.3.1 Limitacion de nutrientes.

El crecimiento de las microalgas y la composicion lipidica son afectados por la
disponibilidad de nutrientes, el caso comiinmente reportado es el déficit de nutrientes (Lin
et al. 2012), esto es debido a que bajo dichas condiciones la tasa de division celular es
reducida pero la biosintesis de dcidos grasos se mantiene en ciertas especies siempre y
cuando se tenga suficiente luz y CO; para que se realice la fotosintesis.

Bajo condiciones normales de cultivo las microalgas presentan un contenido de lipidos
que varia entre el 20 y 50% de su peso seco, sin embargo, cuando se someten a situaciones
de estrés, frecuentemente incrementan su fraccion lipidica. Aun cuando bajo condiciones
de estrés algunas microalgas pueden alcanzar contenidos de lipidos superiores al 40 %, la
calidad del biodiesel es considerablemente afectada por la composicion de los acidos
grasos de los lipidos (Knothe 2008). Se ha reportado en estudios de determinaciones
lipidicas de especies como Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Resultando mas productiva la
cepa Chlorella sp. con un valor maximo de 37% PS para los estimulos estresantes
aplicados que fueron déficit de nitrégeno e incremento de fierro, este valor es seguido por
la cepa de Scenedesmus sp. con 18%. (Junda et al. 2012). Al usar aire enriquecido con
CO2 en valores cercanos al 2% la cantidad de lipidos que puede producir microalgas como
Scenedesmus, Chlorella o Nannochloropsis pueden incrementarse hasta 12, 8 6 5 veces,
respectivamente (Chen et al. 2011). Al igual que el nitrégeno, hay reportes de mayores
acumulaciones de lipidos con una limitacion de fésforo (Dean et al. 2010).

El nitrogeno es el macronutriente mas importante para las microalgas, este influye en el
metabolismo lipidico y en el crecimiento (Sharma et al. 2012). Mientras que el fosforo
influye significativamente en la transferencia de energia y la transduccion de sefiales
mediadas en los procesos metabolicos celulares, fotosintesis y respiracion. La limitacion
de fosforo causa defectos en la division celular ademas perjudica la sintesis de

fosfolipidos, lo cual promueve la sintesis de triacilglicéridos (Deng et al. 2011)
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2.3.2 Intensidad luminica y temperatura

La luz es un factor elemental para la sobrevivencia y crecimiento de organismos
autotrofos. En el caso particular de las microalgas, pueden crecer bajo diferentes
intensidades de luz y muestran alteraciones notables en su composicion y fotosintesis
debido a este factor (Hu et al. 2008). El metabolismo lipidico es modulado bajo la
influencia de las diferentes intensidades de luz, esto conduce a una alteracion del perfil
lipidico. A intensidades de luz bajas se induce la generacion de lipidos polares de
membrana unidos al cloroplasto, mientras que a intensidades de luz altas el contenido total
de lipidos polares decrece con un incremento en los lipidos neutros, principalmente
triacilglicéridos (Sharma et al. 2012). Tal es el caso de Chlorella sp. y Monoraphidium
sp. en donde se aplicaron altas intensidades luminicas y se incrementd tres veces la
cantidad de lipidos comparado con intensidad de luz baja (He et al. 2015).

Ademéas de la intensidad luminica, otro factor importante en lo que respecta a la luz son
los ciclos de luz y oscuridad, los cuales se les llama fotoperiodos, tal es el caso de
Dunaliella viridis en la cual con un fotoperiodo de luz y oscuridad se incrementd el
contenido total de lipidos (Gordillo et al. 1998).

En lo que respecta a la temperatura, las microalgas tienen la capacidad de sobrevivir y
crecer en un amplio rango de temperaturas, desde 15°C a 40°C. Dicho factor tiene gran
influencia en la composicion de los acidos grasos especificamente en la saturacion de los
lipidos de membrana, esto lo hace la célula para adaptarse a cambios en el ambiente debido
al cambio de temperatura. En la mayoria de las especies de microalgas, la insaturacion de
los 4cidos grasos incrementa cuando decrece la temperatura, entonces cuando se manejan
altas temperaturas se incrementan las saturaciones de los acidos grasos. Un estudio en
donde se someti6 a Monoraphidium sp. SB2 a un crecimiento con 32°C mostré un
incremento en el contenido lipidico (L. F. Wu et al. 2013) lo cual puede confirmar lo

anteriormente mencionado.
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2.4. Neochloris oleoabundans

Neochloris oleoabundans también conocida como Ettila oleoabundans es una clorofita
oleaginosa de agua dulce perteneciente a la clase Chlorophyceae y a la familia
Chlorococcaceae. Fue aislada por primera vez del desierto en Arabia Saudita de un
ambiente arido en donde el acceso al agua es siempre un reto. En términos de formas de
crecimiento, esta microalga tiene la capacidad de crecer bajo condiciones fototréficas,
heterotréficas o mixotréficas (Morales-Sanchez et al. 2014).

La reproduccion de esta microalga es llevada a cabo mediante zoosporas (da Silva et al.
2009). Su forma celular es generalmente esférica y mide de 3-4pm de didmetro, pero esto
puede cambiar de acuerdo a las condiciones de cultivo o la fase de crecimiento
(Baldisserotto et al. 2014; Giovanardi et al. 2014). (Davis et al. 2012) indica que el tamafio
promedio del didmetro celular incrementa a 5.2 pm cuando se utilizan concentraciones
bajas de nitratos en el medio de cultivo.

Hay muchas evidencias del valor nutricional de esta especie para su empleo en acuicultura.
Sin embargo, el reciente interés que ha adquirido esta especie se relaciona con la obtencion
de bioenergia, concretamente de biodiesel, y se debe a su capacidad para almacenar
elevadas cantidades de aceite. En condiciones estandar de crecimiento, N. oleoabundans
contiene alrededor de 30% de lipidos respecto a su peso seco. No obstante, bajo
determinadas condiciones de cultivo puede llegar a acumular hasta un 54% de lipidos en
su citoplasma, de los que el 80% estan como triglicéridos (Tornabene et al. 1983). Por
otro lado, N. oleoabundans muestra un elevado contenido en acidos grasos saturados de
16-20 carbonos en su perfil lipidico, tal como es requerido para la conversion a biodiesel,
lo que la convierte en una de las especies de microalgas méas adecuadas para este fin.

La privacion de nitrégeno en el medio es la condicion de estrés mas comun en todas las
especies de microalgas, incluida N. oleoabundans (Baldisserotto et al. 2014), sin embargo,
la luz también es uno de los factores limitantes mas importantes para el cultivo de
microalgas. A pesar de que estas se adaptan a diferentes intensidades, se ha reportado que
se recomienda una intensidad luminica de 200 pmol m* s™! para esta microalga (X. Sun et
al. 2014). Ademas de los nutrientes y la intensidad luminica, otro factor importante es la
temperatura, de hecho, se menciona por (Y. Yang et al. 2013) que la temperatura es un

factor mas significativo en comparacion a la intensidad luminica para esta microalga, ya
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que la temperatura afecta a en el consumo de nutrientes, 6sea la microalga tiende a
consumir mas nitratos a altas temperaturas. En estudios anteriores realizados por (B. Wang

y Lan 2011) se concluyd que un rango de 25-30° proveia un 6ptimo crecimiento.

2.5. Problematica en procesos de extraccion de lipidos de microalgas.

La produccion de biodiesel a partir de los lipidos extraidos de microalgas ha sido
considerada como una prometedora y potencial fuente de combustible renovable que
podria sustituir a los combustibles fosiles (Ramluckan et al. 2014). Sin embargo, este
enfoque todavia no se comercializa debido a altos costos de los procesos que estan
asociados con el tiempo y/o secado intensivo de energia, y los procesos de extraccion de
lipidos (Taher Al-Zuhair et.al. 2014) debido a que las microalgas no secretan los lipidos
producidos. Dicho proceso de recuperacion de los lipidos es considerado uno de los mas
costosos, abarcando desde un 20-75 % del costo total de producir el biocombustible
(Uduman et al. 2010), el cual en estudios anteriores se ha reportado que ronda los $11.57
dolares por galon(A. Sun et al. 2011), lo cual no resulta ser competitivo con los
combustibles basados en petroleo que ronda los $ 3.00 dolares por galon (EIA, USA
2018).

El principal problema a la hora de realizar la extraccion del aceite de las microalgas es el
rompimiento de la pared celular, puesto que algunas especies como por ejemplo
Botryoccocus braunii, poseen una matriz celular compleja, otras como las diatomeas,
poseen frustulas de hidratos de silice, las cuales las protegen. Por tanto, la ruptura celular
es particularmente compleja, debido a la diferencia que existe a nivel de composicion de
pared celular entre los diferentes géneros de microalgas (Richmond 2004). Pese a las
dificultades que se puedan presentar, el método de disrupcion celular es de gran
importancia en la obtencion de los productos intracelulares de los microorganismos, y es
clave para aumentar la eficiencia en la extraccion de lipidos, puesto que, al romper la
estructura celular, mas lipidos almacenados dentro de las células pueden ser liberados
favoreciendo el contacto de estos con el solvente organico (Lee et al. 2009).

Hace algunos afios se empezaron los estudios de la etapa de extraccion del aceite de las

microalgas para su posterior transformacion en biodiesel (Chisti Y. 2007) debido a la
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importancia de esta etapa en la eficiencia y los costos globales del proceso, los
investigadores de varios paises empezaron a evaluar los diferentes métodos en funcion de

la composicion de la pared celular de la microalga que se va a someter a extraccion.

2.6.Pared celular de microalgas

Las microalgas guardan sus valiosos componentes dentro de la célula detras de una
resistente y gruesa pared celular, que para removerla es necesario el uso de tecnologia que
implica el uso de energia o pasos que incluyen el uso de solventes. Dicha barrera fisica se
encuentra poco entendida aun debido a que existen grandes discrepancias en su estructura
y/o composicion entre las familias y géneros o especies debido a la gran diversidad de este
tipo de microorganismo, ya sea su fenotipo o etapa del ciclo de vida (Baudelet et al. 2017).
Existen diferentes reportes en donde mencionan la composicion de la pared celular de las
algas pertenecientes a la familia Chlorococcaceae en los cuales se menciona que dichas
paredes son ricas en galactosa, glucosa y ramnosa, en algunas otras la manosa y glucosa
son los carbohidratos principales y con significativas cantidades de glucosamina.
(Blumreisinger et al. 1983).

La pared celular en la microalga N. oleoabundans segun (Rashidi y Trindade 2018) esta
compuesta de carbohidratos en 24.3%, proteinas 31.5%, lipidos 22.2% y de 7.8% de
material inorganico, lo cual coincide con la pared celular de las plantas terrestres en donde
los carbohidratos son el principal componente. Dentro del porcentaje de carbohidratos
mencionado se encuentran polisacaridos compuestos esencialmente de ramnosa, galactosa
acido glucuronico y glucosamina. En lo que respecta a la morfologia celular, la pared
celular tiene un grosor de aproximadamente 200 nm y consiste en dos capas y una de ellas
es posiblemente rica en carbohidratos. La informacion con la que se cuenta actualmente
resulta de mucha utilidad para entender la complejidad de la pared celular y como influye

en el proceso de la obtencion de sus contenidos intracelulares.
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2.7.Disrupcion celular y extraccion de lipidos de microalgas

Hay varias formas en que disrupcion se puede lograr, con base en la accion mecanica,
como homogeneizadores, molinos de grano y ultrasonidos, o la accidn no mecanica, por
ejemplo, congelacion, hidrolisis y shock osmotico, pero como ya se ha mencionado,

todas estas formas implican dificultades técnicas o econdmicas.

2.7.1. Métodos fisicos

La destruccion mecanica como herramienta de extraccion de componentes de microalgas,
abarca varias clases de dispositivos mecéanicos como homogeneizadores celulares,
molinos de bolas, sistemas de prensado (Lee et al. 2009). En un estudio se evaluaron varios
sistemas de destruccion mecanica para la extraccion de lipidos de la microalga
Botrycoccus braunii concluyendo que el mayor porcentaje de extraccion de aceite se
obtuvo al utilizar un molino de bolas con esferas cristal de 1 mm. durante un minuto. A
pesar de que la disrupcion mecénica generalmente provee altos rendimientos de
recuperacion con un buen control y escalabilidad, poseen la desventaja de la dificultad
para la recuperacion del aceite extraido, adicionalmente, al ser una técnica que destruye
mediante impactos la pared celular, libera ademas de los lipidos, otras sustancias presentes
dentro de la célula, todo esto hace que esta clase de métodos sean utilizados en
combinacidén con métodos de solventes quimicos.

El método de extraccidon mas comuin ha sido por muchos afos el método de solventes
quimicos para obtener lipidos de células animales y vegetales; este método también se
utiliza para la extraccion de lipidos de microalgas, una gran variedad de solventes
organicos suelen ser utilizados en la extraccion de aceite de microalgas, siendo los mas
populares el hexano y el etanol, mediante una mezcla hexano-etanol, es posible extraer
mas del 98% de los acidos grasos presentes en la biomasa (Richmond et al. 2004), sin
embargo, al ser el etanol un buen solvente de extraccion, su selectividad hacia los lipidos
es relativamente baja comparada con otros solventes, por lo que en extracciones con
etanol, pueden aparecer otros componentes de las microalgas como azlicares, pigmentos

0 aminoacidos.
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2.7.2. Métodos no-mecanicos

En este tipo de disrupcion se utilizan métodos basados en materiales quimicos o bioldgicos
que interactian con la pared celular o la membrana para dejar pasar los componentes
intracelulares en el medio (Dong et al. 2016). Estos métodos aparentemente no necesitan
de un consumo de energia excesiva como los mecanicos, sin embargo, el efecto de estos
métodos tiene relacion entre la dosis y el tipo de materiales, lo cual pudiera generar un
impacto econdomico.

En la disrupcion quimica varios materiales han sido probados como acidos, solventes,
sales, nanoparticulas y surfactantes. La selectividad, sustentabilidad y la eficiencia de
estos compuestos dependera totalmente de la estructura y composicion de la pared celular
de la microalga (Lee et al. 2017).

La disrupcion celular también puede llevarse a cabo por métodos biologicos, los cuales
involucran lisis enzimaticas o tratamientos alguicidas. Las ventajas de estas técnicas es
que tienen especificidad, condiciones de operacion suaves y bajo consumo de energia
(Giinerken et al. 2015). En la extraccion enzimatica se degrada la pared celular de las
microalgas mediante el empleo de enzimas, esto facilita la salida de los aceites presentes
en la célula para su posterior transformacion en biodiesel, estas enzimas, también pueden
ser utilizadas para transformar los 4cidos grasos presentes en las microalgas, en lipidos
aptos para su posterior transesterificacion (Ward y Singh 2005). , sin embargo, la
actividad enzimatica se ve afectada por muchas variables como la naturaleza de la enzima,
las concentraciones y las razones de los reactantes, la composicion de los aceites o mezclas
de acidos grasos, la composicion de la pared celular, el contenido inicial de agua, la
temperatura, entre otros (Robles et al. 1998). Entre las enzimas liticas previamente
probadas se encuentra la celulasa, lipasa y proteasa (Ravanal et al. 2016; Sierra et al. 2017;
D. Wang et al. 2015; Zheng et al. 2016) ademas de combinaciones con los métodos
mecanicos. Aunque aparentemente los métodos enzimaticos son considerados como los
que consumen menos energia y amigables con el ambiente, el reto estd en la
implementacion del escalamiento y los tiempos de respuesta, el costo, la estabilidad y el

re-uso (Giinerken et al. 2015).
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Se ha reportado también el uso de péptidos algicidas para causar disrupcion celular , en
uno de ellos el motivo del estudio fue evaluar la toxicidad de Bacillus cereus (Kataev et
al. 2012). Ellos propusieron un posible mecanismo de accién en el que las toxinas
peptidicas efecttian la lisis celular. Primero, la toxina peptidica cuando esta en forma de
monomero penetra la envoltura celular de la microalga y se incorpora a la membrana
plasmatica. Después, los mondmeros son oligomerizados en estructuras formadoras de
poros. Posteriormente ocurre una permeabilidad selectiva de iones calcio causando una
reduccion de la resistencia de la membrana plasmatica. Finalmente, la formacion del poro
conduce a la perturbacion de la homeostasis y eso lleva a la muerte celular y lisis.

Otros reportes de efecto alguicida proveniente de derivados de péptidos, son los realizados
por (S. C. Park et al. 2011)(S.-C. Park et al. 2008) en donde por medio del péptido a-
helicoidal HP y sus andlogos HPA3 y HPR3NT3. Se observo un efecto de reduccion en
la movilidad de las algas, la disrupciéon de su membrana plasmatica y la liberacion de los
componentes intracelulares. Ellos proponen el mecanismo en el cual el péptido actua sobre
la célula mediante formacion de poros, lisando la membrana. El caracter anfipatico del
péptido deriva en permitir que las moléculas actien en la membrana por una actividad
permeante, y asi puedan unirse ficilmente a la membrana plasmatica e insertarse en la

bicapa lipidica.

3. Técnicas para analizar el contenido lipidico.

El andlisis tradicional del contenido de lipidos en muestras biologicas se ha realizado por
extraccion con disolvente y determinacion gravimétrica (Bligh y Dyer, 1959). Un analisis
mas detallado y caracterizacion se realiza por GC o HPLC (Carvalho y Malcata 2005 y
Wiltshire et al., 2000). Una desventaja de estas técnicas, en términos de seleccion de alto
rendimiento y la mediciéon en el momento, es que los pasos necesarios para tanto del
extracto como derivatizar los acidos grasos para el andlisis de GC son numerosas y
consume mucho tiempo. Por otra parte, las cantidades adecuadas de biomasa deben ser
cultivadas para la extraccion y derivatizaciéon (aproximadamente 10-15 mg de peso
humedo de células (Akoto et al. 2005). La cantidad de muestra y el tiempo de preparacion,

sin embargo, pueden reducirse en gran medida si el contenido de lipidos de las células de
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algas se mide in situ. La técnica debe ser aplicable al cultivo en biorreactores en miniatura
y uso de microsondas basados en fluorescencia (Harms et al. 2002 y Kostov et al. 2001).
La medicion de lipidos se ha realizado previamente usando Rojo Nilo, una sonda
fluorescente soluble en lipidos que posee varias caracteristicas ventajosas en la medicion
in situ. Es relativamente fotoestable, intensamente fluorescente en disolventes orgdnicos
y entornos hidréfobos, pero tiene un rendimiento cuantico bajo en agua (Fowler et al.
1979). El maximo de emision de Rojo Nilo est4 desplazado al azul como la polaridad del
medio ambiente circundante disminuye, (Cooksey et al. 1987, Greenspan y Fowler, 1985,
Laughton, 1986; Lee et al. 1998) lo que permite diferenciar entre los lipidos neutros de
los lipidos polares dando por hecho la eleccion apropiada de las longitudes de onda de

excitacion y emision.

4. Péptido melitina

Se pueden probar otras alternativas en el proceso de disrupcion que puedan combatir la
problematica del proceso de extraccion, existen varias clases de moléculas como péptidos
anfipaticos que pueden perturbar la permeabilidad de la membrana e inducir a que se
elimine el material atrapado. (Liu y Regen 1993). La melitina es el principal componente
de la abeja de la miel (Apis mellifera). Es un péptido litico catiénico (Dempsey 1990), se
identificé por primera vez como un factor litico directo (Neumann et al. 1953), este
péptido es uno de los mas usados con propiedades de interaccion lipidos- proteina a nivel
molecular (Dempsey 1990). La molécula estd compuesta por 26 residuos de aminodcidos
seguidos por la secuencia: Gly-Ile-Gly-Ala-Val-Leu-Lys-Val-Leu-Thr-Thr-Gly-Leu-Pro-
Ala-Leu-lIle-Ser-Trp-Ile-Lys-Arg-Lys-Arg-GIn-GIn-NH2 (Habermann y Jentsch 1967), el
tamaino pequefio y la facil disponibilidad de la melitina hacen que sea un excelente péptido
modelo para estudiar la interaccion lipido-proteina.

El modo de accion del péptido melitina depende de la composicion de la membrana;
diferentes modelos de membrana se han utilizado para estudiar la interaccion melitina-
lipido (Ferre et al. 2009; Ningsih et al. 2012; Rapson et al. 2011). En agua, el péptido
melitina puede existir como mondmero o a altas concentraciones o alta fuerza idénica como
tetrdmero. En la forma monomérica la conformacion es desordenada, mientras que en la

forma de tetramero predomina en a-hélice (Vogel y Jahnig 1986).
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Es comin que se crea que la formacion de poros es un modo de accion producido
naturalmente por péptidos como péptidos antimicrobianos y toxinas (Schwarz et al. 1992),
bajo ciertas condiciones, la molécula de melitina se inserta en la bicapa lipidica y forma
multiples agregados que son controlados por la temperatura, pH, fuerza ionica,
composicion lipidica. Varios estudios mostraron que la melitina forma poros de diferentes
tamafios y distribucion, por ejemplo, en el rango de 10-60 A° (Rex 1996), 13-24 A®
(Matsuzaki et al. 1997) y 25-30 A® (Ladokhin et al. 1997).

El péptido interactia espontdneamente con membranas fosfolipidicas, a bajas
concentraciones se une a las membranas como una a-hélice anfipatica induciendo la
formacion de un poro, mientras que a altas concentraciones conduce a la extraccion de
lipidos por la formacion de biselas solubles de lipido/péptido (Lafleur et al. 1987; Lafleur
et al. 1991). El péptido melitina tiene un amplio espectro de actividad contra células
eucariotas y procariotas (Jamasbi et al. 2014), puede atacar células vivas como globulos
rojos y unirse a su membrana espontaneamente conduciendo a la disrupcion celular y
hemolisis. Se analizaron los efectos biologicos del péptido melitina sobre la microalga
unicelular Pseudokirchneriella subcapitata, con la finalidad de evaluar la toxicidad
cuando se le da un uso terapéutico a dicho péptido. Mediante los resultados obtenidos
encontraron a la melitina ejerciendo efecto un toxico en la microalga bajo una dosis de

10 pg/ml, en la cual, se presentd un efecto toxico de casi el 100% (Galdiero et al. 2015).
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CAPITULO 1.
RESUMEN

La pared de las microalgas es una barrera necesaria para su supervivencia en entornos
acuaticos. Desafortunadamente, esta barrera afecta ciertos procesos de interés
biotecnolégico como la extraccion de aceites, por tanto, el empleo de péptidos liticos o
enzimas capaces de degradar la pared celular de las microalgas son un paso critico para el
empleo eficiente de la biomasa. El principal componente de la membrana de los
cloroplastos en las plantas superiores y en las algas verde-azules son los galactolipidos,
de los cuales el monogalactosil-diacilglicerol (MGDG) y el digalactosil-diacilglicerol
(DGDG) son los mas predominantes. En este capitulo se emple6 la técnica de Langmuir
para preparar monocapas de MGDG, DGDG y MGDG:DGDG 2:1 (p/p) que semejan la
pared celular de las microalgas y al evaluar la capacidad del péptido litico melitina de
insertarse y perturbarlas. Los resultados mostraron que la melitina tiene la propiedad
intrinseca de interactuar y perturbar monocapas interfaciales que simulen la pared celular
de las microalgas, por lo tanto, se puede proponer a este péptido como un pretratamiento

biologico alternativo a los actualmente reportados, para la extraccion eficiente de aceites.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos fotosintéticos que han adquirido un gran interés debido a
que producen lipidos que facilmente pueden ser convertidos a biocombustibles, sin
embargo, la recuperacion de estos lipidos requiere de una pared celular suficientemente
permeable para permitirla. Actualmente existen numerosos métodos para realizar
disrupcion celular en las microalgas y recuperar los lipidos, pero estos métodos
generalmente requieren de energia y/o son costosos. Los métodos enzimaticos son una
alternativa que requiere de poca energia y se han usado anteriormente en la industria para
la degradacion de material lignocelulosico y fermentar los azlcares a etanol, ademas
también se han aplicado estos métodos enzimaticos para degradar estructuras celulares en

microalgas sin ser totalmente eficientes.

El principal problema con la obtencion de lipidos de microalgas es la complejidad de la
pared celular y también la variabilidad de su composicion entre las diferentes especies.
Takeda y Hirokawa (1978) reportan que la pared celular de C.ellipsoidea contiene
glucosamina, galactosa, ramnosa, arabinosa, xilosa y manosa. Los galactolipidos son el
principal componente de membranas cloroplasticas y de membranas de algas verdes en
general, siendo MGDG (monogalactosil -diacilglicerol) y DGDG (digalactosil-

diacilglicerol) los predominantes.

Hasta la fecha, la melitina es uno de los péptidos antimicrobianos y citoliticos mas
estudiados. Es el principal componente del veneno de Apis mellifera y contiene 26
residuos de aminoacidos siendo mayormente hidrofébico (1-20). Debido a su propiedad
anfifilica, es soluble en agua y puede asociarse espontdneamente con membranas naturales
y artificiales. En este capitulo se empleo la técnica de Langmuir para preparar monocapas
de MGDG, DGDG y MGDG:DGDG 2:1 (p/p) que semejan la pared celular de las
microalgas y evaluar la capacidad del péptido litico melitina de insertarse y perturbarlas,
con la finalidad de proponer a este péptido como un pretratamiento bioldogico alternativo

a los actualmente reportados, para la extraccion eficiente de aceites.
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MATERIAL Y METODOS

Los lipidos monogalactosil-diacilglicerol (MGDGQG) y digalactosil-diacilglicerol (DGDGQG)
se adquirieron de Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL, USA). La melitina se adquirid
de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los disolventes orgéanicos de calidad analitica

que se emplearon, cloroformo y metanol se obtuvieron de Merck.
Adsorcion interfacial

La capacidad del péptido melitina para alcanzar la interfase aire-liquido y formar una
monocapa, se analizd6 monitorizando los cambios en la presion superficial tras inyectar
pequenos volimenes de una solucion metandlica de péptido a una concentracion de
Img/mL en la subfase acuosa. Para ello se utilizé una microcubeta de teflon de 1.5mL en
la balanza de superficies de tipo Langmuir-Wilhelmy, rellena con buffer Tris SmM pH
7.4 NaCl 100mM en agua bidestilada y con agitacion continua para evitar que la difusion
fuera la etapa limitante del proceso. La medida de la variacion de la presion superficial se
registrd en funcion del tiempo. En los ensayos, se inyectaron entre 2 y 10uL de solucion

peptidica y la temperatura se mantuvo constante a 25°C.
Interaccion de la melitina con monocapas lipidicas preformadas.

La tendencia de la melitina a interactuar con monocapas de MGDG o DGDG se analiz6
mediante el seguimiento de los cambios en la presion superficial (An) de monocapas
lipidicas preformadas tras la inyeccion de soluciones peptidicas en la subfase acuosa sobre
la que se form6 una capa monomolecular de los galactolipidos a diferentes presiones
iniciales (mi). El incremento observado en la presion superficial tras la inyeccion del
péptido se interpreta como una consecuencia de cambios en el empaquetamiento lateral
debido a la interaccion y posible posterior insercion de éste en la monocapa. La presion
critica de insercion (mc) corresponde a la maxima presion inicial (wi) de la monocapa que
permite la interaccion y eventual insercion del péptido. Los experimentos de insercion se
realizaron en la misma microcubeta de teflon utilizada para los experimentos de adsorcion.

La monocapa se form6 depositando pequefios volimenes de soluciones concentradas de

MGDG, DGDG o MGDG/DGDG 2:1 (p/p) en cloroformo/metanol 3:1 (v/v) sobre 1.5mL
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de hipofase acuosa. Después de la formacion de la monocapa a la presion inicial deseada
y una vez permitida la evaporacion del disolvente, se inyectaron 10uL de una solucion
metandlica de melitina a una concentracion de 1mg/mL, registrandose los cambios en la
presion superficial en funcion del tiempo. La inyeccion de cantidades equivalentes de
metanol en ausencia de péptido permitié6 comprobar que el volumen utilizado de metanol

no tenia efecto alguno en la presion lateral de las monocapas.
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RESULTADOS

Las cinéticas de adsorcion interfacial de los péptidos inyectados desde una solucion
metandlica en una subfase acuosa de buffer Tris SmM pH 7.4 NaCl 100mM se muestran
en la Figura 3. Como puede observarse, la melitina por sus caracteristicas anfipaticas, es
capaz de adsorberse rapida y espontaneamente a la interface aire-liquido, como puede
deducirse del incremento casi instantaneo en la presion superficial, alcanzandose un valor
de presion maximo en torno a 38mM/m, valor que ha permitido considerar a la melitina
como una “proteina detergente” en la interface aire-liquido (Sessa et al. 1969).Esta seria
la presion de equilibrio para peliculas interfaciales de melitina. Una vez alcanzada una
determinada densidad de moléculas en la interface, la superficie acuosa se satura y no
admite nuevas incorporaciones peptidicas, aunque se contintie afiadiendo péptido en la
subfase, lo que se refleja en una ausencia de cambios en la presion interfacial a partir de

concentraciones de 1.6uM (Fig. 3 mismo numero indicado anteriormente).
2.3. Interaccion de la melitina con monocapas de galactolipidos preformadas

La capacidad de la interaccion de la melitina con monocapas de lipidicas preformadas se
analiz6 monitorizando los cambios en la presion superficial (Am) de capas
monomoleculares de los principales galactolipidos encontrados en las microalgas, a saber,
monogalactosil-diacilglicerol (MGDG) y digalactosil-diacilglicerol (DGDG) formadas a
distintas presiones superficiales iniciales (mi), para posteriormente inyectar 10ug de
melitina en la subfase. Si como consecuencia de la interaccién con la monocapa de
galactolipido, el péptido penetra en la interfase aire-liquido o perturba el empaquetamiento
lipidico, se produce un incremento en la presion superficial y puede detectarse y
cuantificarse. La figura 4A ilustra los efectos en la presion superficial tras la inyeccion de

la melitina bajo una monocapa de MGDG preformada a diferentes presiones.
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Figura 3.Cinética de adsorcion interfacial de melitina después de su inyeccion a diferentes concentraciones
en una subfase de buffer Tris SmM pH 7.4 NaCl 100mM. Una vez limpia y estabilizada la subfase se
inyectaron 2 (O), 5 (©), 10 (®) 6 20 (®) mg de péptido en un minimo volumen de metanol (1-10uL),
manteniendo la agitacion y la temperatura (25°C) constantes. La adicion de cantidades equivalentes de

metanol no produjo efecto apreciable en la presion superficial.

Cuando las presiones iniciales a las que se form6 la monocapa eran menores de 40mM/m,
la inyeccion del péptido provocd un incremento casi instantaneo de la presion, como
consecuencia de su asociacion con la interfase. Sin embargo, si la monocapa era
preformada a mas de 40mN/m, cantidades equivalentes de melitina producen muy poco
efecto en la presion superficial. Si las monocapas son de DGDG (Figura 4B), la melitina
produce un incremento en la presion superficial al ser inyectada en la subfase de manera
similar, siempre y cuando las monocapas preformadas se encuentrena ¢ i £ 20mN/m, por
encima de este valor, el péptido no es capaz de insertarse y solo se observa un ligero

incremento en la presion superficial.
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Figura 4. Cinéticas de insercion de la melitina en monocapas preformadas de MGDG (A) y DGDG (B) a
25°C. En el punto sefialado con una flecha, diferentes cantidades de la mezcla lipidica se extendieron sobre
la subfase acuosa desde una solucion en cloroformo: metanol (2:1 v/v), para obtener monocapas a diferentes
presiones iniciales (mi). Después de un tiempo de estabilizacion de la monocapa, se inyectaron 10mg de
melitina en la subfase en el momento indicado por la segunda flecha. El incremento de presion superficial

debido a la interaccion del péptido se monitorizé durante 10 minutos.

Estas diferencias sugieren que el comportamiento superficial de los galactolipidos
contribuye significativamente en la asociacion y estabilizacion de la melitina con la
pelicula interfacial. Finalmente, se evalu6 la capacidad de insercion de la melitina en
monocapas mixtas de MGDG/DGDG (2:1 p/p) que es la composicién natural presente en
la pared celular de las microalgas (Ye et al. 2013) y como puede observarse en la Figura
5, la inyeccion del péptido por debajo de una monocapa de MGDG/DGDG de 25mN/m
de presion inicial, promueve un incremento instantdneo de 20mN/m en la presion

superficial como consecuencia de la insercion de la melitina en los dominios lipidicos.
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Figura 5. Cinéticas de insercion de la melitina en monocapas preformadas de MGDG/DGDG (2:1 p/p)
preformadas a presiones iniciales (mi) de 10 (O )25 (®),30, (®),35( A )y40 ( A )mN/ma25°C. La
subfase estaba formada por buffer Tris SmM pH 7.4 NaCl 100mM. El incremento de presion superficial

debido a la interaccion del péptido se monitorizo durante 10 minutos.

Al representar el incremento en la presion inducida por la melitina en funcion de la presion
inicial (Figura 6), puede determinarse la presion critica (n:) que es el valor maximo de
presion inicial (mi) en el que todavia se detecta un incremento de presion debido a la
asociacion del péptido en la monocapa. La comparacion de este valor para monocapas de
distinta composicidon proporciona informacion sobre diferencias en la interaccion péptido-

lipido en la interfase.
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Figura 6. Incremento en la presion superficial (Dp) producido tras la inyeccion de 10 pg de melitina vs la
presion inicial (i) de las monocapas de MGDG (@ ), DGDG (® ) o MGDG: DGDG 2:1(O ) preformadas
sobre una subfase de buffer Tris SmM pH 7.4 NaCl 100mM. La linea es el ajuste por regresion lineal de los

datos experimentales. El punto de corte con el eje de las abscisas representa la presion critica de insercion

(1e).
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En la Tabla 2 se resumen los valores de m. obtenidos para cada una de las monocapas
evaluadas. Normalmente se considera que aquellas moléculas que son capaces de originar
un incremento de presion en una monocapa formada a una presion inicial de 30mN/m o
superior, son capaces de insertarse en bicapas lipidicas (Brockman 1999; Plasencia et al.
2005).Esta consideracion parte de la base de que en una monocapa formada a 30mN/m,
los lipidos soportan un empaquetamiento lateral similar al que tienen en una membrana.
Asi se determind que la melitina es capaz de insertarse en monocapas preformadas de
MGDG comprimidas hasta 60mN/m de presion superficial mientras que, en ausencia de

este galactolipido, la melitina no es capaz de insertarse en la monocapa.

Tabla 2. Valores de presion critica (nc) para la interaccion de la melitina con las monocapas preformadas
de los galactolipidos MGDG y DGDG.

Composicion de la monocapa mic (mN/m)
MGDG 60
DGDG 5
MGDG/DGDG 2:1 48
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DISCUSION

Los galactolipidos son el principal componente estructural de la pared celular de las algas
verdes, siendo el monogalactosil-diacilglicerol (MGDG) y el diagalactosil-diacilglicerol
(DGDG) los galactolipidos predominantes (Ye et al. 2013).E1 MGDG es un galactolipido
que tiene en su cabeza polar el grupo 1-B-galactosa unido al diacilglicerol, mientras que
el DGDG presenta en la cabeza polar una a-galactosa unida mediante enlace (1,6) a la 3-
galactosa interna. Ambos galactolipidos estan esterificados con grupos acilo en las
posiciones sn-1y sn-2 del glicerol (Hoyo et al. 2016). La melitina es uno de los péptidos
citoliticos mas estudiados hasta la fecha. Es el principal componente del veneno de abeja
y se le ha documentado como un péptido no selectivo, con alta actividad antimicrobiana
y hemolitica (Hall et al. 2009) cuyas caracteristicas anfipaticas permiten su asociacion
espontdnea con membranas tanto artificiales como naturales (Gonzalez-Horta et al. 2017).
En este capitulo se empleo la técnica de Langmuir para preparar monocapas de MGDG,
DGDG y MGDG: DGDG 2:1 (p/p) que semejan la pared celular de las microalgas y
evaluar la capacidad del péptido litico melitina de insertarse y perturbarlas, con la
finalidad de proponer a este péptido como un pretratamiento bioldgico alternativo a los
actualmente reportados, para la extraccion eficiente de aceites. Los resultados demuestran
que la melitina es capaz de insertarse en monocapas de MGDG comprimidas hasta
60mN/m generando un incremento en la presion superficial mientras que, en monocapas
preformadas por arriba de 20mN/m de DGDG, el péptido no es capaz de insertarse. En la
mayoria de las algas verdes, el MGDG es un acido graso poliinsaturado de 18 y 16
carbonos (18:3 sn-1y 16:4 sn-2) y en menor proporcion 18:3/16:3-MGDG, mientras que
el DGDG es un galactolipido mas saturado compuesto principalmente por los acidos
grasos 18:1, 18:2 o 18:3 en la posicion sn-1 y 16:0 en la posicion sn-2 (Kalisch et al.
2016). Se ha reportado que el galactolipido insaturado MGDG se encuentra en un estado
liquido-expandido (LE) en todas las condiciones estudiadas hasta el momento, mientras
que el galactolipido saturado DGDG se encuentra en fase LE a presiones superficiales
menores a 10mN/m y presenta un cambio de fase al estado liquido-condensado (LC)
alrededor de 20mN/m. La compresion en un una monocapa saturada de DGDG obliga a

la reorientacion de las cabezas polares, favoreciendo la formacion de puentes de hidrogeno
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entre las moléculas de DGDG, lo cual se refleja como un incremento en la compresibilidad
de la monocapa (Gzyl-Malcher et al. 2010). Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran la capacidad de la melitina para interactuar e insertarse en monocapas en estado
LE, pero cuando el lipido pasa a un estado LC donde se encuentra densamente
empaquetado, el péptido no tiene la suficiente afinidad por los lipidos para sustituir las
interacciones lipido-lipido por interacciones péptido-lipido. El hecho de que los valores
de presion critica para la insercion de la melitina en monocapas que contienen MGDG
(mte=60mN/m para MGDG pura y nc=48mN/m para la mezcla lipidica) resultara mucho
mayor que la presion critica obtenida para monocapas de DGDG pura (ne=5SmN/m) puede
explicarse debido a que en la mezcla de lipidos insaturados MGDG/DGDG, la cabeza
polar del MGDG obliga que la cabeza polar de DGDG presente una orientacion diferente,
induciendo una mayor hidratacién que en los componentes puros. Esto concuerda con las
observaciones hechas por otros autores que reportan que monocapas de MGDG/DGDG
se encuentran en fase LE y que pueden formar sistemas miscibles dentro de la monocapa
en la interface aire-liquido (Bottier et al. 2007; Gzyl-Malcher et al. 2008), por lo que la
melitina puede insertarse y perturbar este tipo de monocapas. En un estudio mas reciente
en el que se emplea microscopia de fuerza atoémica (AFM), se revela que la melitina es
capaz de eliminar la formacion de fase LC, induciendo defectos lipidicos localizados
exclusivamente en la fase LE, siendo ¢l tamafio de estos defectos o dominios de 3.8nm a
una concentracion de 1% molar de péptido después de 34min de incubacion (Pan y
Khadka 2016). Asi pues, los resultados obtenidos en este capitulo demuestran que la
melitina tienen propiedades intrinsecas para interactuar y perturbar monocapas
interfaciales que simulan la pared celular de las microalgas. Por lo que puede concluirse
que la melitina accede a regiones profundas de las monocapas en estado LE compuestas
por los principales galactolipidos presentes en la pared celular de las microalgas. Esta
observacion nos permite proponerla como un pretratamiento para hacer la pared celular
de las microalgas lo suficientemente permeable para incrementar la extraccion de lipidos

neutros, lo cual se abordara en el siguiente capitulo de este trabajo.
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CAPITULO 2.
RESUMEN

Una las principales limitantes para la competitividad econdmica de los biocombustibles
de tercera generacion es la incapacidad de sus células para excretar los lipidos que
tipicamente se encuentran encapsulados dentro de granulos intracelulares, motivo por el
cual la tecnologia utilizada deberd implicar el rompimiento de las estructuras de
membrana y pared celular para la liberacion del producto de interés, dicha etapa reviste
uno de los eventos mas criticos y costosos del proceso, lo cual le impide competir

exitosamente en el mercado con los demas tipos de combustibles.

Actualmente se utiliza una amplia gama de métodos para la recuperacion de lipidos, sin
embargo, la seleccion del método adecuado dependera de su eficiencia, costo, exactitud,
aplicabilidad y lo més importante, la precision y repetibilidad. hasta el momento no se ha
desarrollado un método con dichas caracteristicas. Como un método alterno se propone la
melitina, un péptido litico ampliamente estudiado para el seguimiento de los mecanismos
de formacion de poros e interacciones lipido-proteina en las membranas, posee una alta
actividad antiviral y antimicrobiana, ademas de propiedades citotoxicas sobre células de
mamiferos. A pesar de esto, ain no se tienen reportes del efecto de este péptido en las
microalgas. En esta investigacion al realizar la evaluacion del efecto del péptido melitina
sobre la microalga N. oleoabundans, se observo que si causa una disrupcion celular y con

esto se obtuvo un incremento del doble en la cantidad de lipidos recuperados.
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INTRODUCCION

El consumo acelerado de los combustibles fosiles en las ultimas décadas, junto a la actual
incertidumbre sobre el cambio climatico en el plantea, han dado lugar a un creciente
interés comercial por los combustibles renovables. A este respecto, una de las alternativas
mas viables para disminuir nuestra inmensa dependencia por los combustibles a base de
petroleo, la constituye el biodiesel, cuya produccion involucra la trans esterificacion de
los lipidos extraidos regularmente a partir de plantas, aunque recientemente las microalgas
se han convertido en una de las alternativas mas prometedoras, esto es debido a que
acumulan en sus células, grandes proporciones de lipidos (hasta el 50% de su peso seco
en algunas especies) y generan altos rendimientos de biomasa. A diferencia de los cultivos
vegetales productores de aceites biocombustibles, estos microrganismos se pueden
cultivar en pequenos espacios de tierras no-agricolas, ya sea en agua dulce o salada y con

minimos requerimientos nutricionales para crecer (Nigam y Shing 2011).

Una las principales limitantes para la competitividad econdmica de los biocombustibles
de tercera generacion es la incapacidad de sus células para excretar los lipidos que
tipicamente se encuentran encapsulados dentro de granulos intracelulares, motivo por el
cual la tecnologia utilizada deberd implicar el rompimiento de las estructuras de
membrana y pared celular para la liberacion del producto de interés, dicha etapa reviste
uno de los eventos mas criticos y costosos del proceso, lo cual le impide competir

exitosamente en el mercado con los demas tipos de combustibles.

Neochloris oleoabundans es una especie de microalga de agua dulce que puede acumular
hasta el 50% de lipidos en biomasa seca bajo condiciones fotoautotréficas (Li et al. 2008)
y el 80% de sus lipidos son triacilglicéridos y la mayoria de sus 4cidos grasos saturados
estan en el rango de 16-20 carbonos (Tornabene et al. 1983.) lo cual hace que esta cepa
sea ideal para la produccion de biodiesel. Las microalgas almacenan sus compuestos
valiosos dentro de la célula que regularmente esta protegida por una pared celular gruesa,
la cual en la mayoria de las microalgas consiste en polisacaridos (celulosa, pectina y/o
algenano) y proteinas (Johansen 2012), ademas su respuesta a los cambios en el medio de

crecimiento es una consideracion importante (Yap et al. 2014).
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Se ha reportado una amplia gama de métodos para la extraccion de lipidos, la seleccion
del método adecuado dependera de su eficiencia, costo, exactitud, aplicabilidad y lo mas
importante, la precision y repetibilidad. (Rawat et al. 2013) hasta el momento no se ha
desarrollado un método con dichas caracteristicas. En general, dichos métodos se basan
en métodos fisicos (microondas, sonicaciéon) y métodos quimicos (solventes y mezclas
de solventes, fluidos supercriticos) (Zhu et al. 2017). Entonces es necesario un método de
disrupcion celular es necesario para potenciar los rendimientos de las extracciones que
solvente esta problematica. (Baudelet et al. 2017). Como un método alterno se propone la
melitina, la cual es el principal componente activo del veneno de la abeja, un péptido litico
ampliamente estudiado para el seguimiento de los mecanismos de formacion de poros e
interacciones lipido-proteina en las membranas, posee una alta actividad antiviral y
antimicrobiana, ademas de propiedades citotoxicas sobre células de mamiferos. (Asthana
et al. 2004; Hyun-Ji et al. 2013; Khatun y Mukhopadhyay 2013). Puede dirigirse a células
vivas como los globulos rojos y unirse a las membranas lipidicas de forma espontdnea
conduciendo al rompimiento de la bicapa lipidica y hemolisis. (Hall et al. 2011). A pesar
de que se ha reportado la actividad del péptido contra diversos tipos de células, ain no se
tienen reportes del efecto de este en las microalgas, por lo tanto, con esta investigacion se
pretendia evaluar el efecto litico del péptido melitina sobre la cantidad de lipidos neutros
recuperados de la microalga Neochloris oleoabundans UTEX 1185 bajo diferentes

condiciones de cultivo que fueron concentracion de nutrientes y temperatura.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de la cepa Neochloris oleoabundans bajo diferentes condiciones

En el presente trabajo se utilizd la cepa Neochloris oleoabunands UTEX1185, que fue
obtenida de la coleccion de cultivos de algas UTEX de la Universidad de Texas en Austin
(Austin, TX, USA). La microalga fue mantenida y propagada en matraces Erlenmeyer de
250mL manteniendo en agitacién en un agitador Lab line 3527 a 25°C con 150rpm, los
matraces contenian medio Bristol esterilizado en autoclave a 121°C durante 30 minutos.
El cultivo se llevo a cabo en medio Bristol y medio Bristol modificado con diferentes
concentraciones de nitratos y fosfatos (Tabla 1,2 y 3) contenido en fotobiorreactores tipo
air-lift con un volumen de cultivo de 1 litro (Figura 1.) acoplados con bombas de aire para
acuario con un flujo constante; dichos fotobiorreactores se encontraban adecuados para
proporcionar una intensidad luminica de 490 pmol m? s con un fotoperiodo de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad mediante ldmparas fluorescentes de 20 Watts y un
temporizador, asi como también se manejaron temperaturas de 25°C y 32°C, que fueron
ajustadas automaticamente mediante un termostato sumergible por cada fotobiorreactor.
Todos los cultivos se manipularon en esterilidad, realizando las medidas comunes de

asepsia.

Figura 7 Representacion del fotobiorreactor tipo "air-lift" empleado en esta investigacion.
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Tabla 3.Composicion del medio de cultivo Bristol.

COMPUESTO CANTIDAD CONCENTRACION CONCENTRACION

(mL/L) DE STOCK FINAL

NaNO3 10 10g en 400 ml de H,O 2.94 mM
MgS04.7H20 10 1g en 400 ml de H>.O 0.17 mM
NaCl 10 3g en 400 ml de H,O 0.3 mM
KH;PO4 10 3g en 400 ml de H,O 0.43 mM
CaCl, 10 7g en 400 ml de H,O 1.29 mM
K>;HPO, 10 1g en 400 ml de H,O 0.43 mM

Tabla 4.Composicion del medio Bristol modificado deficiente de nitratos y fosfatos.

COMPUESTO CANTIDAD CONCENTRACION CONCENTRACION

(mL/L) DE STOCK FINAL
NaNO3 5 10g en 400 ml de H,O 1.47 mM
MgS04.7H20 10 1g en 400 ml de H,O 0.17 mM
NaCl 10 3g en 400 ml de H,O 0.3 mM
KH;PO4 5 3g en 400 ml de H,O 0.215 mM
CaCl, 10 7g en 400 ml de H,O 1.29 mM
K>;HPO, 10 1g en 400 ml de H,O 0.43 mM

Tabla 5.Composicion del medio Bristol modificado exceso de nitratos y fosfatos.

COMPUESTO CANTIDAD CONCENTRACION CONCENTRACION

(mL/L) DE STOCK FINAL

NaNO3 50 10g en 400 ml de H,O 14.7 mM
MgS04.7H20 10 1g en 400 ml de H,O 0.17 mM
NaCl 10 3g en 400 ml de H,O 0.3 mM
KH;PO4 50 3g en 400 ml de H,O 2.15mM
CaCl, 10 7g en 400 ml de H,O 1.29 mM

K>;HPO, 10 1g en 400 ml de H,O 0.43 mM




Efecto del pretratamiento sobre la microalga Neochloris oleoabundans aplicando la
concentracion maxima de melitina obtenida de las cinéticas de liberacion de las

vesiculas modelo.
-Preparacion de células para experimentacion.

Antes de realizar las evaluaciones correspondientes, las células se encontraban
suspendidas en los diferentes medios de cultivo por lo cual fue necesario eliminar
cualquier remanente de dichos medios mediante lavados celulares, los cuales consistieron
en obtener 40 mL de los fotobiorreactores en tubos Corning ® y se centrifugd a 8,000 rpm
durante 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendid el pellet en agua
desionizada. Los lavados se repitieron tres veces para cada condicion. Una vez que se
conto con las células lavadas, se procedio a ajustar los cultivos a la misma densidad optica
que fue de 0.35 en un espectrofotometro UV-VIS (BIO-RAD Smast Spec 3000) a una
longitud de onda de 750 nm.

-Condiciones de reaccion para la aplicacion del pretratamiento con el péptido melitina.

Se analiz6 el efecto del péptido melitina sobre la microalga cultivada bajo las siguientes

condiciones:

Tabla 6.Condiciones de cultivo a las que se aplico el pretratamiento del péptido melitina.

Temperatura Concentraciones de nutrientes  Nomenclatura

Nitratos Fosfatos

25°C 14.71 6.42 25°SA

2.94 1.29 25°SN

0.642 1.47 25°SB

32°C 14.71 6.42 32°SA

2.94 1.29 32°SN

0.642 1.47 32°SB
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Para evaluar el efecto del péptido melitina sobre las células de N. oleoabundans bajo
diferentes condiciones de cultivo se tomaron alicuotas de 1 mL y se depositaron en tubos
Eppendorf ®, los cuales depositaron en un Thermomixer y se les aplico el péptido melitina
a una concentracion de 10pg/ml a partir de un stock de 1mg/mL disuelto en metanol. El
péptido melitina fue obtenido de Sigma®. El tiempo de incubacion fue de 0.5 horas y los
experimentos se llevaron a cabo bajo las condiciones de agitacion constante a 1400 rpm

con una temperatura de 37°C siendo esta la temperatura ideal para la accion de la melitina.
-Medicion de Intensidad de fluorescencia

Una manera para realizar mediciones de lipidos que es sencilla y requiere de poca cantidad
de muestra, es la medicion de intensidad de intensidad de fluorescencia mediante la sonda
fluorescente Rojo Nilo (9-diethyl- amino-5H-benzo[a] phenoxazine-5-one), la cual se
obtuvo de Sigma® y se prepar6 una solucion stock a una concentracion de [0.25mg/ml],
en dicha técnica se depositaron 5 pL de la sonda fluorescente en 1 mL de muestra obtenida
de los ensayos anteriores, la reaccion se depositod en una cubeta de 0.2cm de paso optico,
manteniendo la anchura de las rendijas fijas a 10 nm para los haces de excitacion y
emision. Se realizaron las lecturas en el espectrofluorimetro LS-45 Perkin Elmer y los
espectros fueron registrados desde 500nm hasta 750nm con una velocidad de barrido de
Inm/seg empleando una longitud de onda de excitacion de 490 nm. Todas las mediciones

se realizaron por triplicado en experimentos independientes.

Para la evaluacion de la liberacion de lipidos, se centrifug6 a 16,000 g durante 10 min las
muestras después de la evaluacion de las células en suspension y se obtuvo pellet y
sobrenadante, los cuales se analizaron por separado bajo el método de medicion de

intensidad de fluorescencia mencionado anteriormente.
-Analisis cuantitativo del contenido lipidico mediante intensidad de fluorescencia.

Se empled una curva estandar a partir de la trioleina (estandar de acidos grasos) obtenida
de Wako chemicals para determinar cuantitativamente el contenido lipidico. Para esto, se
prepard una solucion stock del estandar a una concentraciéon de 10 mg/mL en alcohol
isopropilico, a partir de dicha solucion se prepararon diferentes concentraciones que

fueron 0,2.5, 5, 10, y 20 mg/L. Posteriormente se anadieron 8 pul de la sonda fluorescente

50



a cada concentracion y se procedio a realizar las lecturas bajo la técnica de la medicion de
intensidad de fluorescencia bajo los pardmetros previamente utilizados. Para la
construccion de la curva estandar de trioleina, se considero la intensidad de fluorescencia

maxima en torno a 580 nm.

Efecto a nivel celular de la melitina como método de disrupcion sobre la microalga

Neochloris oleoabundans.
-Determinacion del porcentaje de disrupcion celular.

De las muestras tratadas con el péptido, se tomaron alicuotas de 30 pL para realizar
conteos celulares en una cdmara de Neubauer, los cuales se realizaron por triplicado.
Posteriormente a partir de los conteos obtenidos, se calculd el porcentaje de disrupcion

celular mediante la siguiente férmula:
(Halim et al. 2012)

Cb—Ca
D=-——

D x 100

Donde:
Cbh: promedio del conteo de células intactas antes del tratamiento con el péptido.
Ca: promedio del conteo de células intactas después del tratamiento con el péptido.

Comparacion del incremento lipidico en la extraccion por solventes en ausencia y
presencia del pretratamiento.

Otra manera de evaluar el contenido lipidico cuantitativamente es mediante la extraccion
de lipidos mediante solventes. En particular, se empled la técnica de Bligh and Dyer (Bligh
and Dyer 1959). Se sec6 la biomasa obtenida del tratamiento con el péptido melitina a una
concentracion de 10 pg/ml y evalué también un control negativo. Se obtuvieron 180 mg
a los cuales se ajustaron las cantidades proporcionales de cloroformo:metanol y agua. Al
tubo que contenia la suma de las dos fases cloroférmicas se evaporo el cloroformo y se
mantuvo a peso constante, el contenido de lipidos se obtuvo mediante la diferencia de

pesos.
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Preparacion de células para microscopia de fluorescencia, microscopia confocal y

microscopia electronica de barrido.

A partir de las células bajo la condicidn que presentaron un mayor grado de disrupcion y
mayor contenido lipidico recuperado, se realizaron tres diferentes técnicas microscopicas
para comprobar y observar el efecto del péptido melitina sobre las células de la microalga
Neochloris oleoabundans. En el caso de la microscopia de fluorescencia y confocal fue
necesario realizar una tincién con la sonda fluorescente Rojo Nilo que fue empleada en
previos experimentos, para la cual, por cada mL de muestra de células en suspension
tratadas con el péptido, se afiadieron 8 puL a partir de la solucion stock que se encontraba
a una concentracion de 0.25 mg/mL. Para realizar las observaciones microscopicas, se
empled un microscopio Leica DM 750 adaptado para laser de fluorescencia, mediante el
filtro amarillo se realizaron las observaciones de las células bajo la condicion de cultivo

32°SA en campo claro y fluorescencia con los objetivos 40x y 100x.
Microscopia confocal

Para tefiir los cuerpos lipidicos de las células mediante microscopia confocal, se empleo
un microscopio confocal Olympus BX61WI con una excitacion de banda del filtro a
595nm y una emision de banda del filtro de 615nm a un aumento de 60X y con un zoom

digital Z.
Microscopia electronica de barrido

Para esta técnica se requirid6 un procedimiento de preparacion de muestra previo a la
observacion, el cual consistidé en realizar un lavado celular en repetidas ocasiones con
buffer de fosfatos. Posteriormente, se realizé una fijacion de las células con glutaraldehido
al 2% el cudl se prepar6 disolviendo 250 plal 10% en 750 ul buffer de fosfatos. Se dejaron
incubar las células fijadas a 4°C durante 7 horas en un desecador. El siguiente paso que
se realizo fue la deshidratacion, en la cual las células se pasaron en series de alcohol al
30%, 50%, 75%, 95%, y 100% v/v, y se dejéo la muestra 5 minutos entre cada
concentracion. Entre cada concentracion se realizé una centrifugacion a 5,000 rpm durante
5 minutos para eliminar residuos. Finalmente se puso una gota de muestra en cada

portamuestras y se dejo evaporar, se almacenaron los portamuestras en un desecador hasta
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el andlisis en el microscopio Jeo I JSM-6510LV con 15kv de corriente, WD de 12mm y
spot de 5550.

Analisis estadisticos

Todos los andlisis se realizaron por triplicado en experimentos independientes. Para
analizar los datos, se debieron cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas, para lo cual se utilizé la prueba de contraste de Levene en la que se contrasta
la hipotesis nula de la varianza del error de la variable dependiente (IF, equivalentes de
trioleina, % de disrupcion celular y % w/w de lipidos extraidos) es igual a lo largo de
todos los grupos. Posteriormente se analizaron los datos mediante un andlisis de
comparacion de medias con la prueba T-student para muestras independientes y analisis
de varianza (ANOVA), en donde se contrastaron las hipotesis correspondientes de la
variable dependiente sometida a los tratamientos, utilizando para ello el paquete
informatico IBM SPSS Statistics version 20 ®. En todos los casos del analisis estadistico,

se aplicd un nivel de significacion P= 0.05.
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RESULTADOS

Se logrod el acondicionamiento de la microalga N. oleoabundans en el medio de cultivo
Bristol donde posteriormente se inoculd en los fotobiorreactores bajo las diferentes
condiciones de cultivo (Figura 8) donde A. fue el dia inicial y B. cuando las microalgas
alcanzaron su fase estacionaria y se encontraban listas para su posterior experimentacion.
Las cinéticas de crecimiento se encuentran en el anexo de este documento, ya que no
representan relevancia para la investigacion presente, aun asi, se realizd el monitoreo

correspondiente de la estimacion del numero de células cada 48 horas.

Figura 8.Crecimiento de la microalga Neochloris oleoabundans en fotobiorreactores tipo air-
lift. El cultivo se realizé con diferentes concentraciones de nutrientes y a 25° C y 32°C; con
una intensidad de luz de 490 pmol m? s y un fotoperiodo de 12:12. A. Primer dia de

crecimiento. B. Ultimo dia de crecimiento cuando el cultivo se encontraba en fase estacionaria.
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Analisis cualitativo de la obtencion de lipidos neutros por N. oleoabundans.

Como se menciond anteriormente en los antecedentes, la pared celular de las microalgas
no es igual entre las diferentes especies, incluso las condiciones de cultivo pueden afectar
en la composicion de dicha pared, debido a esto, se aplico el método de la medicion de la
intensidad de fluorescencia de la sonda Rojo Nilo para la rapida y sencilla evaluacion del
efecto del péptido melitina sobre las microalgas cultivadas bajo todas las condiciones.
Dicho método arrojé valores en unidades arbitrarias (u.a.) en donde se esper6 observar un
incremento en la intensidad de fluorescencia en torno a 580 nm, lo que indicaba de manera
cualitativa la presencia de lipidos. A condiciones de cultivo de 25° y las tres diferentes
concentraciones de nutrientes, no se observo diferencia del tratamiento respecto al control,

presentandose un nulo incremento en la intensidad de fluorescencia (Figura 9).

60
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Intensidad de fluorescencia (u.a.)
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Figura 9. Espectros de emision de fluorescencia del tratamiento con melitina 10pg/ml sobre la microalga
N. oleoabundans cultivada a 25°C y diferentes concentraciones de nutrientes A: SB-N 0.642 mM, P 1.47
mM. B: SN- N 2.94 mM, P 1.29 mM. C: SA-N 14.71mM, P 6.42mM. La linea punteada representa el
tratamiento y la linea continua representa el control negativo. La intensidad de fluorescencia se presenta en

unidades arbitrarias.

En lo que respecta a las condiciones de cultivo de 32° y la concentracion de nutrientes SB
y SN, también se observd un incremento nulo en la intensidad de fluorescencia del

tratamiento con respecto al control. Lo contrario ocurri6 unicamente con la concentracion
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de nutrientes SA, en donde se logro observar un incremento de aproximadamente 20 u. a.
en la intensidad de fluorescencia en torno a 580nm de la sonda Rojo Nilo unida a las

microalgas bajo tratamiento con respecto al control (Figura 10).

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

540 560 580 600 620 640 660 540 560 580 600 620 640 660 540 560 580 600 620 640 660

A (n.m.) A (n.m.) A (n.m.)

Figura 10. Espectros de emision de fluorescencia del tratamiento con melitina 10ug/ml sobre la microalga
N. oleoabundans cultivada a 32°C y diferentes concentraciones de nutrientes A: SB-N 0.642 mM, P 1.47
mM. B: SN- N 2.94 mM, P 1.29 mM. C: SA-N 14.71mM, P 6. 42mM. La linea punteada representa el
tratamiento mientras que la linea continua al control negatitvo. La intensidad de fluorescencia se presenta en

unidades arbitrarias.

Para observar una posible liberacion de lipidos en el medio, se evalu6 el pellet y
sobrenadante de la suspension de la microalga después de la incubacién con el péptido
melitina; se obtuvieron los espectros de fluorescencia de todas las condiciones de cultivo,
presentandose un aparente efecto nulo del tratamiento en el caso de la condicion de cultivo
a 25° y bajo todas las concentraciones de nutrientes, lo mismo ocurri6 para la condicion
de cultivo a 32°C y bajo la concentracion de nutrientes SB (Figura 11). Sin embargo, bajo
32° y la concentracion de nutrientes SN y SA, se presentd un incremento en suspension,
pellet y sobrenadante bajo el tratamiento con melitina con respecto al control (Figura 12).
En la Figura 13 se muestran los datos en forma de histograma de la intensidad de
fluorescencia de la sonda unida a la suspension, pellet y sobrenadante de cada muestra, en
donde el inciso 1 corresponde a la condicion de cultivo a 25°C y el inciso 2 a 32°C. Al
evaluarse la intensidad de fluorescencia en la suspension, de acuerdo con el analisis

estadistico realizado (Anexo) solo se presentaron diferencias significativas en el
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incremento de la intensidad de fluorescencia entre el control y el tratamiento con el
péptido melitina sobre las microalgas cultivadas a 32°C y la concentracion de nutrientes
SN y SA , mientras que bajo las demds condiciones de cultivo no se pudo observar la
existencia de un efecto significativo del tratamiento sobre las células de las microalgas.
En la evaluacion de la intensidad de fluorescencia del pellet y el sobrenadante, ocurrio el

mismo efecto mencionado anteriormente.
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Figura 11. Espectros de emision de fluorescencia del pellet y sobrenadante de la
microalga N. oleoabundans cultivada a 25°C; bajo el tratamiento de melitina 10 pg/ml. A:
SB-N 0.642 mM, P 1.47 mM. B: SN- N 2.94 mM, P 1.29 mM. C: SA-N 14.71mM, P
6.42mM. En cada grafico se representa el control y el tratamiento. La intensidad de

fluorescencia se presenta en unidades arbitrarias.
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Figura 12.Espectros de emision de fluorescencia del pellet y sobrenadante de la microalga N. oleoabundans
cultivada a 32°C; bajo el tratamiento de melitina 10 pg/ml. A: SB-N 0.642 mM, P 1.47 mM. B: SN-N2.94
mM, P 1.29 mM. C: SA-N 14.71mM, P 6.42mM. En cada grafico se representa el control y el tratamiento.

La intensidad de fluorescencia se presenta en unidades arbitrarias.
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Figura 13.Representacion del efecto de la melitina sobre la liberacion de lipidos de la microalga N.
oleoabundans cultivada a 1. 25°C y 2. 32°C.Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: A:
SB-N 0.642 mM, P 1.47 mM. B: SN- N 2.94 mM, P 1.29 mM. C: SA-N 1414.71mM, P 6.42mM.
En donde (-) indica el control negativo. Los valores se presentan en intensidad de fluorescencia
maxima (en torno a 580nm). Los datos presentados son las medias y las desviaciones estandar de

las tres repeticiones. P < 0.05 (Prueba T-student).
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Analisis cuantitativo de la obtencion de lipidos neutros por N. oleoabundans.

Para el analisis cuantitativo, se empled un estdndar de trioleina y se realizé una curva de
calibracion de dicho estandar empleando diferentes concentraciones, por lo que se muestra
en la Figura 14. la correlacion linear entre las diferentes concentraciones de la trioleina y
la intensidad de fluorescencia maxima en torno a 580 nm de la sonda unida al estandar; el
valor de R resulté ser de 0.9887. Mediante dicha curva, se pudo realizar el analisis
cuantitativo de los datos obtenidos anteriormente, los cuales se tenian en unidades
arbitrarias para ser convertidos a unidades equivalentes de trioleina (mg/L), los cuales se

muestran en la Figura 15.
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Figura 14. Correlacion linear entre diferentes concentraciones del estandar de lipidos trioleina y la
intensidad de fluorescencia maxima en torno a 580nm obtenida mediante la técnica del Rojo Nilo. Las

lecturas se obtuvieron a una velocidad de barrido de 1nm/ sec. El valor de R es de 0.9887.

Mediante el andlisis estadistico empleado, se comprob6é que en la evaluacion de la
suspension existe diferencia significativa en los mg/L de equivalentes de trioleina entre el
control y el tratamiento con el péptido melitina aplicado a las células cultivadas bajo 32°C
y concentraciones de nutrientes SN y SA. En lo que respecta a los resultados del pellet, se
presentaron diferencias significativas en la cantidad de equivalentes de trioleina entre el
control y el tratamiento con la melitina sobre las células cultivadas bajo las

concentraciones de nutrientes 25°C y 32°C en SN y SA. Para el sobrenadante, se
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presentaron solamente diferencias significativas entre el control y el tratamiento sobre las
células cultivadas bajo la concentracion de nutrientes SA y las dos temperaturas
empleadas en este estudio. De acuerdo con todo lo mencionado anteriormente, es notable
que la condicion de cultivo bajo la concentracion de nutrientes SB en 25°C y 32°C, no

favoreci6 a que el tratamiento con el péptido tuviera algin efecto.
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Figura 15. Representacion cuantitativa del efecto de la melitina sobre la liberacion de lipidos de la microalga
N. oleoabundans cultivada a 1. 25°C y 2. 32°C. Las condiciones de cultivo fueron las siguientes: A: SB-N
0.642 mM, P 1.47 mM. B: SN- N 2.94 mM, P 1.29 mM. C: SA-N 14.71mM, P 6.42mM. En donde (-) indica
el control negativo. Los valores se presentan en equivalentes de trioleina. Los datos presentados son las medias

y las desviaciones estandar de las tres repeticiones. P < 0.05. (Prueba T-student).
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Porcentaje de disrupcion celular de la melitina sobre la microalga N. oleoabundans.

Los resultados del porcentaje de disrupcion celular de la melitina sobre la microalga N.
oleoabundans se muestran en la Figura 16, en donde al ser analizados mediante un analisis
de varianza se demostrd que existen diferencias estadisticamente significativas entre el
porcentaje de disrupcion celular con el tratamiento del péptido sobre las células cultivadas
a 25°C y 32° Cy a las diferentes concentraciones de nutrientes.; sin embargo, los mejores
resultados se obtuvieron bajo las condiciones de cultivo de 32° (barra gris) y la condicion

de cultivo SA en donde se obtuvo un 83.6% de disrupcion celular.
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Figura 16. Efecto del tratamiento de melitina 10 pg /ml sobre el porcentaje de disrupcion celular de la
microalga N. oleoabundans cultivada a 25°C (barra negra) y 32° (barra gris). El medio de cultivo contenia
A:N0.642mM, P 1.47 mM. B: N 2.94 mM, P 1.29 mM. C: N 14.71mM, P 6.42mM. Los datos presentados

son las medias y las desviaciones estandar de las tres repeticiones realizadas. P < 0.05. (Anova).
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Al observar un comportamiento repetitivo en los resultados del posible efecto del
tratamiento con el péptido melitina a 10 pug/ml sobre la microalga cultivada a 32° y a la
concentracion de nutrientes SA, se procedié a realizar la continuacion de los siguientes
andlisis nicamente bajo dicha condicion debido a que es la unica que presentd el mayor

efecto del tratamiento.

Extraccion con solventes potenciada con el péptido melitina para la obtencion de

lipidos.
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Figura 17.Efecto de melitina 10 pg/ml en la extraccion de lipidos neutros de la microalga N. oleoabundans
cultivada a 32° C y a concentracion de nutrientes SA. El experimento se realizd por triplicado en
experimentos independientes. La extraccion del control- se realiz6 en ausencia de melitina. Los datos
mostrados son el promedio y las desviaciones estandar de las tres repeticiones realizadas. P < 0.05. (Prueba

T-student).

Con base al objetivo general del estudio, para mejorar la recuperacion de lipidos mediante

un pretratamiento, se realizo el experimento de extraccion lipidos por medio de solventes
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a las microalgas cultivadas a 32°C y SA, en el cual, se analizd la comparacion de la
cantidad de lipidos obtenidos de dichas células incubadas en presencia y ausencia del
péptido melitina como pretratamiento. La cantidad de lipidos fue cuantificada y segun el
andlisis estadistico utilizado (anexo), los resultados mostraron diferencias significativas
entre el control y el tratamiento, mostrando cerca de 85% w/w de lipidos en la muestra, lo

que represento el doble, en contraste con el control (Figura 17).

Observacion del efecto del pretratamiento sobre la morfologia celular de la

microalga N. oleoabundans.

20kV WD33mm SS50

wD12mm,  SS50

Figura 18. Micrografias de N. oleoabundans cultivada bajo 32° C y SA como concentracion de nutrientes; las
preparaciones de las células fueron observadas en MEB. Donde A) células sin tratamiento a X2,000. B) y C)
Melitina 10 pg/ml a X2,000. D) Melitina 10 pg/ml a X6,000.
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La microscopia electronica de barrido se empled para analizar los efectos del tratamiento
con el péptido melitina sobre la morfologia de las células de la microalga. En la Figura
18. B, C, D se muestran cambios evidentes en la morfologia, lo cual indica un dafio celular
extensivo mostrando formas irregulares, en contraste con la Figura 18A, en donde se
presentan las células sin algun tratamiento, las cuales presentaron una forma regular entre

todas las células de los campos que se observaron.

Las células de la microalga cultivada bajo la condicion de 32°SA fueron observadas bajo
microscopia de campo claro, fluorescencia y microscopia confocal. En la Figura 19 incisos
Ay C, se presentan las micrografias obtenidas de la microscopia de campo claro, en donde
muestran las células sin tratamiento y bajo el tratamiento con el péptido melitina,
respectivamente. Bajo esta técnica de microscopia mencionada, se logré observar una
morfologia esférica y regular en las células que fungieron como el control, mientras que
lo contrario ocurrio6 en las células de la microalga a las que se les aplico el tratamiento con
el péptido, en donde se observaron formas aglomeradas e irregulares. Posteriormente, bajo
las mismas condiciones se analizaron las células, pero con microscopia de fluorescencia,
en donde B. y D. son el control y el tratamiento respectivamente; en este caso, se
observaron las mismas caracteristicas en las células que en la técnica de microscopia
anterior, pero en esta técnica, las células se mostraron con una coloracion roja, tal emision
es originada por la auto florescencia causada por la clorofila. La sonda fluorescente Rojo
Nilo fue usada como colorante para la visualizacion de los cuerpos lipidicos que pudieran
estar en las células de las microalgas. En las micrografias obtenidas con la técnica de
microscopia confocal, en donde E. representa el control-, es decir, las células sin el
tratamiento con el péptido melitina, y se pueden observar de manera clara, células con
morfologia esférica en las cuales el color verde representan los cuerpos lipidicos presentes
y el color rojo representa la auto fluorescencia de la clorofila. En el inciso F de la Figura
19 se presenta la micrografia de las células de microalgas tratadas con el péptido melitina;
si bien se presentaron aparentes cuerpos lipidicos tefiidos de color verde y algunas zonas
de color rojo, no se observaron las mismas formas esféricas, sino material aglomerado en

todos los campos observados y algunas formas irregulares.

66



Figura 19.Estudio del contenido lipidico de la microalga N. oleoabundans. A 'y C. Microscopia de

campo claro, donde A es el control- y C corresponde al tratamiento. B y D. Microscopia de
fluorescencia, donde B es el control- y D corresponde a las células con tratamiento. Ambas
microscopias se presentan con un aumento de 100x. E y F. Microscopia confocal, donde E es el
control- y F corresponde a las células con tratamiento. Se uso6 la soda Rojo Nilo para la visualizacion
de los lipidos (verde fluorescente). Se muestra auto fluorescencia de la clorofila en color rojo. La

excitacion fue de 595nm y la emision de 615nm a un aumento de 60X y con un zoom digital Z.
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DISCUSION

Hasta la fecha, la produccion de biocombustibles a partir de microalgas representa una
opcion factible, sin embargo, continuan existiendo limitantes que impiden que el proceso
lo sea completamente. Las condiciones de cultivo en las que los lipidos de las microalgas
son producidos de manera Optima resultan ser uno de los elementos clave, sin embargo,
la eleccion de la especie de microalga es otro elemento clave en el proceso de produccion
debido a que se ha demostrado que no todas las especies responden de igual manera a la
induccion de lipidos mediante deficiencias o excesos de ciertos nutrientes en el medio.
Ademas, debido a la diversidad de las microalgas, existen diferencias entre ellas en sus
estructuras, por ejemplo, la composicion de la pared celular de cada especie de microalga
es distinta, por lo tanto, hace que sea una limitante para la eficiencia del proceso de
obtencion de lipidos. Debido a la falta de informacion detallada de las diferencias o
modificaciones causadas por las diferentes condiciones de cultivo sobre la pared celular
de las microalgas, en esta investigacion fue necesario hacer un escrutinio que fuera
sencillo y rapido, que permitiera realizar un mayor nimero de evaluaciones para encontrar
la condicién 6ptima que permitiera la disrupcion celular como pretratamiento mediante el
péptido melitina. De los resultados obtenidos, fue relevante el hecho de que se presentara
un efecto significativo sobre la cantidad de lipidos obtenidos bajo las condiciones de
cultivo de la microalga a una temperatura de 32°C y altas concentraciones de nutrientes,
contrastado con todas las demas condiciones probadas en las que el péptido melitina no
tuvo un efecto significativo o resulté poco favorecedor; por lo tanto, se considera que este
comportamiento ocurre por lo que se mencionaba anteriormente acerca de las diferencias

que existen en la pared celular de las microalgas a diferentes condiciones de cultivo.

Se ha demostrado que la medicion de fluorescencia con Rojo Nilo resulta ser una técnica
adecuada para una amplia variedad de especies de microalgas ademés de que es una
técnica relativamente sencilla y rapida, en la que no se tiene que realizar extraccion de
lipidos y se puede realizar in vivo (Held y Raymond 2011) (Halim y Webley
2015)(Bertozzini et al. 2011). Mediante dicha técnica se analiz6 la suspension, pellet y
sobrenadante, con la finalidad de determinar si existia efecto del péptido a través de la
observacion del incremento de la intensidad de fluorescencia con respecto al control. De

acuerdo con los resultados observados, en la mayoria de los casos, la suma del contenido
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de lipidos en pellet y sobrenadante fue muy similar con respecto al control indicando que
no tuvo efecto significativo del tratamiento con el péptido, sin embargo, en algunos casos
se mostré un incremento, lo que puede ser causa del efecto del péptido sobre el
rompimiento en la célula, permitiendo una mayor interaccion de la sonda Rojo Nilo con
los lipidos y a consecuencia una mayor intensidad de fluorescencia; sin embargo, no se
considerd dicho andlisis como la prueba adecuada para cuantificar dicho efecto porque en
ocasiones, la técnica puede fallar para una detecciéon adecuada debido a que la
fluorescencia del Rojo Nilo estd influenciada por la temperatura y la duracion de la tincion,
cuando se aplican altas temperaturas o largos periodos de tincidn, se ocasiona un
quenchamiento de la fluorescencia (Deye et al. 1990). Ademads, el método pudiera
desestimar o subestimar el contenido de lipidos, lo cual también depende de las
caracteristicas de las cepas de algas, particularmente la composicion de la pared celular,
como también las concentraciones de clorofila, lipidos polares de membrana y varios
compuestos lipofilicos en la célula (Chen et al. 2009a). El mismo autor en otro estudio
(Chen et al. 2009b) propone un método modificado en el cual se utiliza una especie de
pretratamiento a las células con DMSO, haciendo que el método sea mas confiable para
la cuantificacion in vivo de las microalgas de diferentes familias; no obstante, dicho

método pudiera interferir con la finalidad de esta investigacion.

De acuerdo al método empleado por (Bertozzini et al. 2011), se correlaciond la
fluorescencia resultante a una longitud de emisién 6ptima (580nm) con el contenido de
lipidos volumétrico para generar una curva de calibracion del estandar trioleina, que fue
de utilidad para la cuantificacion de los lipidos; dicho método no requiere extracciones o
purificaciones de lipidos, ademas de que puede permitir la deteccion de lipidos incluso a
muy bajas concentraciones dando resultados confiables en unos minutos y se requiere
poca cantidad de cultivo; tales beneficios resultaron de gran utilidad para la investigacion
debido a que realizar las extracciones de lipidos para cuantificar requiere de gran cantidad
de cultivo, por ende el limite de deteccion de lipidos tiene que ser mucho mayor, ademas
de gran cantidad de tiempo. En la cuantificacion de la cantidad de lipidos del control, se
observan diferencias notorias entre las diferentes condiciones de cultivo, este fendmeno
se encuentra ampliamente reportado y es causado por el estrés en la célula, el cual se

induce mediante deficiencias y excesos de nutrientes como nitrégeno y fosforo, intensidad
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luminica, temperatura, y pH afectan la produccion de lipidos (Yao et al. 2012). Debido a
que el macronutriente mas importante es el nitrogeno (Minhas et al. 2016)(Sibi et al.
2016); en esta investigacion se probaron deficiencias y excesos de dicho elemento, ademas
de fosfatos, asi como las temperaturas de 25° y 32°C. La escases de nitrégeno en el medio
es una técnicas ampliamente reportada para la induccion de lipidos en microalgas (Liu et
al. 2016)(Held y Raymond 2011) sin embargo en el caso de las condiciones de cultivo que
favorecieron a N. oleoabundans en esta investigacion fue la de exceso de nutrientes y la
intensidad luminica utilizada de 390 pmol m?s™ la cual es considerada como alta , este
fenémeno coincide con lo reportado por (Xiao et al. 2015), en donde concluye que la
intensidad de luz alta combinado con altas concentraciones de nutrientes tienen un efecto
sinérgico y positivo en la produccion de lipidos. Después del pretratamiento, la condicion
de cultivo que presenté mas cantidad de lipidos en suspension y sobrenadante resulto ser
también la misma mencionada anteriormente, mientras que las células cultivadas a
concentraciones bajas de nitratos y fosfatos no respondieron al tratamiento con el péptido
lo cual puede deberse a que esta condicion hace que la pared celular sea mas rigida, lo
cual coincide con lo reportado por (Yap et al. 2016) en donde menciona que ocurre un
incremento de la rigidez de la pared celular de la microalga cuando hay bajas
concentraciones de nitrogeno en el medio. En el caso de lo ocurrido en la cantidad de
lipidos de la suspension puede indicar una mayor interaccién de la sonda Rojo Nilo con
los lipidos después del tratamiento mientras que en el sobrenadante indica una liberacion
de dichos lipidos; debido a lo anterior, en cierta etapa del estudio se tomo la decision de
seguir trabajando en posteriores andlisis con las células cultivadas bajo dicha condicion.
Sin embargo, estas condiciones de altas temperaturas y altas concentracion pueden

representar una adicion al proceso y habria que analizar si es econdmicamente costeable.

En lo que respecta a los tipos de tratamientos previamente utilizados, muchos
investigadores se han enfocado en diferentes estrategias como lo son los procesos
quimicos (W. C. Huang y Kim 2017; Steriti et al. 2014; Wu et al. 2017; Zuorro et al.
2016), fisicos (Abdul Razack 2016; Lee et al. 2015; Skorupskaite et al. 2017; M. Wang y
Yuan 2014; Yap et al. 2014) y biolégicos (L. Yang et al. 2012; Q. Yang et al. 2015), en
los cuales influye el tiempo de interaccion, la concentracion o la intensidad del

tratamiento. En lo que respecta al tiempo, por ejemplo, en una investigacion se aplicé un
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tratamiento enzimatico y se observd que resultd Optimo un tiempo de incubacion de 2
horas (Horst et al. 2012), mientras que mediante un pretratamiento de H>O> con un tiempo
de contacto de 4 minutos se obtuvo un valor de lipidos maximo de 9.2% w/wt (Steriti et
al. 2014), por lo tanto, el efecto que se obtuvo con el péptido melitina en esta investigacion

bajo el tiempo de 30 min que resulta ser aceptable.

En referencia a los resultados obtenidos de la evaluacién del porcentaje de disrupcion
celular se observa que en todas las condiciones hubo cierto porcentaje de disrupcion
celular, a pesar de que en experimentos previos no se demuestra efecto del tratamiento
bajo la mayoria de las condiciones de cultivo, esto puede explicarse por el tipo de técnica
empleada en la determinaciéon, que consiste en el conteo directo de células que
permanecen intactas entonces este conteo depende del criterio de la persona que realiza el
conteo, ademds de los restos celulares que puedan encontrarse de manera natural en la
muestra. Anteriormente ya se han probado diferentes pretratamientos para generar
disrupcion celular particularmente en la microalga N. oleoabundans, por ejemplo, en un
estudio anterior (D. Wang et al. 2015) se prob¢ la disrupcion celular en dicha microalga
bajo sonicacién a 800W durante 30 minutos obteniendo un grado de disrupcion del 6%,
mientras que mediante homogenizacion a alta presion mediante 60MPa se incremento el
grado de disrupcion a 35.3 %, mediante la enzima celulasa se logr6é hasta un 64%, sin
embargo, el proceso combinado de los tratamientos anteriores causé un 92.6% de
disrupcion celular de la microalga; contrastando lo anterior con los resultados obtenidos
en esta investigacion, en donde el mayor grado de disrupcion celular por el péptido
melitina durante 30 minutos fue de 83.6 % en las células cultivadas a 32°C y SA, se puede
afirmar que este valor resulta mayor que los reportados por (D. Wang et al. 2015) en el
proceso individual, sin embargo, el porcentaje obtenido en el proceso combinado es mayor
que el obtenido en esta investigacion; como alternativa, se pudiera igualar o superar dicho
porcentaje mediante la combinacion del tratamiento del péptido melitina con un método

fisico, pero esto puede generar mas costos o dificultades en el proceso.

A partir de los resultados obtenidos en la evaluacion del grado de disrupcion celular, se
seleccion6 la mejor condicidon en donde se presentdé mayor porcentaje de disrupcion y se

realiz6 un andlisis tipico de lipidos, el cual se basa en el uso de separacion de fases
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mediante solventes, en donde se requieren considerables cantidades de material biologico
y solventes organicos, ademas de otras manipulaciones para lograr la cuantificacion (Chen
et al. 2009), debido a esto es que se decidio aplicarlo solamente a la condicion de 32°SA
obteniendo un 86% w/w de lipidos, lo cual supera al porcentaje reportado por (C. Wu et
al. 2017), pero queda por debajo a lo reportado por (Bielsa et al. 2016; C. Wu et al. 2017)
aunque muy cerca de los porcentajes; lo anterior puede ser debido a las diferencias en las
aplicaciones de los pretratamientos y los diferentes tipos de solventes empleados en la

extraccion.

En el andlisis microscopico, se realizaron tinciones de las células sin tratamiento y con el
tratamiento del péptido melitina mediante la sonda fluorescente Rojo Nilo, la cual se usa
ampliamente para la identificacion de microalgas que acumulan lipidos (Bertozzini et al.
2011; Cooper et al. 2010; Greenspan 'y Fowler 1985; G. H. Huang, Chen, y Chen 2009;
Wang et al. 2016); las imagenes confocales muestran los cuerpos lipidicos en color verde
y en las células que no se les aplico tratamiento se observan formas esféricas y regulares
en contraste con las células que se les aplico tratamiento que ocurrié todo lo contrario,
este fendmeno confirma que el péptido melitina si causa un rompimiento y con esto la

liberacion del material intracelular .

El andlisis de las células en el microscopio electronico de barrido permite observar
estructuras en mayores magnificaciones, debido a esto, se pueden diferenciar cambios
antes y después de un tratamiento de rompimiento en la estructura celular. En este caso,
las células a las que no se les aplico el tratamiento con el péptido presentaron una forma
esférica y aparentemente intacta, mientras que cuando se aplico el tratamiento, se
observaron células rotas o restos celulares. El analisis de SEM es consistente de acuerdo
con los resultados observados en el reporte de (Karthikeyan y Prathima 2017) en donde
se demuestran visualmente la degradacion completa de la pared celular de M.

oleoabundans después de un pretratamiento.

La celulosa es uno de los principales componentes de la pared celular de N. oleoabundans
(Chantanachat y Bold 1962), por lo tanto, la actividad celulolitica deberia ser efectiva
para romper a las células, otros autores (Rashidi y Trindade 2018) mencionan que la pared

celular de N. oleoabundans estd compuesta principalmente por 24.3 % de carbohidratos,
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31.5% proteinas, 22.2 % lipidos y un 7.8% de material inorganico, dicha composicion es
muy similar a la pared celular de las plantas terrestres en donde los carbohidratos son el
principal componente. De acuerdo con lo anterior, el posible mecanismo de accion del
péptido sobre la microalga pudiera ocurrir de la siguiente manera: La melitina se encuentra
solubilizada en el medio acuoso en forma de mondémero y se encuentra con la célula para
penetrar la envoltura celular, después los mondmeros son oligomerizados para formar
estructuras formadoras de poro, dicha formaciéon conduce a la perturbacion de la
homeostasis y con esto ocurre las lisis. Este mecanismo propuesto coincide con lo
reportado por (Kataev et al. 2012) en donde evaluaron el efecto de toxinas peptidicas
provenientes de Bacillus cereus. Otras investigaciones mencionan que para reducir las
floraciones algales utilizaron el péptido a-helicoidal HP y sus andlogos HPA3 y
HPR3NT3, el efecto fue de reduccion en la movilidad de las algas, la disrupcion de su
membrana plasmatica y la liberacion de los componentes intracelulares. El mecanismo
que proponen es que el péptido actiia sobre la célula mediante formacion de poros, lisando
la membrana. El caracter anfipatico permite que las moléculas actuen en la membrana por
una actividad permeante, y asi puedan unirse ficilmente a la membrana plasmatica e
insertarse en la bicapa lipidica (S. C. Park et al. 2011)(S.-C. Park et al. 2008) . De
cualquier forma, es importante remarcar que los posibles mecanismos propuestos deberan

ser confirmados mediante experimentos especificos.

Con relacion a la dosis de melitina que se aplico en este estudio que fue de 10 pg/ml, fue
elegida de acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo 1 de esta investigacion, ademas
dicha dosis coincide con un reporte previo en donde se present6 un efecto toxico de casi
el 100% en la reduccion de su crecimiento, en donde se analizaron los efectos biologicos
del péptido melitina sobre la microalga unicelular Pseudokirchneriella subcapitata, con
la finalidad de evaluar la toxicidad cuando se le da un uso terapéutico en medicina a dicho

péptido (Galdiero et al. 2015).

Mediante esta investigacion se prob6 que el péptido melitina puede causar disrupcion
celular a un alto porcentaje y con una cantidad aceptable de recuperacion de lipidos, por
lo tanto, el siguiente paso seria realizar una evaluacion econdmica de esta técnica para ver

si es realmente viable en comparacién con otras técnicas. De cualquier manera, una
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estrategia para reciclar el péptido melitina, puede ser inmovilizarla en un soporte en el
cual se podrian hacer pasar los cultivos de microalgas para que exista la interaccion
necesaria con el péptido. Esta opcion debe ser explorada debido a que la melitina presenta
buena estabilidad y mantiene su efecto en un amplio rango de temperaturas (Faucon et al.
1979). Otra estrategia podria ser el uso de ingenieria genética en la microalga para que
exprese el péptido melitina. Se ha realizado la estrategia mencionada anteriormente pero

en la levadura Kluyveromyces lactis para que exprese melitina (Husseneder et al. 2016).
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos bajo las condiciones desarrolladas de esta

investigacion y considerando la discusion de esta, se derivan las siguientes conclusiones:

R/
A X4

R/
A X4

La melitina tiene la propiedad intrinseca de insertarse a monocapas realizadas con
los principales galactolipidos MGDG y DGDG presentes en la pared celular de las
microalgas.

De las diferentes condiciones de cultivo aplicadas a la microalga, se encontrd que
la que producia una mayor cantidad de lipidos fue la realizada a 32°C y exceso de
nutrientes (nitratos a 14.71mM y fosfatos a 6.42mM).

Se probd la técnica de disrupcion celular basada en el uso del péptido melitina a
10pg/ml durante 30 minutos sobre microalga N. oleoabundans cultivada a
diferentes condiciones en las cuales se presentd diferencia significativa en la
cantidad de lipidos con respecto al control en la suspension de las células
cultivadas a 32°C y exceso de nutrientes (nitratos a 14.71mM y fosfatos a
6.42mM) y en 32°C nitratos 2.94mM vy fosfatos 1.29mM.

Al evaluar el sobrenadante de las células cultivadas a diferentes condiciones y
tratadas con el péptido melitina, se observo diferencia significativa en la cantidad
de lipidos con respecto al control en la condicion de 32° y concentraciones de
nitratos a 14.71mM vy fosfatos a 6.42mM, demostrando una liberacion de dichos
lipidos.

Existe un efecto a nivel celular del tratamiento con el péptido melitina sobre la
microalga N. oleoabundans confirmado mediante la determinacion del porcentaje
de disrupcion celular, siendo 83.6% el mas alto y fue dado por la condicion de
cultivo a 32°C y concentraciones de nitratos a 14.71mM y fosfatos a 6.42 mM.
También las técnicas de microscopia empleadas confirman dicho efecto bajo la
condicion mencionada, presentandose diferencias morfologicas entre el control y

el tratamiento.
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R/
A X4

X/
°

X/
°

Se potencid la extraccion de los lipidos de la microalga N. oleoabundans mediante
el rompimiento celular con el péptido melitina mostrandose un incremento del
doble en el % w/w con respecto al control.

Fue de gran relevancia analizar el efecto del péptido bajo las diferentes
condiciones de cultivo debido a que no se presentd el mismo efecto en todas las
que se probaron debido a los posibles cambios en la pared celular de la célula, lo
que hace que se modifique su permeabilidad.

El uso del pretratamiento con el péptido melitina ofrece una opcién prometedora
para potenciar la obtencion de lipidos de las microalgas, sin embargo, esta técnica
se encuentra aun poco explorada y aparenta ser selectiva con las diferentes
condiciones de cultivo de las microalgas, ademas que es necesario realizar futuras

evaluaciones para ver si el proceso resulta escalable.
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PERSPECTIVAS

A partir de la informacion presentada en esta investigacion, las perspectivas de trabajos

futuros se orientan en varias direcciones.

En un primer plano se encuentra el hacer econdmicamente factible el proceso, dentro de
las posibles estrategias se encuentra la fijacion del péptido en una matriz para que entre
en contacto directo con el cultivo y cause la disrupcion, lo cual permitiria la reutilizacion
del péptido. Otra estrategia que valdria la pena analizar, es la modificacion genética de la
microalga para que en cierta fase pudiera expresar el péptido y con esto causar una
disrupcion celular. También es de gran importancia el probar el efecto con otras cepas y a
su vez diferentes condiciones de cultivo, debido por la aparente selectividad del péptido
para efectuar el rompimiento. Otro aspecto que seria importante analizar si un excesivo
tiempo de interaccion del péptido con la microalga pudiera causar una degradacion de los
lipidos. Finalmente se pudiera analizar la accion de un pretratamiento combinado, ya sea
fisico o bioldgico para incrementar el efecto o inclusive para provocarlo en donde no se

haya presentado por las diferencias en la pared celular.
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P 6.42mM.
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ANALISIS ESTADISTICOS

-% DE DISRUPCION CELULAR

Estadisticos descriptivos
Temperatura Nutrientes Media Desviacion tipica N
25 SB 13.5544 3.62104 3
SN 15.9011 3.34412 3
SA 12.6178 2.48494 3
Total 14.0244 3.12459 9
32 SB 26.3501 3.59803 3
SN 52.1900 4.29087 3
SA 83.6333 3.74329 3
Total 54.0578 25.07114 9
Total SB 19.9523 7.71632 6
SN 34.0456 20.17184 6
SA 48.1256 39.00049 6
Total 34.0411 26.91885 18

Para demostrar homogeneidad de los datos

Contraste de Levene sobre la igualdad de las varianzas error®

F gll gl2 Sig.
119 5 12 986

Para demostrar normalidad de los datos

Temperatura Nutrientes VARO00003
25 SB N 3
Parametros normales®® Media 13.5544
Desviacion tipica 3.62104
Diferencias mas extremas Absoluta 220
Positiva 220
Negativa -.189
Z de Kolmogorov-Smirnov 381
Sig. asint6t. (bilateral) 999
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SN N 3
Parametros normales®® Media 15.9011

Desviacion tipica 3.34412

Diferencias mas extremas Absoluta 338

Positiva 338

Negativa -241

Z de Kolmogorov-Smirnov 585

Sig. asint6t. (bilateral) .884

SA N 3
Parametros normales®® Media 12.6178

Desviacion tipica 2.48494

Diferencias mas extremas Absoluta 367

Positiva 367

Negativa -265

Z de Kolmogorov-Smirnov .635

Sig. asint6t. (bilateral) 814

32 SB N 3
Parametros normales®® Media 26.3501

Desviacion tipica 3.59803

Diferencias mas extremas Absoluta 278

Positiva 278

Negativa -204

Z de Kolmogorov-Smirnov 482

Sig. asint6t. (bilateral) 974

SN N 3
Parametros normales®® Media 52.1900

Desviacion tipica 4.29087

Diferencias mas extremas Absoluta 177

Positiva 177

Negativa -176

Z de Kolmogorov-Smirnov 307

Sig. asint6t. (bilateral) 1.000

SA N 3
Parametros normales®® Media 83.6333

Desviacion tipica 3.74329

Diferencias mas extremas Absoluta 232

Positiva 192

Negativa -232

Z de Kolmogorov-Smirnov 402

Sig. asint6t. (bilateral) 997

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
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Decision: El valor P sefialado es mayor a 0,05. Ho se acepta.

Conclusion: Todos los grupos formados todos tienen distribucion normal y

homogeneidad de varianzas.

Analisis de varianza (ANOVA)
Hipotesis:
Ho: El porcentaje de disrupcion celular por medio del péptido, es igual en las células de
microalgas cultivadas a las dos diferentes temperaturas y las tres diferentes
concentraciones de nutrientes.
Ha: El porcentaje de disrupcion celular por medio del péptido, es diferente en las células
de microalgas cultivadas a las dos diferentes temperaturas y las tres diferentes
concentraciones de nutrientes.

Pruebas de los efectos inter-sujetos
Variable dependiente: VAR00003

Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
tipo III

Modelo corregido 12166.939% 5 2433.388| 192.516 .000
Interseccion 20858.357 1 20858.357| 1650.194 .000
Temperatura 7212.017 1 7212.017| 570.574 .000
Nutrientes 2381.205 2 1190.602| 94.194 .000
Temperatura *

2573.718 2 1286.859| 101.809 .000
Nutrientes
Error 151.679 12 12.640
Total 33176.976 18
Total corregida 12318.619 17

a. R cuadrado = .988 (R cuadrado corregida = .983)
Decision: Ho se rechaza debido a que el valor de P es <a 0.05 por lo tanto, es significativo.

Conclusion: Existe diferencia en el porcentaje de disrupcion celular con el tratamiento del
péptido sobre las células cultivadas a 25°C y 32° C y a las diferentes concentraciones de
nutrientes.
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DHS de Tukey

POST HOC Comparaciones multiples

(DNutriente (J)Nutriente | Diferencia de| Error Sig. Intervalo de confianza 95%
s s medias (I-J) tip. Limite Limite
inferior superior
SN -14.0933%| 2.05264 .000 -19.5695 -8.6171
> SA -28.1733%| 2.05264 .000 -33.6495 -22.6971
SB 14.0933%| 2.05264 .000 8.6171 19.5695
SN SA -14.0800° | 2.05264 .000 -19.5562 -8.6038
SB 28.1733%| 2.05264 .000 22.6971 33.6495
> SN 14.0800° | 2.05264 .000 8.6038 19.5562

Conclusion: Existe efecto al usar diferente temp. 25° y 32°. Existe una interaccion

positiva entre los nutrientes.

Medias marginales estimadas

Medias marginales estimadas de VAR00003

100.007

50.00

60.00

40.004

20.004

00

Mutrientes
—— 5B
— SN

SA

32
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% DE LIiPIDOS EXTRAIDOS POR GRAVIMETRIA

Prueba T
Estadisticos de grupo
Tratamiento N Media Desviacion tip. | Error tip. de la
media
Melitina 31 85.293333 1.4403588 8315915
lipidos
Control 31 46.140000 9026627 5211526
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene Prueba T para la igualdad de medias
para la igualdad de
varianzas
F Sig. t gl Sig. Diferenciade | Errortip. de la 95% Intervalo de
(bilateral) medias diferencia confianza
Inferior Superior
Se han asumido
1.070 359 ] 39.895 4 .000 39.1533333 9813992 | 36.4285323 | 41.8781344
varianzas iguales
lipidos
No se han asumido
39.895 | 3.361 .000 39.1533333 9813992 | 36.2115627 | 42.0951039
varianzas iguales

Prueba de Levine para determinar igualdad de varianzas:

Ho: Todas las varianzas son iguales

Ha: Todas las varianzas son diferentes.

Decision y conclusion: Ho se rechaza debido a que el nivel de significancia para la
prueba de Levine fue de 0.359 siendo mayor que 0=0.05 por lo tanto las varianzas son

iguales.

Prueba de T-student:

Ho: No existe diferencia entre el tratamiento y el control.

Ha: Existe diferencia entre el tratamiento y el control.

Decision: El valor de P fue de 0.05 lo cual es menor que 0.05, por lo tanto, Ho se
rechaza

Conclusion: Existe diferencia significativa entre el tratamiento y el control.
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PRUEBAS DE COMPARACION DE MEDIAS: T STUDENT PARA IF Y EQUIVALENTES DE TRIOLEINA

IF SUSPENSION

Estadisticos de grupo

Desviacion Errartip. de la

Tratamienta M Media tip. media
IFsuspT1SB 1 3 8.79 8149 AT3
2 3 10.09 1.008 AB2
IFsuspT1SM 1 3 11.6205 53884 31110
2 3 13.5877 1.35450 78202
IFsuspT1SA 1 3 6.6740 1.32635 JB5TT
2 3 B.9195 2138749 1.23483
IFsuspT2SB 1 3 13.4365 T4696 43126
2 3 141262 74487 43005
IFsuspT28M 1 3 16.0550 30860 A7817
2 3 31.1383 36841 21270
IFsuspT28A 1 3 36.4300 211000 1.21821
2 3 A7.6587 3.95504 2.28344

HIPOTESIS

Prueba de Leveane

Ho: Las varianzas de la variable dependiente son iguales.
Ha: Las varianzas de la variable dependiente son diferentes.
Decision: Ho se acepta debido a que el valor de P> 0.05.
Pruebas T-student

Ho: No hay diferencia entre los valores de IF del control y el
tratamiento de cada condicion en la que fueron cultivadas las
microalgas.

Ha: Existe diferencia entre los valores de IF del control y el
tratamiento de cada condicion en la que fueron cultivadas las
microalgas.

Condicion | Decision

25° SB Ho se acepta
25° SN Ho se acepta
25° SA Ho se acepta
32° SB Ho se acepta
32° SN Ho se rechaza
32° SA Ho se rechaza
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Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene parala
igualdad de varianzas

Prueba T para laigualdad de medias

95% Intervalo de confianza para

Diferencia de | Ermortip. dela la diferencia
F Sig. t al Sig. (hilateral) medias diferencia Inferior Superiar

IFsuspT15B  Sehanasumido .384 56T 1.728 4 159 -1.297 740 -3.378 785
varianzas iguales
Mo se han asumido 1.728 3838 162 -1.287 780 -31.414 820
varianzas iguales

IFsuspT1SM  Se han asumido 1.226 330 -2.337 4 080 -1.86723 84163 -4.30387 36950
varianzas iguales
Mo se han asumido -2.337 2618 114 -1.96723 B41E3 -4.88126 94630
varianzas iguales

[FsuspT1SA  Sehanasumido 1.037 (366 -1.545 4 1467 -2.24547 1.45300 -6.27964 1.78870
varianzas iguales
Mo se han asumido -1.645 3.340 21 -2.24547 1.45300 -6.61427 212334
varianzas iguales

IFsuspT25B  Sehanasumido .000 A9 -1.132 4 A - .GBAGTY 60904 -2.38063 1.00129
varianzas iguales
Mo se han asumido -1.132 4.000 A - .BBAGT 60904 -2.38063 1.00130
varianzas iguales

IFsuspT2SM  Se han asumido .364 &A77 | -57.966 4 000 -16.08330 27746 -16.85366 -15.31294
varianzas iguales
Mo se han asumido -57 966 3.881 000 -16.08330 27746 -16.86309 -15.30351
varianzas iguales

[FsuspT25A  Sehanasumido 847 408 8.202 4 oM 21.22867 258808 -28.41432 -14.04301
varianzas iguales
Mo se han asumido 8.202 3.083 004 21.22867 258808 -28.38455 -13.07274
varianzas iguales
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IF PELLET

Estadisticos de grupo

Desviacion Errortip. de la

Tratamiento I Media tip. media
IFpelletT1SE 1 3 7.2533 48254 28437
2 3 7122 84444 54530
IFpelletT1SMN 1 3 53541 T36TT 42837
2 3 T.2673 116494 BT258

IFpelletT1SA 1 3 531711 1.06180 61303
2 3 7.6878 1.70710 88560
IFpelletfT25B 1 3 7.4933 A3T14 21012
2 3 2.2171 219568 1.26768
IFpelletT28M 1 3 128736 1.62010 BTT6E3
2 3 19,9686 3.29437 1.90201
IFpelletT284 1 3 27.9043 88213 AT281
2 3 47.8960 1.89688 1.09517

HIPOTESIS

Prueba de Leveane

Ho: Las varianzas de la variable dependiente son iguales.

Ha: Las varianzas de la variable dependiente son diferentes.

Decision: Ho se acepta debido a que el valor de P> 0.05.
Pruebas T-student

Ho: No hay diferencia entre los valores de IF PELLET del
control y el tratamiento de cada condicion en la que fueron
cultivadas las microalgas.

Ha: Existe diferencia entre los valores de IF PELLET del
control y el tratamiento de cada condicion en la que fueron
cultivadas las microalgas.

Condicion | Decision

25° SB Ho se acepta
25° SN Ho se acepta
25° SA Ho se acepta
32° SB Ho se acepta
32° SN Ho se rechaza
32° SA Ho se rechaza
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala
igualdad de varianzas

Prueba T para laigualdad de medias

95% Intervalo de confianza para

Diferencia de | Errortip. de la |a diferencia
F 3ig. t al Sig. (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

IFpelletT1SB  Se hanasumido 1.357 3049 213 4 842 13093 61449 -1.676467 1.83843
varianzas iguales
Mo se han asumido 213 3.013 845 13093 61449 -1.82153 2.08340
varianzas iguales

IFpelletT1SM  Se han asumido 1127 3418 -2.404 4 074 -1.91320 79580 -4.12271 29631
varianzas iguales
Mo se han asumido -2.404 3.379 086 -1.91320 79580 -4,29234 465595
varianzas iguales

IFpelletT1SA  Se hanasumido 1138 346 -2.043 4 RN -2.37073 1.160649 -6.69333 BA18E
varianzas iguales
Mo se han asumido -2.043 3.346 124 -2.37073 1.160649 -5.85760 111613
varianzas iguales

IFpelletT25B  Se han asumido 2463 a2 - 555 4 609 - 72380 1.30506 -4.34722 2.89962
varianzas iguales
Mo se han asumido - 555 2,239 630 - 72380 1.30506 -5.802845 4.35525
varianzas iguales

IFpelletT2sN  Se han asumido 3752 124 -3.387 4 .0za -7.089500 2.09472 -12.91088 -1.27912
varianzas iguales
Mo se han asumido -3.387 2,815 047 -7.089500 2.09472 -14.01661 - 17339
varianzas iguales

IFpelletT25A  Se hanasumido 1716 260 -16.176 4 .0oo -18.89173 1.23592 -23.42320 -16.56027
varianzas iguales
Mo se han asumido -16.176 3018 .0oo -18.89173 1.23592 -23.91170 -16.07177
varianzas iguales
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IF SOBRENADANTE HIPOTESIS

Prueba de Leveane
Ho: Las varianzas de la variable dependiente son iguales.
Ha: Las varianzas de la variable dependiente son diferentes.

Decision: Ho se acepta debido a que el valor de P> 0.05.

Estadisticos de grupo
Desviacion Errortip. dela Pruebas T-student

T|'atamientn N MEdia ﬁp media X X
IFspnT1SE 1 3 | 25733 53158 48011 Ho: No hay diferencia entre los valores de IF

2 3| 28153 32408 18711 SOBRENADANTE del control y el tratamiento de cada
IFspnTISN 1 3| 56524 63031 30855 condicion en la que fueron cultivadas las microalgas.

2 3| 67800 54830 31690 ) ) )
FspnT1SA 1 31 10988 00850 00398 Ha: Existe diferencia entre los Valqres de IF

5 3| 13508 24871 14359 SOBRENADANTE del control y el tratamiento de cada
FspnT258 1 3 £ 3RRT 83722 48337 COI’ldiCiéIl cn la que fueron cultivadas las microalgas.

2 3| 87579 1.55932 82337 — —

ndicion | Decision

IFspnT25M 1 3 | 7.4852 BEATE 50217 COO dici6 ccisio

2 3| 111148 16028 09254 250 SB Ho se acepta
FspnT2SA 1 3| 7.6901 59034 51923 25° SN Ho se acepta

2 3| o9.9260 9464 5464 25° SA Ho se acepta

32°SB Ho se acepta
32° SN Ho se rechaza
32° SA Ho se rechaza
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Prueba de muestras independientes

Prugha de Levens parala
igualdad de varianzas Prueha T para la igualdad de medias
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de | Errortip. dela |a diferencia
F Sig. t al Sig. (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

IFsprT1SB  Sehanasumido 4937 .080 - 567 4 G601 -.28203 A1528 -1.72269 1.13862
varianzas iguales

Mo se han asumido - BG7 2554 B16 .29203 A15628 -2.08718 1.60312
varianzas iguales

[FspnT1SM  Se han asumido 37 603 2.215 4 .09 -1.12763 509149 -2.54136 .28609
varianzas iguales

Mo se han asumido 2.4 3.807 084 -1.12763 50919 257012 31485
varianzas iguales

[FspnT1SA  Sehanasumido 14 965 018 1.072 4 344 - 16387 14364 - AA280 24487
varianzas iguales

Mo se han asumido 1.072 2.003 J386 - 15387 14365 -77113 A6320
varianzas iguales

IFspnT25B  Se hanasumida 2718 A7A 3.264 4 NIk} -3.40217 1.0422 -6.29587 -.50846
varianzas iguales

Mo se han asumido 3.264 3.020 047 -3.40217 1.0422 -6.70688 -.08745
varianzas iguales

IFspnT25M  Se han asumido 9.726 036 -7.167 4 002 -3.65943 51062 -507715 224172
varianzas iguales

Mo se han asumido -T.167 2136 016 -3.65943 51062 -h 72799 -1.59088
varianzas iguales

[FepnT25A  Sehanasumido 000 e -2 968 4 NIEY -2.23683 J8377 -4.32064 - 14403
varianzas iguales

Mo se han asumido -2 968 3.550 04 -2.23683 8377 -4.33178 - 14188
varianzas iguales
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EQUIVALENTES DE TRIOLEINA-SUSPENSION HIPOTESIS

Prueba de Leveane
Ho: Las varianzas de la variable dependiente son iguales.

Ha: Las varianzas de la variable dependiente son diferentes.

Estadisticos de grupo
Desviacién | Errortip. d Ia Decision: Ho se acepta debido a que el valor de P> 0.05.

Tratamiento M Media ip. media
eqirioleinsuspTISE 1 3| 10720 04603 02709 Pruebas T-student

2 3| 11463 05780 03337
aqtrioleinsuspT1SN 1 3 123472 03089 01783 HO: NO hay diferenCia entre IOS Valores de EQUIVALENTES

2 3 1.3470 07765 04483 DE TRIOLEINA-SUSPENSION del control y el tratamiento
eqirioleinsuspT1SA 1 3| es07 07605 04391 de cada condicion en la que fueron cultivadas las microalgas.

2 3| 1.0794 12263 07080 ) ) )
SqiolensuspT288 1 3 1 3:m TV s Ha: Existe diferencia entre,los valores de EQUIVALENTES DE

2 3| 13779 04270 02465 TRIOLEINA-SUSPENSION del control y el tratamiento de
eqgtrioleinsuspT2SM 1 3 1.4311 01771 01023 cada condicion en la que fueron cultivadas las microalgas

2 3| 23408 02113 01220 — —
gotricleinsuspT25A 1 3 2.6565 120495 06983 gsool’lcslglon g(e)cslzl(a),?e :

2 3| 38735 22674 13091 pta

25° SN Ho se acepta
25° SA Ho se acepta
32° SB Ho se acepta
32° SN Ho se rechaza
32° SA Ho se rechaza
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Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene parala
igualdad de varianzas

Prueha T paralaigualdad de medias

85% Intervalo de confianza para

Diferencia de | Errortip. de la la diferencia
F Sig. t ql Sig. (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

eqtrioleinsuspT1SE  Se han asumido 387 Rl 1.728 4 A58 -07427 042489 - 19361 04508
varianzas iguales
Mo se han asumido 1.728 3.838 62 - 07427 042499 -.19563 04709
varianzas iguales

egtrioleinsuspTISN - Se han asumido 1.227 330 -2.338 4 080 -11280 04824 - 24676 02116
varianzas iguales
Mo se han asumido -2.338 2618 114 - 11280 04825 -.27985 05425
varianzas iguales

eqtrioleinsuspT1SA  Se han asumido 1.037 (366 -1 545 4 187 -12873 08331 -.36004 10258
varianzas iguales
Mo se han asumido 1545 3.340 211 12873 08331 -.37922 12176
varianzas iguales

eqgtrioleinsuspT25B  Se han asumido 0o .51 -1132 4 321 -.03953 03481 - 13646 0AT39
yarianzas iguales
Mo se han asumido 1132 4.000 321 -.035953 03481 -.13646 0&T7349
varianzas iguales

egtrioleinsuspT2SN  Se han asumido 367 BT | -5T.161 4 0aa -90977 01682 - 95306 -.86557
varianzas iguales
Mo se han asumido -67.161 3882 000 -90977 01692 -.95450 -.86503
varianzas iguales

eqtrioleinsuspT23A  Se han asumido a48 409 8.203 4 001 -1.21700 14837 -1.62883 -.805807
varianzas iguales
Mo se han asumido 8.203 3.053 004 -1.21700 14837 -1.68457 - 745943
varianzas iguales
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EQUIVALENTES DE TRIOLEINA-PELLET

Estadisticos de grupo

Desviacidn Errortip. dela

Tratamiento & Media tip. media
agtricleinpelletfT158 1 3 8976 03077 01776
2 3 1.0840 14520 08383
egtricleinpelletT1SM 1 3 1.3037 089886 05188
2 3 1.7128 18888 10805
egtricleinpelletT1SA 1 3 21677 05690 03285
2 3 33138 10878 06281
eqtrioleinpelletT25EB 1 3 9959 03112 017497
2 3 1.0840 14520 08383
egtricleinpelletT25M 1 3 1.3060 08714 0503
2 3 1.7128 18888 10805
egtricleinpelletT25A 1 3 21677 05640 03285
2 3 33138 0878 06281

HIPOTESIS

Prueba de Leveane

Ho: Las varianzas de la variable dependiente son iguales.
Ha: Las varianzas de la variable dependiente son diferentes.
Decision: Ho se acepta debido a que el valor de P> 0.05.
Pruebas T-student

Ho: No hay diferencia entre los valores de EQUIVALENTES
DE TRIOLEINA-PELLETdel control y el tratamiento de cada
condicion en la que fueron cultivadas las microalgas.

Ha: Existe diferencia entre los valores de EQUIVALENTES DE
TRIOLEINA-PELLET del control y el tratamiento de cada
condicion en la que fueron cultivadas las microalgas

Condicion | Decision

25° SB Ho se acepta
25° SN Ho se rechaza
25° SA Ho se rechaza
32°SB Ho se acepta
32° SN Ho se rechaza
32° SA Ho se rechaza
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Prueba de muestras independientes

Pruebha de Levene para la
igualdad de varianzas

Prueba T parala igualdad de medias

95% Intervalo de confianza para

Diferencia de | Errortip. dela la diferencia
F Sin. t ql i, (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

eqtrioleinpelletT1SB  S& han asumido 9413 037 -1.007 4 AN -.08633 08569 - 32426 15159
varianzas iguales
Mo se han asumido -1.007 21749 42 -.08633 0BAEY - 42746 25479
varianzas iguales

eqiriolzinpelletT1SN  Se han asumido 3.480 135 -3.388 4 028 -.40910 12076 - 74439 -.07381
varianzas iguales
Mo se han asumido -3.388 2.861 046 -40910 12076 -a0418 -01402
varianzas iguales

eqtrioleinpelletT1S4  Se han asumido 1.716 260 | -16.169 4 000 -1.14607 0708a -1.34287 -94927
varianzas iguales
Mo se han asumido -16.169 e oo -1.14607 07088 -1.37088 -92125
varianzas iguales

eqtrioleinpelletT256  Se han asumido 9.368 038 1.028 4 362 -.08810 0B&T4 - 32614 14994
varianzas iguales
Mo se han asumido 1.028 2183 404 -.08810 0BAT4 -.42885 2R264
varianzas iguales

eqiriolzinpelletT28N  Se han asumido 3753 125 -3.387 4 028 - 40677 12010 -74021 -07332
varianzas iguales
Mo se han asumido -3.387 2815 047 - 40677 12010 -.80362 -.00991
varianzas iguales

aqtrioleinpelletT234  Se han asumido 1.716 260 | -16.169 4 000 -1.14607 0708a -1.34287 -94927
varianzas iguales
Mo se han asumido -16.169 e oo -1.14607 07088 -1.37088 -92125
varianzas iguales
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EQUIVALENTES DE TRIOLEINA-SOBRENADANTE

Estadisticos de grupo

Desviacidn Errortip. de la

Tratamiento I Media tip. media
aqtrioleinSPMNT15E 1 3 B7E1 04801 02772
2 3 \BTE0D 13867 .0a0oe
eqtrioleinSPMTISH 1 3 B954 04584 02877
2 3 1.0632 27125 V15661

eqtricleinSPMT1SA 1 3 1.0089 05153 02475
2 3 1.1371 05427 03133
eqtrioleinSPMT2SE 1 3 BTE1 04801 02772
2 3 \BTE0 13867 .0aooa
aqtrioleinSPMT2SM 1 3 Ba54 04584 02877
2 3 1.0632 27125 V15661
eqtrioleinSPMT2ZSA 1 3 1.00849 05153 025745
2 3 1.1371 05427 03133

HIPOTESIS

Prueba de Leveane

Ho: Las varianzas de la variable dependiente son iguales.Ha: Las
varianzas de la variable dependiente son diferentes.

Decision: Ho se acepta debido a que el valor de P> 0.05.
Pruebas T-student

Ho: No hay diferencia entre los valores de EQUIVALENTES
DE TRIOLEINA-SOBRENADANTE del control y el
tratamiento de cada condicion en la que fueron cultivadas las
microalgas.

Ha: Existe diferencia entre los valores de EQUIVALENTES DE
TRIOLEINA-SSOBRENADANTE del control y el tratamiento
de cada condicion en la que fueron cultivadas las microalgas

Condicioén | Decision

25° SB Ho se acepta
25° SN Ho se acepta
25° SA Ho se rechaza
32° SB Ho se acepta
32° SN Ho se acepta
32° SA Ho se rechaza
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Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene para la
igualdad de varianzas Prueba T para laigualdad de medias
85% Intervalo de confianza para
Diferenciade | Errortip. dela la diferencia
F 3ia. t al i, (hilateral) medias diferencia Inferior Superior

ggtrioleinSPMT1SE  Se han asumido 1.632 271 =011 4 991 -.00087 08473 -.23620 23427
varianzas iguales

Mo se han asumido =011 2473 992 -.00087 08473 -.30623 30430
varianzas iguales

eqtrioleinSPMT1SN  Se han asumido 10.282 033 -.363 4 T35 -05773 18923 -.49982 38436
varianzas iguales

Mo se han asumido - 363 21345 740 -06773 15923 -.70289 ABTAa2
varianzas iguales

egtrioleinSPMT1SA  Sehan asumido 000 8490 -2968 4 041 12823 04321 -.24818 -00827
varianzas iguales

Mo se han asumido -2 4968 3.684 041 12823 04321 24832 -00815
varianzas iguales

egtrioleinSPMT25B  Se han asumido 1.632 271 =011 4 991 -.00087 08473 23620 23427
varianzas iguales

Mo se han asumido =011 2473 992 -.00087 08473 -.30623 30430
varianzas iguales

eqtrioleinSPMT25M  Se han asumido 10.282 033 -.363 4 T35 -05773 18923 -.49982 38436
varianzas iguales

Mo se han asumido - 363 21345 740 0&T73 15923 -.70289 ABTAa2
varianzas iguales

egtrioleinSPMT234  Se han asumido 000 8490 -24968 4 041 12823 04321 -.24818 -00827
varianzas iguales

Mo se han asumido -2 4968 3.684 041 12823 04321 24832 -00815
varianzas iguales
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