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RESUMEN

Los métodos convencionales en Ecuador para aislar y cultivar algas no se han
dirigido hacia técnicas innovadoras que den resultados mas viables en cuanto
al cultivo de cepas aisladas monoespecificas. Por eso se realizo un protocolo
usando la citometria de flujo para este fin. Se analizaron muestras de aguas
estancadas recolectadas de distintos mercados de Guayaquil. Las muestras
se analizaron mediante un citémetro de flujo Becton Dickinson FACSort en tres
fases: fase precitométrica, corrida de muestras y sorting celular. Se obtuvieron
4 cepas monoespecificas: Scenedesmus sp., Chlorella sp., Choelastrella sp.
Y Dimorphococus sp. Los datos obtenidos en el citdmetro se procesaron en el
software FlowJo 10.1 y se analiz6 la densidad poblacional de cada cepa
obtenida. Esta técnica de obtencion de monocultivos resulto ser eficiente,
rapida y no altera la viabilidad del crecimiento celular, ya que obtuvimos un
crecimiento estable de los cultivos en el cual se observé que Chlorella sp. fue
la que mas crecio.
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INTRODUCCION

SITUACION DEL PROBLEMA

La flora y fauna en Ecuador ha sido aprovechada en sus cuatro regiones
para realizar estudios sobre los productos y servicios que ofrece esta gran
biodiversidad [1]. Pese a esto, no se le ha prestado mayor importancia a la
variedad de microorganismos, quienes tienen un gran potencial de interés
comercial por sus propiedades que benefician a la industria alimenticia,
farmacéutica, nutracéutica, cosmetoldgica y biotecnologica [2], resaltando
de ellos a las microalgas de quienes apenas a nivel mundial, se conoce el
17% de la biodiversidad de las mismas [3]. Aunque A.E.-F. Abomohra et al.
[4] mencionaban que las microalgas también serian una buena fuente de
bioenergia renovable, Vulsteke et al. [5] y Labrijn et al. [6] sostienen que
este enfoque no es tan viable por su baja rentabilidad econémica en
comparacion a otros recursos. Una cosecha de biomasa de microalgas
eficiente también es un factor clave para un tratamiento sostenible de
aguas residuales [7]. Asi lo demuestran el tratamiento por MaB-flocs que
también genera ingresos considerables como alimento para la acuicultura
y mas aun, para la produccion de ficobiliproteinas de alta pureza y que se
sigue desarrollando actualmente con una viable aplicabilidad [5].

Las microalgas incluyen a sus habitats el suelo, el agua dulce y los
ambientes marinos [8]. Su diversidad en ambientes de agua dulce es
influenciada por los pardmetros fisicos y quimicos del ecosistema [9] y en
nuestro pais ha sido catalogada a partir de pristinos sistemas lacustres de
areas protegidas nacionales [2], aguas termales, salobres y lodos [10]. Sin
embargo, existe gran desconocimiento sobre las caracteristicas de las
cepas de microalgas que logran habitar aguas residuales de sectores
urbanizados ya que, debido a esto, podrian estas microalgas, tener

mecanismos de supervivencia que incluyan compuestos quimicos que
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sean de gran interés en el campo farmacéutico especialmente [11]. Se hace
necesario un analisis mas profundo de cada una de estas cepas de
microalgas para proveer informacion de sus procesos evolutivos vy
respuestas bioldgicas. Esto es algo que se dificulta, debido a la inexistencia
de protocolos que permitan realizar cultivos monoespecificos de
microalgas con métodos innovadores. Muchos de los protocolos
convencionales solo se pueden aplicar a ciertas especies [12] y otros tienen
un efecto negativo, lo que resulta en un decrecimiento de la viabilidad de

las células, retrasando su crecimiento o matandolas [13].

JUSTIFICACION DEL ABORDAJE DEL TEMA
En los ultimos afios los avances en investigacion sobre biorecursos, como

las microalgas, ha generado ventajas que han llevado a la produccion
comercial de las mismas. En la actualidad existen varios estudios [14] [15]
[16] que han logrado demostrar la viabilidad y eficiencia econdmica de las
moléculas bioactivas de microalgas para diferentes usos en la industria
acuicola, farmacéutica, cosmeética, alimentaria y energética [17] [18]. La
investigacion en este campo debe seguir efectuandose con métodos cada
vez mas innovadores que busquen generar fuentes nuevas de empleos
para satisfacer una demanda cada vez mas creciente. La produccion
mundial anual de biomasa de microalgas se estimo en alrededor de 5000-
7500 toneladas, generando ingresos anuales promedio de US $1,25
billones [19], donde los géneros mas comerciales y usados en el mundo

han sido Nostoc, Chlorella, Spirulina, Dunaliella, entre otras [20].

Las microalgas encontradas en aguas residuales de Ecuador, al no ser
estudiadas a profundidad, generan gran interés ya que al habitar en estas
aguas de origen doméstico y del comercio en mercados urbanos, tendrian
mecanismos de supervivencia que le permitan desarrollarse interactuando

con otros microorganismos que causan problemas de salud publica [21] y
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por ende tendrian metabolitos secundarios que inhiban el ataque de estos
patégenos, los cuales serian compuestos quimicos potenciales para
bioprospeccion [22]. Pero, para aislar estos compuestos, es necesario el
previo aislamiento y cultivo viable de las microalgas. Se han desarrollado
una variedad de métodos para obtener cultivos puros, tales como: estriados
de placa, tratamiento con lisozima y dodecilsulfato de sodio, centrifugacion
con enjuagues repetidos y aplicacion de antibiéticos a los cultivos, y a pesar
de que estos tratamientos funcionan, muchas de las veces resultan
selectivos para ciertas especies de algas, mientras que el tratamiento con
resina de triyoduro conlleva a una baja viabilidad durante el crecimiento

celular [13].

Por estos motivos nace la necesidad de disefiar un protocolo innovador,
basado en la citometria de flujo que aun no se ha implementado en
Ecuador, para que pueda ser usado localmente. Este ayudara a obtener
cultivos monoespecificos de diferentes cepas de microalgas a partir de una
muestra pluricelular [23] [24] [25], con el fin de obtener metabolitos de
interés que no sean producidos por la interaccion de dos cepas distintas de
microalgas [26]. El mismo permitira separar fisicamente, una a una, las
microalgas de una poblacién que se detecten en una muestra de agua y
asi poder separarlas para producir biomasa a gran escala de cepas

monoespecificas.
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DECLARACION DE OBJETIVOS:

GENERAL
Disefiar un protocolo para la obtencion de cultivos
monoespecificos de microalgas utilizando citometria de flujo para
produccion de biomasa.

ESPECIFICOS

. Recolectar muestras de aguas estancadas en mercados
urbanos para su cultivo y crecimiento in vitro.

. Analizar las microalgas recolectadas con microscopio
Optico para comparacion morfologica y citométrica.

. Separar las comunidades de microalgas usando el
citbmetro de flujo para obtener cepas monoespecificas.
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CAPITULO 1

INFORMACION GENERAL

1. PURIFICACION DE MICROALGAS DE AGUA DULCE
PARA PRODUCCION DE BIOMASA

1.1 Microalgas
Las microalgas son microrganismos unicelulares, procariotas o eucariotas que

pertenecen al fitoplancton, adaptadas a transformar la energia luminica en
energia quimica cuatro veces mas eficientemente que las plantas y que se han
adaptado a un espectro extremadamente amplio de ambientes. Usan dioxido
de carbono (CO) para crecer, produciendo fotoautétroficamente la mitad del
oxigeno atmosférico, convirtiéndose en las primeras formadoras de materia
organica y productoras primarias de la cadena tréfica [27]. Tienen una enorme
importancia ecolégica porque constituyen una gran proporcion de la
biodiversidad del mundo y son uno de los depdsitos mas ricos y prometedores

de productos naturales [28].

1.1.1 Bioquimica de las microalgas

La presencia de microalgas en una muestra de agua o de cultivo
microalgal, se puede estimar mediante la determinacion de la
concentracion de diferentes pigmentos que ellas contienen,
realizando una medida espectrofotométrica, segun la Asociaciéon
Americana de Salud Publica (APHA) en los Métodos Estandares

para el examen de agua y aguas residuales [29].
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Los pigmentos concentrados en las microalgas varian
ampliamente dependiendo de la fisiologia, metabolismo y de
factores fisico-quimicos como nutrientes, luz y la temperatura
[28]. Estos consisten principalmente en clorofilas (a, b y ¢) y
carotenoides (carotenos y xantoéfilas). Estos datos fueron ya
estudiados por Clesceri et al. en los métodos estandares de
APHA, a través de formulas aplicadas en espectrofotometria y el
citometro aplica los aplica con el uso de diferentes lasers como
detectores luminicos para poder clasificar a las células segun el
pigmento que posean [22]. Se han realizado més estudios

con cada uno de estos pigmentos que se detallan en la tabla 1.1.

Tabla 0.1.1 Algunos determinantes susceptibles de analizar por citometria de flujo

Longitud de onda Pigmentos Referencia de trabajos

del méaximo de realizados

absorbancia (nm)

664
647
630
510 y 480

720

Clorofila a Olson et al. 1986 [30]
Clorofila b Steen et al. 1982 [31]
Clorofila ¢ Miller y Quarles 1990 [32]
Carotenoides An et al. 1991 [33]
Ficoeritirina Cunnigham, 1990 [34]

1.1.2 Importancia de las microalgas en la biotecnologia
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Las algas son reservorios de compuestos de alto valor afiadido
(CAVA'S) que se producen debido a su mecanismo de
adaptacion al entorno hostili donde prosperan. Estos
compuestos, conocidos también como metabolitos secundarios,
exhiben varias actividades biolégicas que incluyen actividades
antiinflamatorias, antidiabéticas, antioxidantes, antitumorales,
antihipertensivas 'y neuroprotectoras [18]. Las potentes
actividades biologicas de estos metabolitos secundarios han
aumentado la exploracién de nuevos farmacos que han ganado
mucho interés a lo largo de los afios, y lo mismo ocurre con su
aplicacién para producir alimentos funcionales, suplementos
dietéticos, nutracéuticos, conservantes Yy estabilizadores.
Ademas de esto, las microalgas se estan explorando en la
biotecnologia como un recurso importante y una materia prima

para producir biocombustibles y productos de biorrefineria [4].

De igual manera, el uso de biomasa de algas como materia prima
podria reducir la presion sobre el uso de plantas verdes para la
produccién de bioetanol [28]. Por lo tanto, las microalgas son una
gran promesa como candidatos dignos de importancia

farmacéutica y biotecnologica entre todos los microorganismos.

1.2 Citometria de flujo y Clasificacion o ‘Sorting’ celular

A diferencia de las técnicas microbiologicas, genéticas o bioquimicas
estandar, este método proporciona informacién sobre células
individuales usando técnicas fisicas y principios basicos de 6éptica,
donde no solo da valores promedio para la poblacién sino mas datos de

interés [35]. Esta capacidad es muy importante al estudiar la distribucion
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de células en una poblacion, y da acceso a informacién que no se puede

obtener de ninguna otra manera.

En un citbmetro de flujo generalizado [36] [37], las particulas
individuales pasan a través de una zona de iluminacion, tipicamente a
una velocidad de 1000 células/s™* y detectores apropiados, miden la
magnitud de un pulso que representa la extension de la luz dispersa
como se muestra en la Fig 1.1.

Las magnitudes de estos pulsos se liberan electrébnicamente en
"contenedores” o “"canales", lo que permite la visualizacién de
histogramas de Numero de células vs Numero de canal. El angulo de
esta luz va a depender de los diferentes tipos de particulas dispersas
qgue pasen por el flujo, nos dara informacion sobre las mismas y en
casos favorables puede ser selectiva para estos diferentes organismos
[38]. Ademas de esto, y mas importante, se pueden agregar fluoréforos
apropiados a la suspension celular (muestra). Estas pueden ser
manchas que se unen (0 reaccionan con) moléculas particulares como
ADN, ARN o proteina, sustratos fluorogénicos que revelan
distribuciones en la actividad enzimética, indicadores que cambian sus
propiedades en funcién del pH o, cada vez mas, a anticuerpos (u

oligonucledtidos) etiquetados con una sonda fluorescente [39].

Las posibilidades estan limitadas solo por el ingenio del experimentador
y los fluoroforos autoflorescentes son los mas usados para la
investigacion con microalgas, usando como determinantes susceptibles
de andlisis a la clorofila, la ficoeitrina y a los carotenoides que son

pigmentos absorbentes de luz [30] [40] [34] [33]. Estos fluoréforos
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autoflorescentes son polimeros sintéticos que forman cuentas de
tamafio grande en el orden de nanémetros a micrometros, como por
ejemplo las beads de latex que poseen una enorme gama de tamafios

y colores disponibles y estandarizados [41].

Varias descripciones muy utiles de aspectos técnicos de la citometria
de flujo [36] [42] [43] [37] [44] [45] [36] y su la aplicacion a
microorganismos [30] [40] [46] [11], también estan disponibles.

Sistema informatico

Fluidica

La&

Detectores

Figura 1.1 Principio de Citometria de Flujo [47]

1.2.1 Software Cellquest

El software CellQuest serd el que usaremos para esta

experimentacion. EI mismo permite adquirir y analizar datos



19

desde un citometro de flujo en una computadora Macintosh®
para crear varios tipos de graficos, incluidos graficos de contorno
multicolor e histogramas superpuestos. Puede generar datos
estadisticos que se puedan relacionar a parametros fisicos o
quimicos del lugar donde se obtuvo la muestra para realizar
gréficos de puntos, histogramas, graficos de densidad, graficos
3D y graficos de contorno. La versatil paleta de herramientas
graficas que posee este programa ayuda a producir documentos
con calidad de presentacién que pueden ser guardados en un
documento de experimento, incluso cerrarlo y restaurarlo todo

mas tarde [48].
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Recoleccion de las muestras

Las cepas de microalgas fueron recolectadas de aguas estancadas de los
alrededores de los mercados de Guayaquil y fueron transportadas al
laboratorio de Fitoplancton de la Facultad de Ingenieria Maritima, Ciencias
Biolégicas y Recursos Naturales (FIMCBOR) de la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL).

2.2 Cultivo de las muestras

2.3.

Las muestras se cultivaron en Medio Guillard en un fotoreactor con un
fotoperiodo 16:8 h/d/n, por 5 dias a una temperatura de 25 °C. El medio de
cultivo se preparo con 5 pL de una solucion de Nitratos y Fosfatos, 0.5 uL de
una solucién de Micronutrientes y 1 gota de Complejo B como fuente de
vitaminas en 100 mL de agua destilada [49]. Se utilizaron frascos de vidrio de
500 mL autoclavados a 120 °C y 20 PSI de presion durante 20 minutos, para
el cultivo de las muestras.

La concentracion inicial de cultivo fue de 5mL de muestra en 100mL de medio
de cultivo. Después de 5 dias se hicieron pases de 100mL de muestra a 500
mL de medio de cultivo. Luego de 10, 20 y 30 dias se hicieron pasas similares
en dos envases de 500 mL de vidrio para cada cepa obteniendo un volumen

de cultivo aproximado de 4 L.

Identificacion morfoldgica de las muestras
Luego de siete dias de incubacion, las muestras fueron analizadas en un

microscopio Optico con un aumento de 600 x con el fin de identificar
morfolégicamente las diferentes cepas de microalgas. En un estudio previo se
realizaron examenes de identificacion genética 18Sr para las microalgas
utilizadas en este trabajo. (estudio paralelo que se encuentra en proceso de

revision para publicacion).
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2.4 Analisis de Citometria
Se analizaron cinco muestras en el citometro de flujo marca Benton Dikinson

FACSort, en el laboratorio de Plancton (FIMCBOR). Previamente a esto se
prepar6 el equipo para su correcto funcionamiento.

Preparacion de Equipo

Previo a la utilizacion del equipo, se revisoé los reservorios de agua como se
muestran en la Figura 2.1:

‘Sheath tank’, el cual contiene agua destilada que servira para el
transporte de la muestra.

‘Waste tank’, el cual debe estar vacio porque recibird el agua
desechada por el equipo.

Se revisé que el citometro esté conectado al computador. Primero
se encendio el citbmetro y luego el computador, para que el
software instalado en el computador detecte el citdmetro
encendido. Se prendié la bomba que hara circular el agua (con la
valvula de ventilacion) y el laser que medira la fluorescencia en el

citometro del lado lateral derecho del aparato.
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Figura 2.1 Panel de Fluidos del citometro de flujo Benton Dikinson FACSort

2.4.1. Calibracién del Citobmetro
Para analizar microalgas se utilizé un flujo medio de agua (30 a 40

pL /min). Para medir el flujo colocamos 1 mL de agua destilada en
un vial de 5 ml y se lo dejé correr por 10 minutos en el puerto de
inyeccion de muestra como se indica en la Fg. 2.2.

Con el fin de que el flujo se encuentre acorde a la medicion que
vamos hacer, se deben consumir de 300 a 400 pL en los 10
minutos. Si el flujo estaba mas bajo, se aflojé la perilla que permite
el paso del flujo ubicada en la parte lateral derecha del equipo y
girarla al sentido contrario de las manecillas del reloj. Si el flujo
estaba mas alto se giraba la perilla en sentido de las agujas del
reloj.
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ocxseon FACSort

Figura 2.2 Ubicacién del vial de muestras en el citbmetro de flujo

2.4.2. Uso del Software
Se ejecuto el software CELLques que identificara el citbmetro y

nos dirigimos a la pestafia “Acquire”. Nos conectamos con el
equipo en la opcién “Connect to Cytometer” y aparecié una
ventana comando “Acquisition Control” que nos permitié correr las
muestras.

En la Ventana File vamos a la opcién Open y seleccionamos la
configuracion para medir fluorescencia (en nuestro caso fue
ADQ_Fluor), esta configuracidon es la que nos permitié6 observar
los pardmetros que determinemos para la medicion. Se nos abrio
una ventana con los graficos que mostraran las mediciones de
fluorescencia y tamafio. Abrimos la pestafia “Parameter and
Description” que nos permitié guardar los datos que estabamos
analizando con las diferentes variables.

En la seccion “Cytometer” abrimos la pestana “Instrument Seting”,

donde se selecciond la configuracion que nos permitio medir los
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umbrales o rangos de luz en la cual se meden las células. Luego
abrimos todas las demas pestafias:

- “Detector Amp.”, nos indica el voltaje de los parametros que se
mide, FSC: tamafio interno y SCC: tamafio externo de la célula;
FI1: tamafio promedio, FI2H: Ficoeritrina en un rango de luz de 480
a 580 y FL3H: clorofila en un rango de 600 a 700 dentro del
espectro visible.

-“Status” nos indica el estado del equipo mostrando cuando esta
listo para correr la muestra.

-“Threshold” nos permite manipular las variables que se estan

midiendo.

Andlisis citométrico con muestras de microalgas

2.5.1. Preparacion de Beads
Se utilizaron beads de 1y 3 um. Se prepararon en viales de 5 mL:
en 1 ml de agua destilada se colocé 1 ml de beads de 1y 3 umy

se mezclaron en un vortex.

2.5.2. Preparacion de la Muestra
Se utilizé 500 ul de muestra y se colocaron 1 ml de beads de 1y 3

um de beads, se mezclaron en el vértex a una velocidad media, la

cual tiene como finalidad no dafar a las células.

2.5.3. Corrida de los Beads
Los beads previamente preparados se insertaron en el puerto de

inyeccion del equipo, verificando que la palanca quede en posicion
para correr. En el panel de control de fluido se seleccion6 “MED”
para un flujo medio y en el panel de ejecucion se giré la perilla
hasta “DRAIN” para sacar las burbujas que se hayan formado.
Luego se posiciono la perilla hasta “RUN” para correr los beads

como se muestra en la Fig 2.3.



25

En el computador enla ventana “Acquisition Control” y se
seleccion6 ‘Ejecutar’ para que se empiecen a analizar los beads.
En la ventana de graficos se observaron las tendencias y el
tamafo de hasta donde se podra analizar las células. Se dej6
correr los beads por un minuto y se guardaron en la ventana

“Parameter and Description”.

FLL W B STANDBY

B BACK
FLUSH

Figura 2.3 Perilla de Mando del Citémetro

2.5.4. Corrida de Muestra
La muestra previamente preparada se insertd en el puerto de

inyeccion del equipo, verificando que la palanca quede en posicion
para correr la muestra; en el panel de control de fluido se
seleccion6 “MED” para un flujo medio y en el panel de ejecucién
se gir6 la perilla hasta “DRAIN” para sacar las burbujas que se
hayan formado. Luego se posicioné la perilla hasta “RUN” para

correr la muestra.

En el computador en la venta “Acquisition Control” y se seleccioné
‘Ejecutar para que se empiece a analizar la muestra. En la
ventana de graficos se observaron las poblaciones de células de
acuerdo a su fluorescencia y tamafio. La muestra se dejo correr
por 5 minutos y se registr6 o se guardé en la ventana de

“Parameters and Description”.
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2.5.5. Sorting Celular
Para separar las diferentes poblaciones de microalgas, en los

graficos mostrados por el software se seleccioné las regiones que
se iban a separar y en la seccion de “Cytometer” vamos hasta la
pestafa “Sort Setap”. Se abrié una nueva ventana que nos permitio
aislar las diferentes regiones seleccionadas. En la pestafia “Sort
Gate” se selecciond la region, en la ventana “Sort Count” se eligié
el nimero de células que fueron separadas. Se ejecutd y la muestra

empezd a correr.

Las muestras aisladas salieron por el panel de sorting como se
muestra en la fig. 2.4. Aqui se pueden aislar hasta tres distintas

regiones al mismo tiempo de una misma muestra.

En el caso de que solo funcione una via de aislamiento: Para evitar

que dos regiones se mezclen en el sorting se hizo pasar
aproximadamente 5 mL de muestra de la regién en un tubo falcon y
esta se desecha. Se hizo pasar el resto de la region, lo que admitio
que restos de la regidn anterior sean evacuados y no se mezclen

con la nueva regién que se esta aislando.

Figura 2.4 Panel de salida de las regiones aisladas de la muestra principal
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Limpieza del Equipo
Para limpiar el equipo se utilizé etanol diluido. Se lo hizo correr

acelerando el flujo de inyeccion de la muestra. Para limpiar los
residuos de etanol se hizo otro corrido con agua destilada. En la
pantalla de graficos y en la ventana de “Counter” se mostrara si
hay residuos celulares, mientras menor sea el numero de estas

el equipo estd més limpio.

Procesamiento de Datos en FlowJo 10.1
Los Datos obtenidos del analisis de densidad de poblaciones en

el citometro fueron ejecutados en el software FlowJo en el cual
reconstruimos los gréaficos y procesamos el nimero de células
contados en el equipo. Los graficos se formaron con los
parametros de medicion de clorofila a FL3H y tamafio externo de
la célula SSCH.

2.8 Andlisis de Datos de Crecimiento y conteo celular

Los datos se obtuvieron de cada analisis de citometria que se
hizo, empezamos con un numero inicial de sorting de 10000
células. Luego cotamos después de 5 dias mas es decir a las 10
luego, 20 y 30. Los datos fueron almacenados en Excel y luego
se analizaron mediante un grafico de crecimiento en los dias

contados.
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CAPITULO 3

ANALISIS DE RESULTADOS

Analisis de Citometria de Flujo
Los gréficos utilizados para analizar los datos en el programa FlowJo se

construyeron a partir de Escatergramas o Dot Plot biparamétricos de
densidad que correlacionan el tamario interno de la célula y los rangos
de clorofila a. Cada punto en los dot plot representa una célula, que se
agruparan formando una poblacién que estaran dentro del rango de los
parametros establecidos. Los ejes de cada grafico estan programados
para el conteo del nimero de células presentes en la muestra
dependiendo del tiempo de corrida de ésta, por lo que muestran una

escala exponencial.

En la Fig. 3.1. se muestra el analisis de citometria medido por los
diferentes rangos de clorofila a y tamafio externo de la célula, en el cual
se observan varias poblaciones marcadas por el color celeste. Cada
agrupacion es una cepa diferente de la poblacion inicial que tienen un
rango de luz diferente. En total se marcaron 4 cepas a las cuales se les

hizo un sorting.
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Figura 3.1 Analisis de la poblacién general de microalgas medido por clorofila
ay tamafo externo de las células.

Las cepas que fueron aisladas mediante el sorting se cultivaron en
medio Guillard durante 5 dias para evaluar su crecimiento, observando
gue estas crecieron con normalidad monoespecificamente y sin
presencia de otras cepas. También es posible observar que hay
presencia de ruido el cual estan determinados por el color azul en tono

MAas oscuro.

En la imagen se observa en la parte inferior la tendencia de los beads
donde el punto con el color verde- azul marca para los beads de 1y
tendencia diagonal estan marcados los beads de 3 que no se observan
con intensidad ya que no se dej6 correr el equipo por mas de 5 minutos
ya que los datos que se almacenaban eran demasiado pesados para

ser transferidos a diskets.

La Fig. 3.2.a muestra la cepa aislada la cual se identificé mediante el

analisis morfolégico como Scenedesmus sp. Observamos una
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agrupacion muy marcada con un color que se degrada desde amarillo
hasta turquesa. Aunque se encontro toda la poblacién de esta cepa bien
definida, observamos que los puntos azules oscuros estan dispersos y
no muestran una tendencia de agrupaciones por tanto los denominamos
ruido. En la Fig. 3.2.b se observa el analisis mediante el microscopio de
Scenedesmus sp. luego de 20 dias de cultivo, no se observé presencia

de otros microorganismos.
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Figura 3.2 Andlisis de Scenedesmus sp. distribucion medida por clorofila a
FL3H y tamafio de la célula SSCH
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Figura 3.3 Scenedesmus sp.

La Fig. 3.3.a muestra la distribucion de cepa que se identific6 como Chlorella
sp., medida por los pardmetros de clorofila y tamafio externo de la célula. Se
observa que esta cepa es pequefia en comparacion con las otras. Observamos
una agrupacion bien definida en la parte inferior derecha de la imagen donde
se concentra toda la poblacién. Es posible también observar bien definida la
linea de los beads donde se marcan con colores mas intensos. En la Fig. 3.3.b
se muestra el analisis microscopico de Chlorella sp. después de 20 dias de

cultivo, donde no observo presencia de otros microorganismos.
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Figura 3.4 Distribuciéon de Chlorella sp. medida por clorofila a FL3H y tamafio
externo de la célula SSCH

Figura 3.5 Chlorella sp.

La Fig. 3. 4.a muestra la distribucion de la cepa que se identificO como
Choelastrella sp. En laimagen se observa una pequefia agrupacion en la parte

inferior izquierda que se corrié durante mas tiempo y se marcé una regién bien
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definida que no se pudo procesar como imagen ya que pesaba mas de la
capacidad que se podia guardar en la memoria de los diskets (Unica unidad de
almacenamiento digital que aceptaba este citdmetro). Es importante destacar
gue esta poblacion mostro mas dispersion en cuanto a las imagenes es decir
la macha de color intenso observada era mas grande que en las otras
poblaciones. La Fig. 3.4.b muestra el analisis de Choelastrella sp. en el

microscopio donde no se observa presencia de otros microorganismos.
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Figura 3.6 Distribucién de Choelastrella sp. medida por los rangos de clorofila
a FL3H y tamafo externo de la célula SSCH.
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Figura 3.7 Choelastrella sp.

En la figura 3.5.a se observa la cepa que se identific6 como Dimorphococus
sp., esta cepa se distribuye de una forma peculiar en un rango amplio de
clorofila a. Hay una region bien marcada que se extiende a lo largo de los ejes.
En el momento que se analizaron y contaron casi un millon de células
observamos una poblacionbien marcada. Existe la posibilidad de que hubiese
células mayores a los tamafios que se determiné como rango a marcar por eso
se observa una tendencia a lado de los beads. La Fig. 3. 6.b muestra el analisis
microscoépico de Dimorphococus sp. donde no se observa crecimiento de otros

microorganismos.
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Figura 3.8 Distribucién de Dimorphococos sp. medida por los rangos de
clorofila a FL3H y tamafio externo de la célula SSCH.

Figura 3.9 Dimorphococus sp.
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Se tomaron datos de crecimiento segun desde el cultivo inicial de aislamiento
que fueron los primeros 5 dias, luego 10, 20 y 30. Se contaron el nimero de
células en el citbmetro obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 3.1
donde observamos que el crecimiento fue continuo, es decir la célula a medida

que tenia nutriente no dejo de multiplicarse.

Tabla 0.1 Datos de conteo de células en el citbmetro.

Crecimiento de Cepas Aisladas

Dias/Crecim Scenedesmus Chlorella  Choelastrella Dimorphococus

5 10000 10000 10000 10000
10 22570 24510 23548 21548
15 39854 33854 39123 37245
20 59582 68541 65458 64589
30 152454 185245 165425 114582

Total 284460 626843 303554 247964

Observamos que en el total de células contadas la especie que mas crecié es
Chlorella sp. Con un total de 626843 células/10mL. Esto lo observamos mejor
en la Fig. 3.6 donde se observa claramente los picos de crecimiento, notando

que esta especie es la que tiene los picos de crecimiento tal mas alto.
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Grafico de Crecimiento
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Figura 3.10 Grafico de crecimiento segun los dias monitoreados.

Segun la tendencia de la linea podemos observar que el patrén de crecimiento
es exponencial a lo largo de toda la etapa de crecimiento, esto los
comprobamos si observamos los datos de la tabla 3.1 donde se observa que
hay el doble de crecimiento en los dias de monitoreo. Sin embargo, debemos
recordar que a cada cultivo que se iba realizando se le afiadié nuevo medio de

cultivo por este motivo no se observan caidas en el crecimiento.
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Discusion

La idea basica de contar y medir el tamafio de particulas en solucion inici6é con
el contador Coulter desde los afios noventa [50], pero la propiedad en la que
se basa el principio de este contador es el del volumen celular (el volumen
rodeado por la membrana citoplasmica especificamente), siendo mas usado
por investigadores que estudian el ciclo celular [51]. Aunque el principio de
Coulter fue un desarrollo importante, las variables microbiolégicas que pueden
medirse con el contador Coulter estan realmente limitadas al volumen celular,
y es con los instrumentos basados en la Optica que se revela el poder del

andlisis de la citometria de flujo.

Aunque no fue el caso en este trabajo realizado, cabe mencionar que algunos,
pero no todos, los reactivos usados en la citometria requieren que las células
se fijen o permeabilicen con etanol (70%), formaldehido o glutaraldehido

previamente [39].

La citometria de flujo ha venido usandose en las ultimas décadas para evaluar
poblaciones de microorganismos ya sea para estudios clinicos o
biotecnolégicos [52] [31]. Muchos estudios han dirigido esta tecnologia para la
separacion de cultivos axénicos con fines investigativos o para la produccion
de biomasa. De esta manera nos parecio interesante probar el citbmetro
Bekton Dikinson Fascsort para la produccion de cultivos axénicos utilizando
muestras de aguas residuales donde la presencia de otros microrganismos

como bacterias puede llegar a ser muy alta.

Con el avance tecnoldgico la citometria de flujo comenz6 a abrir grandes
oportunidades a la investigacion de células microscopicas, ya que esta oferta
una excelente técnica para el andlisis de cualquier microorganismo [45] [42]
[38]. El equipo usado en el presente trabajo abre una serie de oportunidades

que se deben aprovechar para la investigacion microorganismos,
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especialmente para microalgas y explotar ese gran potencial de estas

especies.

La citometria de flujo es una técnica alternativa, para estudiar la abundancia y
distribucion del fitoplancton. Esta técnica permite un analisis rapido y enfocado
a la dispersién de luz y florescencia que emiten las células [30]. Muchas de las
técnicas tradicionales son direccionadas a una solo especie y algunas afectan
la viabilidad de otras cepas [53]. Esto dificulta de alguna manera el estudio de
microrganismos cuando se quiere analizar las propiedades individuales de

cada uno.

Las cepas de algas identificadas y separadas por sorting celular en este
estudio presentaron un crecimiento continuo, es decir la viabilidad de estas no
fue afectada. Al igual que en el trabajo de [32] se puedo observar un patrén de
agrupaciones medidas en colores, que con la ayuda de los anticuerpos o
beads que empleamos (clorofilas a y ficoeritrina) se pudo dar un rango en una
serie de colores donde si agrupo cada especie. Todas las cepas analizadas

presentaron clorofila a, no se obtuvieren cepas que presenten ficoeritrina.

Existe una probabilidad alta de que las cepas aisladas mediante citometria
pueden estar igualmente contaminadas con bacterias [37]. Muchas veces las
bacterias superan el nimero de microalgas, y aunque se utiliza la citometria
de flujo para producir cultivos axénicos, es dificil eliminar completamente las
bacterias asociada, ya que, aunque estas se adhieren a la superficie de las
microalgas. A pesar de esto en este trabajo las cepas aisladas no tuvieron
problemas de contaminacién, en un periodo corto de cultivo alrededor de 20
dias. Esto puede ser atribuido a que el clitbmetro fue limpiado de manera

continua con etanol al 90% y agua destilada.

La identificacidon de cepas a partir de un mismo cultivo fue posible y se logré el
aislamiento de cada cepa mediante el sorting celular, como lo muestra el

trabajo de [53]. Mediante un analisis microscépico de morfologia, se aislaron
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4 cepas que se cultivaron por alrededor de 30 dias. [23] en su trabajo validaron
la identificacion y aislamiento de cepas axénicas de especies mediante un

analisis de cepas conocidas.

En el trabajo presentado por [52] se mide el crecimiento celular, la viabilidad
del cultivo y la produccién de biomasa utilizando citometria de flujo y técnicas
tradicionales como métodos visuales, quimicos y basados en fluorescencia.
Obtuvieron grandes resultados con citometria de flujo, que al igual que en este
trabajo los cultivos crecieron de forma exponencial y no se detectaron
presencias de otras cepas luego del sorting celular. Sin embargo, algunas de
las réplicas se lograron contaminar con bacterias, ya que no se contaba con

una camara de flujo laminar para la asepsia adecuada del trabajo.

Las mediciones de concentraciones y diversidad de poblaciones a partir de
una muestra, mediante citometria de flujo resulto ser mas répida y facil, con
menos pasos y menos subjetividad que otros métodos [54]. A pesar de esto,
se deben tener en cuenta la configuracion que se utiliza para realizar las
mediciones y la calibracion del equipo, ya que con un flujo equivocado la
lectura de células mediante el laser puede dar conteos erroneos y
distribuciones que no tengan un patrén establecido y sea dificil interpretar los

resultados.
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Conclusiones

Se logro recolectar muestras de aguas residuales domésticas y de mercados
urbanos, se los cultivd en el laboratorio para identificarlos morfol6gicamente y
luego comparar esos resultados con los analisis por citometria de flujo por

medio de la clasificacion o ‘sorting’ celular.

La produccibn de biomasa de microalgas para la produccion de
ecocombustibles alternativos a combustibles fosiles, compuestos de valor
afiadido (CAVA’s) con aplicaciones quimicas o farmacéuticas y como fuente
de alimento para una poblacion mundial creciente, sigue siendo uno de los
campos mas prometedores biotecnoldgicamente hablando. Sin embargo,
todavia queda mucho trabajo por realizar en investigacion y desarrollo para

seguir descubriendo nuevas cepas de microalgas como fuente renovable.

Desarrollar e impulsar esta nueva técnica no solo para uso de ESPOL, sino
también para recibir muestras externas nacionales e internacionales da un
gran paso para nuevas alianzas interinstitucionales y cooperacion con otras

organizaciones con lineas de investigacion afines.

Se logré disefiar un protocolo para el uso de un equipo nunca antes usado en
Ecuador como lo es el citometro Benton Dikinson FACSort del laboratorio de
fitoplancton de ESPOL, descrito en la metodologia de este trabajo. Los
resultados presentados en este estudio tienen algunas limitaciones de acuerdo

a los parametros utilizados para las mediciones y analisis de poblaciones de



42

microalgas [65] ya que no se pueden detectar células mayores a 3 um por que
se quedan atrapadas en los conductos de flujo. Sin embargo, en comparacion
con los métodos tradicionales de aislamiento y monitoreo de cultivos, esta
metodologia resulta mas eficiente para determinar las tendencias generales

de abundancia de especies y el aislamiento de las mismas.

Se recomienda al momento de usar el citometro de flujo, limpiarlo
adecuadamente, ya que si no se lo hace mostrara densidades de puntos que
dardn una interpretacion inadecuada de las posibles poblaciones de
microorganismo que se encuentren presentes en una muestra. La limpieza se
podria hacer con etanol al 90 o 100% y luego con agua destilada. Importante
el agua destilada después del etanol, ya que este puede dafiar las células que

pasen a través de los conductos en el momento del analisis.
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