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RESUMEN

Las microalgas son de gran importancia en la produccion de sustancias de
interés alimentario, industrial, energético, agronémico, quimico y farmacéutico y la
purificacién de aguas residuales. Estos cultivos son importantes por su versatilidad,;
sin embargo, hasta el momento no se han desarrollado procesos que reduzcan los
costos de produccion, lo cual reduce el interés en producirlas a nivel industrial para
la obtencion de metabolitos secundarios.

El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de acido indol 3-
acético (AIA) exogeno bajo luz azul y blanca en la productividad (g L) de tres
biotipos de Chlorella sp en el Alto Andino Ecuatoriano. Se aplicé la solucién de
trabajo de acido Indol 3-Acetico (AlA) exdégeno durante el periodo de aceleracion
obteniendo un incremento significativo en la multiplicacion celular (g L"), densidad
celular (células mL™") y la obtencion de biomasa.

La irradiacion de los cultivos con luz LED azul generd un desgaste de energia
provocando un declive en el desarrollo celular en los tres biotipos de Chlorella sp.
entre los dias 14 y 18; la irradiacion de los cultivos con luz LED blanca generé un
aumento en el desarrollo celular en los tres biotipos de Chlorella sp. y provocar
desgaste energético.

El maximo desarrollo celular y biomasa se consiguid en el tratamiento AIA
con irradiacion luz LED blanca.

Las microalgas podrian convertirse en la agroindustria del futuro empleando
la biomasa para aprovechar efluentes y residuos de diferentes procesos de la

industria alimentaria como el lactosuero.

PALABRAS CLAVE:
e Chlorella sp.
e Acido Indol 3-Acetico
e Biomasa

e Metabolitos



ABSTRACT

Microalgae are very important for diverse production of substances like
food, industrial, energy, agriculture, chemical and pharmaceutical. Chlorella sp. is
an important product due to their versatility; however, no processes have been
developed to reduce production costs, it means people lost the interest about make
an industrial production to obtain important metabolites.

The objective of this investigation was evaluate the effect of exogenous
indole 3-acetic acid (AlA) under blue and white light on the productivity (g L-1) of
three Chlorella sp. biotypes in the High Andean Ecuadorian. The exogenous Indole
3-Acetic Acid AIA working solution was applied in the acceleration stage obtaining a
significant increase in cell multiplication (g L-1), cell density (cells mL-1) and biomass
production.

The irradiation with blue LED light generated energy wasting causing a
decline in cell development in the three Chlorella sp. biotypes between days 14 and
18; irradiation with white LED light generated an increase in cell development in the
three Chlorella sp. biotypes and did not cause energy wasting. The maximum cell
and biomass production was achieved with the AIA treatment under white LED light
irradiation.

Microalgae could become the agribusiness of the future using biomass to
take advantage of effluents and residues from different processes in the food

industry such as whey.

KEYWORDS:
e Chlorella Sp.
¢ Indol 3-Acetic Acid
e Biomass

e Metabolite



CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Las microalgas han sido conocidas por el ser humano como alimento desde
el siglo XVI, donde probablemente cianobacterias proveniente de los lagos cercanos
eran el principal ingrediente en la elaboracion de panecillos. No fue has 1940
cuando se aisla la primera microalga Chlorella vulgaris y comienzan los estudios
sobre su fisiologia y bioquimica y fue en Alemania alrededor de los afios 40 donde
inicia el estudio de diatomeas (Batista, Gouveia, Bandarra, Franco, & Raymundo,
2013).

Durante los ultimos tiempos el estudio de microalgas basado en sus procesos
de sintesis y sistemas de cultivo a permitido aprovechar su capacidad fotosintética
para generar productos de valor econdmico y convertirse en una fuente
prometedora dentro de la investigacién; los pigmentos, polisacaridos, proteinas y
lipidos extraidos de estos microorganismos son aplicados en la industria,
acuacultura, agricultura, biomedicina, farmacologia, cosmetologia, alimentacién y

energia (Sanchez, 2011).

Dentro de la industria alimentaria crece el interés por la microalga Chlorella sp.
pues de esta se derivan acidos grasos importantes como el omega 3 y omega 6
(Tejeda, Henao, Alvear, & Castillo, 2015). “El mercado de omega-3 obtenido de
microalgas son 3.000 ton/afio, la venta de aceite de microalga con DHA es 140
USD/kg, encabezando los paises productores esta Estados Unidos, China, Portugal
y Australia, las especies son Crypthecodinium cohnii o Schizochytrium limacinum”
(Torrentera & Tacon, 1989).



Ademas, las microalgas poseen proteinas, metabolitos segundarios como
betacaroteno, astaxantina, ficocianina, Iluteina, fucoxantina, terpenoides,

ficoeritrina, betaglucanos y polisacaridos extracelulares” (Espinoza , 2017).

Dentro de los organismos fotosintéticos Chlorella sp. presenta el genoma mas
pequeiio, realiza un papel semejante a las plantas superiores cuando interacciona
con el acido Indol-3-acético mejorando significativamente su crecimiento,
cambiando su metabolismo y produciendo mayor cantidad de lipidos y pigmentos
(Bashan, 2004).

1.2 Planteamiento del problema

“Para el ano 2030 la poblacion mundial habrd aumentado a ocho mil millones, la
demanda de alimento para el ser humano y animales en el futuro dependera del
aumento poblacional, el precio de los granos, factores como seguridad y salud

alimentaria, asi como también del desarrollo del medio ambiente” (Enzing, 2014).

En el pais existe una sobre explotacion de tierras fértiles para cultivos primarios
y un abandono de tierras erosionadas; el crecimiento y desarrollo de las industrias
crean la necesidad de una mayor producciéon de compuestos bioactivos lo que
implica desgastar mas la tierra sin darle el tiempo necesario para regenerarse
(Asuthkar, Gunti, Rao, & Yadavalli, 2016).

Segun estudios sobre huella ecoldgica, “entre 4 a 7 afios la poblacién necesitaria
1,5 Tierras para satisfacer sosteniblemente la demanda de materias primas, tierras
de cultivo y agua. A largo plazo, la Tierra no nos va a dar mas crédito, cada dia se

consume mas y mas rapidamente” (Jager, 2015).



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del acido indol-3-acético (AlA) en la productividad de
biomasa de tres biotipos de microalgas andinas del género Chlorella sp. bajo,

diferentes condiciones de luz en laboratorio.

1.3.2 Objetivos especificos
e Evaluar la productividad de biomasa de tres biotipos de Chlorella sp.
aplicando &cido indol-3-acético (AlA) bajo condiciones de luz blanca y azul.
e Construir las ecuaciones lineales para determinar densidad celular de tres
biotipos de microalga Chlorella sp. aplicando acido indol-3-acético (AlA) bajo

condiciones de luz blanca y azul.

1.4 Justificacién

Las microalgas presentan alta importancia comercial en el sector alimenticio,
industrial y energético; caracterizados por producir pigmentos, polisacaridos,
proteinas y lipidos (Sanchez, 2011). Su cultivo se desarrolla en corto tiempo y se
pueden utilizar tierras erosionadas evitando competir con la produccién de
alimentos (Medipally et al., 2015 Tate etal, 2013 Wijffels y Barbosa,
2010).

Al ser organismos unicelulares tienen una mayor capacidad de crecer y generar
biomasa superando a las plantas superiores, no presentan estructuras
reproductoras que retrasen o limiten su rapida duplicacion celular (Lissarrague,
Baeza, & Sanchez, 2010). Presentan un aparato fotosintético que lo vuelve rico en
pigmentos y acidos poliinsaturados de cadena larga. “Generan productos de alto
valor, como carotenoides, luteina, astaxantina, captan CO2 y asimilan nitrégeno y
fuente sostenible de biocombustibles y biofertilizantes” (Alvear , Castillo, & Henao,
2011).



La microalga Chlorella sp. al igual que las plantas, cuando interactia con
promotores vegetales de crecimiento (hormonas) como las auxinas desarrollan
varios cambios fisiolégicos mejorando su crecimiento y cambiando su metabolismo,
lo cual favorece la produccion acelerada de los cultivos con un aumento significativo

de biomasa (Alvear , Castillo, & Henao, 2011).

Dentro de la industria, el uso de técnicas convencionales retarda los procesos e
imposibilitan el aumento en la generacion de bioproductos; la aplicacion de auxinas
permitird un aumento significativo en la produccion de metabolitos segundarios,
optimizacién del proceso, reduccion de tiempos y costos, resultando en un aumento
de la productividad (Liu, Qiu, & Song, 2016).

El fin de este estudio es la evaluacion del efecto del acido indol -3 acético (AlA)
exdgeno en la productividad de 3 biotipos de Chlorella sp. con el objetivo de mejorar

la produccion de estos microorganismos de interés comercial.

1.5 Hipotesis
Ho: La aplicacion de &cido indol 3-acético exogeno (AlA) exdgeno, no
incrementa la productividad de biomasa de tres biotipos de Chlorellas andinas

del Ecuador.

Hi: La aplicacién de acido indol 3-acético exdgeno (AlA) exdgeno, si incrementa

la productividad de biomasa de tres biotipos de Chlorellas andinas del Ecuador.



CAPITULO Il

REVISION DE LITERATURA

2.1  Microalgas

Son microorganismos unicelulares eucariotas que contiene pigmentos
fotosintéticos, se desarrollan de modo autotréfico o heterotréfico (Gonzales, 2015),
su pared celular delimita sus organelos internos y esta compuesta de una estructura
fibrilar formada de celulosa, hemicelulosa, quitina, ademas de macromoléculas
como proteinas, pectina y peptidoglicano” (Guaman Burneo & Gonzéales Romero,
2016).

Existen dos grupos de microalgas eucariotas y procariotas. Al grupo de
procariotas pertenecen las cianoficeas y procloréfitas, estas se caracterizan por la
ausencia de organelos con membrana y el ADN ubicado en una molécula circular
localizada en el citoplasma. En el grupo de las eucariotas se encuentran cloroficeas,
crisoficeas, caracterizadas por tener su pared celular conformada de polisacaridos
y organelos con membrana celular y el nucleo en donde se encuentra el material

genético (Guaman Burneo & Gonzales Romero, 2016).

Figura 1. A) Célula procariota (Arthrospira platensis), B) Célula eucariota (Chlorella Biotipo



2.2 Chlorella sp.

Chlorella sp. Alga unicelular de coloracion verde y cuyo habitad es el agua dulce,
posee una forma esférica y puede estar agrupada en colonia. Una de sus
caracteristicas es la de presentar grandes cantidades de vitamina C y E ademéas de
beta-carotenos, clorofila, hierro, calcio, 10 de los aminoacidos esenciales y 9 de los
complementarios, también se caracteriza por su alto contenido de proteina llegando
hasta un 70%. Su reproduccion se realiza por ruptura de la pared celular para liberar
las esporas generadas dentro de la célula madre. (Guaman Burneo & Gonzales
Romero, 2016).

2.2.1 Clasificacion taxonomica Chlorella sp.

Tabla 1
Clasificacion taxonémica de Chlorella sp

Reino: Protista
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Chlorococcales
Familia: Oocystaceae
Género: Chlorella

TOMADO DE Alvear , Castillo, & Henao, 2011)

2.2.2 Morfologia de Chlorella sp.

Chlorella sp. Son células esféricas con un diametro que oscila entre 2 a 10 pm,
el contenido interno limitado por una pared celular compuesta por una fraccién
soluble de hemicelulosa y una rigida de glucosamina (Hubert, Ricochon, Linder, &
Muniglia, 2017).



En su citoplasma se alberga el nucleo, cloroplasto, aparato de Golgi, vacuolas,
minerales, proteinas solubles y agua. El aparato respiratorio se constituye por una
doble capa de membrana, parte del material genético se encuentra dentro de la
mitocondria. Posee un cloroplasto con forma de copa que presenta una membrana
de doble envoltura compuesta de fosfolipidos. Dentro del cloroplasto se encuentran
piretroides que presentan altos niveles de la enzima rubisco. Ademas, el cloroplasto
presenta tilacoides fusionados, conde se genera la sintesis de clorofila. (Safi, Zebib,
Merah, Pontalier, & Vaca, 2014).

Chloroplast

Membrane —

Mitochondria k

Figura 2. Estructura celular de Chlorella sp.
Tomado de, Arce , 2009)

2.2.3 Reproduccién de Chlorella sp.

Manifiesta una reproduccion asexual por mitosis. En la fase de maduracion, se
forman dentro de la madre 4 hijas que poseen una pared celular. Luego de la
maduracién se rompe la pared celular de la madre por parte de las células recién
formadas para liberarlas y los restos de la madre son utilizados por las hijas como
alimento (Safi, Zebib, Merah, Pontalier, & Vaca, 2014).



2.2.4 Chlorella sp. Porcentaje de peso seco total
Chlorella sp. por su alto porcentaje de lipidos y proteinas se esta utilizando en
la elaboracién de biodiesel y en la alimentacién tanto humana como animal Chlorella
Sp. en peso seco posee:
e Proteina del 51-58%
e Grasas del 16-40%
e Carbohidratos del 12-17%
e EI 10% restante estd compuesto por; minerales, acidos nucleicos,
pigmentos y otros componentes considerados menores. (Ramirez
Renddn, & Vélez, 2013).

2.2.5 Nutricion de microalgas
La clasificacion de las microalgas segun estrategias metabdlicas es la siguiente:

o Fotoautotrofas: Utilizan la luz para generar energia, el carbono lo
obtienen del COz, con esto producen ATP e hidratos de carbono (Guaman
Burneo & Gonzales Romero, 2016).

o Fotoheterotrofas: La energia es obtenida a partir de la luz y la fuente de
carbono proviene de compuestos organicos. (Gonzéles, 2015).

o Mesotroficas: Presentan para su desarrollo procesos autétrofos vy
heterétrofos, su energia proviene de la luz solar y material organico, el
carbono es obtenido de materia organica y CO2, un ejemplo de estas es
la Spirulina platensis (Gonzéles, 2015).

. Heterdtrofa: La luz no es indispensable para su desarrollo, el carbono y
la energia se obtienen de compuestos orgénicos, un ejemplo de estas es

Chlorella protothecoides (Gonzales, 2015).



2.2.6 Procesos fisioldgicos
2.2.6.1 Fotosintesis en microalgas
Mediante este proceso las microalgas con ala energia luminica y a partir de
materia inorganica sintetizan materia organica. La importancia de este proceso se
encuentra en la introduccion de nutrientes a las cadenas tréficas de los ecosistemas,
lugar en donde la materia orgédnica es utilizada como alimento para otros

organismos (Ruiz, 2011). El proceso fotosintético se realiza de la siguiente manera:
6H,0+6CO,+Energia Luminica—CgH;,04+60, (Formula)

El proceso tiene dos fases: Luminosa y oscura

2H,0 2 NADPH, co,
DI R .. |@
reactions reactions
o 3ATP (CHg9)
Carbohydrates

Figura 3. Fase Luminosa y oscura de la fotosintesis.
Tomado de Masojidek, Torzillo, & Koblizek, 2013).

2.2.6.1.1 Fase luminosa

La luz compuesta por fotones es captada por la clorofila y los Carotenoides,
mismo que se ubican dentro de los cloroplastos para ser conducidos a los
fotosistemas | y Il. Al pasar los electrones por estos sistemas se produce el ATP
junto con NADPH necesarios para que el CO2 sea asimilado. En el fotosistema Il
los electrones se encargan de disociar la molécula de agua obteniendo como

resultado oxigeno molecular (Lissarrague, Baeza, & Sanchez, 2010).
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2.2.6.1.2 Fase oscura Ciclo de Calvin

Fase en la cual la energia captada se utiliza para la reduccion del CO:z en
hidratos de carbono, para esto se emplea la cantidad de 8 fotones por molécula de
CO2, ATP y NADPH que se produjo en la fase luminosa. En esta fase el ciclo de
Calvin actia junto con las reacciones de la fase luminosa, en la cual la
transformacion del CO2 gener6 glucosa u otros compuestos.
Las cuatro fases del ciclo de Calvin son:

1) Carboxilacion

2) Reduccion

3) Regeneracion

4) Produccion

Fase de carboxilacion, donde se agrega azucar al COz, ribulosa-bis-P (bifosfato
de ribulosa), y se forma dos moléculas de glicerato-P (fosfoglicerato). La produccién
estd caracterizada por Carbohidratos, &cidos grasos, aminoacidos principales
productos de la fotosintesis, en el proceso de fotosintesis también se pueden formar
otros productos, esto esta ligado al contenido de nutrientes del medio, CO2 y O2
(Masojidek, Torzillo, & Koblizek, 2013).

—
(" Ribulose-P )
p. /

(ATP (€ombination of\

Cy-, Cye, Gy

ADP Cs-and C,

- ~ phosporylated
( Ribulose-bis-P) \__ sugars J

®[F@ \@

Lipids | g (" Glycerate-P ) (' Hexose-P ) =3 Garbohydrates|

mino acids| N\
ATP (iv)
o) <
) ADP [NADPH, naDP

(Glycera!e-ms-;"- \/ :E-cheraldehyue—b\.
T h. J
H A, |3C products

/? (Triose-P)
Figura 4. Ciclo de Calvin i) Fase de carboxilacion, ii) Fase de reduccién, iii) Fase de
regeneracion, iv) Fase de produccion
Tomado de (Masojidek, Torzillo, & Koblizek, 2013).
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2.2.6.1.3 Foto-respiracion

Es un proceso contrario a la carboxilacion que se da dentro del ciclo de Calvin,
aqui el carbono organico es transformado en CO: sin obtener ganancia metabdlica
alguna. La enzima rubisco trabaja como oxigenasa catalizando la reaccion que se
genera entre el CO2 y el bifosfato de ribulosa de esta manera de forma el
fosfoglicolato. Luego de la desfosforilacion el glicolato se transforma en serina, CO:2
y amoniaco. De las concentraciones Oz y CO:2 depende la fotorespiracion. Para
disminuir los efectos de la fotorrespiracion y mejorar los rendimientos en la
poblacion de microalgas es necesario contar con alta irradiacion luminica baja
concentracion de CO: y un elevado nivel de Oz, asi podemos estimular el proceso.
(Masojidek, Torzillo, & Koblizek, 2013).

2.2.6.1.4 Pigmentos fotosintéticos

Clorofila: Principal pigmento encargado de la transformacién quimica de la
energia luminica captada. La clorofila se encarga de absorber la longitud de onda
de color azul (400 a 500 nm) y rojo (650 a 700 nm). “Las clorofilas a, b y ¢ absorben
la luz de dos bandas predominantes de luz, azul o verde-azul (450 a 475 nm) y rojo
(630 a 675 nm)”. Dentro de la clorofila se da la reaccion del complejo pigmento-
proteina caracteristico de los organismos autétrofos. Los pigmentos denominados
antena o accesorios que se encuentran en la clorofila b y ¢ extienden los rangos de

absorcion luminica (Masojidek, Torzillo, & Koblizek, 2013).

Carotenoides: Estos tienen un rango de absorcién luminica que oscila entre
400 a 500 nm, lo que resulta en la apreciacion del color amarillo-anaranjado. Los
carotenoides se dividen en; a-caroteno, [-caroteno y luteina, zeaxantina,
fucoxantina, peridinina que pertenecen a las xantofilas. Estos tienen funciones
varias dentro del proceso fotosintético, entre ellas es la recoleccion de la luz y la
transferencia a la clorofila , ademas estas moléculas generan la proteccion
indispensable contra la irradiacion luminica excesiva (Masojidek, Torzillo, &
Koblizek, 2013).
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2.3 Parametros para el cultivo de microalgas

Como parte fundamental se debe considerar la luminosidad, los nutrientes,
salinidad, temperatura y aireacion, se debe tener en cuenta los rangos 6ptimos de
tolerancia, y factores ambientales que cada especie de microalga posee (Sorgeloos,
1996).

2.3.1 Nutrientes (Medio de cultivo)
2.3.1.1 Carbono

Principal compuesto dentro de la biomasa que contribuye a la formacion de los
compuestos organicos, el 65% del peso seco esta constituido por él. La baja
presencia de nutrientes tales como nitrégeno o fosforo producen un incremento en
el carbono presente en la biomasa. Las microalgas toman el carbono en su forma
inorganica del CO:2 que reacciona junto con el agua (H20) (Markou, Vandamme, &
Muylaert, 2014).

2.3.1.2 Nitrégeno
Su presencia dentro de la biomasa puede variar del 1 al 10%. La deficiencia de
nitrogeno puede decolorar las células debido a que la clorofila se ve disminuida
aumentando los carotenoides. Al medio de cultivo se suministra habitualmente

como amonio (NH4*) y nitrato (NO3’)

El nitrégeno es un elemento importante en la produccién de biomasa en
microalgas. La deficiencia de nitrégeno en el medio de cultivo puede generar
decoloracion de las células debido a la disminucién de clorofila y al aumento de
carotenoides. El nitrdgeno en el medio se suministra por lo general como nitrato
(NO3’) y amonio (NHa4*), el pH se ve disminuido de manera significativa cuando el

amonio es utilizado como fuente de nitrogeno (Richmond, 2004).
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2.3.1.3 Fo6sforo

Mineral indispensable para el desarrollo de varios procesos dentro de las
microalgas tales como la sintesis de acidos nucleicos (ADN) y la transferencia de
energia. El fésforo se utiliza preferentemente en forma de fosfato (PO4?%). Las
microalgas contienen menos del 1% de fésforo, sin embargo, este es un limitante
dentro del cultivo, ya que tiene funciones metabdlicas y es utilizado en el
almacenamiento de energia e inclusive en la estructura celular, material genético
(Borowitzka, 2018). Si se suministra de manera externa afecta en especial el

contenido graso y de hidratos de carbono de la biomasa (Richmond, 2004).

2.3.1.4 Macro y micronutrientes

Dentro de la nutricibn en microalgas a mas del C, N y K son micronutrientes
importantes el Na, Fe, Mg, Ca y en menor cantidad S, B, Cu, Mn, Zn, Mo, Co, Se,
Fe, estos se ven reflejados en la composicién basica de las microalgas. Estos
elementos actian en muchas de las reacciones enzimaticas que intervienen en la
biosintesis (Richmond, 2004). Un elemento esencial es el magnesio para la fijacion
del carbono y las reacciones de ATP como en procesos enzimaticos, el contenido
de magnesio en microalgas se encuentra entre el 0.35% al 0.7 %. El calcio requerido
en la construccién de la pared celular y en la division celular, esta presente entre
0.2 a 1.4 % (Markou, Vandamme, & Muylaert, 2014).

2.3.2 Luz

Al igual que las plantas las microalgas también utilizan la “radiacion foto
sistémica activa (PAR)” de amplitud de onda de 400 a 700 nm con la finalidad de
efectuar el proceso fotosintético. La luz azul con una longitud alrededor de 400nm
posee mas energia que la luz roja con una onda aproximada de 700nm (Masojidek,
Torzillo, & Koblizek, 2013).

El desarrollo de las microalgas es directamente proporcional a la densidad de

flujo que presentan los fotones fotosintéticos (PPFD), si los niveles son bajos la
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produccién de oxigeno aumenta mientras que si superan (100 yumol quantum m~?2
s~ 1) la producciéon de oxigeno disminuye a este fendbmeno se lo denomina
“saturacion de luz en la fotosintesis”. La intensidad luminica en el cultivo de
microalgas interviene con la densidad celular y el volumen de biomasa. (Masojidek,
Torzillo, & Koblizek, 2013).

2.3.3 Potencial de hidrégeno (pH)

Los cultivos de microalgas en su mayoria se desarrollan con un pH entre 7y 9,
esto regula el carbono y su biodisponibilidad y afecta las presencias de metales
traza, nutrientes para el desarrollo de niveles extremos de pH (mayores all9
afectan la fisiologia del proceso fotosintético (Surindra & Verma, 2018). Si estos
parametros me manejan de forma inadecuada se puede llegar a la interrupcion de

los procesos de Division celular (Sorgeloos, 1996).

El pH se puede recular con la aireacion o adicion de CO2, La fotosintesis genera
el aumento de pH gracias a la acumulacion de OH"y la disminucion del CO:2 disuelto,
(Ruiz, 2011). El pH afecta principalmente la disponibilidad de nutrientes debido a
sus constantes acido-base, el aumento de pH ocasiona la precipitacion de fosforo y

eliminacién de nitrogeno como amoniaco (Lores, 2015).

2.3.4 Aireacién

Permite la homogenizacién de los nutrientes evitando la sedimentacién, facilita
el intercambio de gases y homogeniza la captaciéon de luz dentro del cultivo
(Sorgeloos, 1996). Se debe considerar el volumen de oxigeno disuelto, puesto que
las altas concentraciones de este gas pueden disminuir la accion de fijacién del
carbono de la enzima rubisco, esto activara el proceso de foto-respiracion (Ruiz,
2011), Al suministrar aire mediante burbujeo se puede asegurar el suministro de
CO2, la activacion del oxigeno fotosintético y asi evitar que el cultivo se sobresature

de oxigeno (Garcia, 2014)
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2.3.5 Salinidad

Las microalgas en su mayoria se desarrollan de mejor manera en condiciones
de salinidad menores a las de sus habitats naturales, salinidad entre20 a 24 g L*es
Optima para el desarrollo normal de las microalgas de origen marino (Sorgeloos,
1996)

2.3.6 Temperatura

Las microalgas toleran temperaturas ente 16 y 17 °C, a temperaturas inferiores
a 16°C su crecimiento se ve afectado y las temperaturas superiores a 35°C son
letales para la mayoria de especies (Sorgeloos, 1996). Este es un factor de suma
importancia dentro del proceso fotosintético, ya que fija el carbono (CO2) (Garcia,
2014).

2.4Fases de crecimiento
2.4.1 Fase de adaptacion

Esta es una fase de adaptacion, asi también se la puede llamar, en esta al cultivo
le afectan factores varios como iluminacién, pH y temperatura, lo que puede

ocasionar lentitud en el desarrollo inicial (Arredondo & Voltomina, 2007)

2.4.2 Fase de aceleramiento
Los componentes estructurales se desarrollan secuencialmente iniciando por el
ARN (&cido ribonucleico) y proteinas que generan el desarrollo celular y al final

aumenta la concentracion celular (Arredondo & Voltomina, 2007)

2.4.3 Fase exponencial

En esta fase el crecimiento y Division celular llegan a su maxima expresion, y
se mantienen constantes debido a que no estan presentes factores limitantes
(Arredondo & Voltomina, 2007). Zhang, Amendola, Hewson, Sommerfeld, & Hu, en
el 2012, pudieron apreciar que durante la fase exponencial las microalgas de
Chlorella zofingiensis presentaron un diametro menor al de otras etapas en 3
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micrémetros (um), pero con un rendimiento en peso seco 10 veces mayor al de otra

etapa.

2.4.4 Fase de desaceleracion

Caracterizada por la menor disponibilidad de nutrientes generando condiciones
inadecuadas para el Ooptimo desarrollo del cultivo, la Division celular se ve
disminuida gracias a una elevada concentracion de individuos (Arredondo &
Voltomina, 2007)

2.45 Fase estacionaria
Aqui la biomasa no presenta cambios relevantes, la mortalidad al igual que la
natalidad son similares, esto se debe a alteraciones en factores como iluminacion,

pH, o la no disponibilidad e algun nutriente (Arredondo & Voltomina, 2007)

2.4.6 Fase de muerte

Esta fase se deriva por la carencia en la disponibilidad de nutrientes, provocando
lisis (muerte celular), en esta etapa existe una marcada disminucién de la biomasa
(Arredondo & Voltomina, 2007).

I Fase de muerte
Fase estacionaria

\ Fase de

crecimiento
exponencial

¥ os

0.2 - Fasede
latencia

0,1 ¢, /

[4) S 10 15 20
tiempo ——>

Figura 5. Fases del crecimiento celular en
microalgas.
Tomado derredondo & Voltomina, 2007).
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2.5Manejo del cultivo
2.5.1 Control de contaminacion

Se debe tomar muy en cuenta el evitar que otros organismos como bacterias
interrumpan los procesos fisiolégicos del cultivo de microalgas. Para ese efecto se
puede afadir un sustrato como glucosa y si no se cuenta con esta sacarosa o
peptona en una concentracion p/v del 1-2%, o utilizar agar-agar (15 mil mg L?). Los
cultivos se deben incubar durante 24 horas hasta 2 semanas cuando presentan una
contaminacion por bacterias se observan colonias. Es muy importante revisar la

pureza del cultivo con esta técnica (Arredondo & Voltomina, 2007)

En un adecuado control de microorganismos se puede usar antibioticos para
bacterias o antimicéticos para hongos, generando asi un efecto selectivo, se puede
implementar penicilina (100 mg/L) o Sulfato de gentamicina (25 mg/L) para varias
especies de microalgas. En Chlorella sp. existe una bacteria Vampirovibrio
Chlorellavorus que es predadora la cual se puede controlar al exponerla durante 15
minutos a un pH menor a 3.5 con 0.5 g / L de acetato previamente tratado con acido

clorhidrico (Ganuza, Sellers, Bennett, Lyons, & Carney, 2016)

2.6 Promotores de crecimiento vegetales

Las fitohormonas son moléculas de bajo tamafio y trabajan como mensajeros
guimicos coordinando procesos celulares en hongos algas y plantas. Los
promotores de crecimiento son sistemas de biosintesis producidos por
fitohormonas, aqui podemos encontrar a las citoquininas, etileno, auxinas, acido
abscisico y giberelinas cuyo papel fundamental en microalgas no esta definido

completamente (Lu & Xu, 2015).

Las fitohormonas son de presencia enddgena en varias microalgas (Luy Xu,
20157 Tarakhovskaya et al., 2007), pero poco se conoce referente a su funcién
y la adicién de las mismas, como reguladores de crecimiento tienen positivos

efectos como por ejemplo, Czerpak et al., 19947 Hunt et al., 20107 Piotrowska
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y Czerpak, 20092 observaron que al aplicar auxinas exdgenas al igual que
citosinas, estas estimulan el desarrollo, incrementando el peso fresco y en el

namero de pobladores de Chlorella pyrenoidosa o Chlorella sorokiniana.

2.7Acido indol 3-acético (AlA)

Es una fitohormona que se encuentra involucrada en varios procesos
fisioldgicos tanto en plantas como en algas, division celular, biosintesis de etileno,
crecimiento, es una auxina natural con presencia en algas del género Chlorella y
Scenedesmus y plantas vasculares, con una concentracion menor en algas verdes

cuando las comparamos con plantas (Piotrowska & Bajguz, 2014).

Las auxinas trabajan directamente en la divisiébn celular, al igual que en la
transicion de estado latente a estado activo, ademas de estimular la respiracion, el
acido indol 3-acético (AIA) y el acido indol 3 butanoico (IBA) son las auxinas en
microalgas, el AlA permite la sintesis de glucosa, acidos nucleicos, cloroplastos,

oligosacaridos y proteinas (Xingfeng, Bartocci, Yunjun, Fantozzi, & Yan, 2018).

2.7.1 Efecto de Auxinas en microalgas

Intervienen en el metabolismo y crecimiento de las microalgas, con bajas
concentraciones influye en el aumento de biomasa al igual que estimulan la fijacion
de grasas y la sintesis de proteinas y pigmentos en microalgas (Xingfeng, Bartocci,
Yunjun, Fantozzi, & Yan, 2018)

Las auxinas estimulan la sintesis de proteinas en Chlorella pyrenoidosa y el
contenido de clorofila ay b. La aplicacion de AlA en el cultivo de C. vulgaris permitio
evidenciar un aumento significativo en la multiplicacién celular (Antoun, Bashan, &
de-Bashan, 2008)
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Segun (Piotrowska & Bajguz, 2014) “las auxinas tienen un efecto mediado por
enzimas secuestradoras en las especies reactivas de oxigeno (ROS)” y esto
responde a la existencia de hormonas endogenas (Acido indol 3-acético) lo cual
aumenta su actividad, esto puede estar relacionado al proceso de organogénesis,
el peroxido de hidrogeno (H202) al igual que el ROS estan controlados mediante
“la maquinaria celular antioxidante” que controla las auxinas exdgenas, esto genera
respuestas fisioldégicas en microalgas tales como la produccién de metabolitos y la
Division celular, sin embargo enfatiza en que esta hipétesis debe ser validada

utilizando herramientas moleculares

2.7.2 Rutas biosintéticas de las auxinas en microalgas

Stirk, y otros en 2014 valoraron auxinas endogenas en Chlorella minutissina
detectando la presencia de triptéfano (TRP), y (ANT) precursor antranilato, con
concentraciones elevadas, esto permite creer que hay una via dependiente de
triptéfano (TRP) en Chlorella minutissina. TRP se caracteriza por ser un precursor
en las vias biosintéticas siendo un compuesto de defensa y generador de proteinas

en plantas vasculares.

CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién del lugar de investigacién
3.1.1 Ubicaciéon Geografica

Este estudio fue efectuado en la provincia de Pichincha, canton Rumifiahui,
parroquia San Fernando, en las instalaciones del laboratorio de Acuicultura y

Recursos acuéticos de la Carrera de ingenieria Agropecuaria IASA |, Hacienda
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el Prado, localizada geogréaficamente en las coordenadas UTM WGS 84 ZONA
17 SUR M 787833.19 m E, 99957478.26 m S.

3.1.2

Laboratorio de acuacultura y
recursos acuiticos 1ASA 1

Figura 3. Ubicacion laboratorio de acuacultura y recursos acuaticos IASAl

Tomado de Google maps, 2018

Condiciones ambientales

El desarrollo de este estudio se efectué a 19 + 1°C. (Arce , 2009)

3.2
3.2.1

Materiales

Materiales de laboratorio
Alcohol 75%

Algodon

Asas de siembra

Botellas de vidrio

Espatulas

Filtro de jeringa 0.22 uM
Frascos de tapa rosca de 100 ml autoclavables
Galones de plastico

Gasa

Gradillas

Lamparas led color azul 18W

Lamparas led color blancas 18 W



- Libro de campo

- Llaves de aireacion para pecera
- Mangueras de pecera

- Masking

- Matraces Erlenmeyer 500ml

- Mechero de alcohol

- Micro pipetas de 1 ml

- Papel aluminio

- Papel de cocina

- Pipetas de 1ml

- Puntas azules para pipetas de 1 ml
- Purificador de aire

- Refrigeradora

- Tubos de ensayo de 10 mi

- Tubos eppendorf 1.5 ml

3.2.2 Materiales Bioldgicos
Cepas de microalgas Chrorella Biotipo 1, Biotipo 2 y Biotipo 3, del Laboratorio

de Recursos Acuaticos y Acuicultura de la ESPE.

3.2.3 Equiposy programas
- Autoclave ALLAMERICAN 25X-1
- Balanza electrénica (M-220D)
- Camara de flujo laminar
- Camara de neubauer
- Centrifuga MX 8624
- Espectrofotbmetro (Termo spectronic génisis 20)
- Espectrofotdmetro HANON UV
- Estufa esterilizador MM MEDCENTER
- Microscopio 6ptico

21
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- Microscopio 6ptico

- Motor doble salida (Acuario)
- Potenciometro HANNA

- Purificador de aire

- Refrigerador

- Refrigeradora

- Vortex

3.2.4 Reactivos

- Agua esterilizada

- Nitrofoska foliar (30-10-10)

- Acido indol-3-acético (AIA) Sigma-Aldrich

- Etanol absoluto
3.3 Métodos
3.3.1 Crecimiento de microalgas

Se tomo varias colonias de inéculos aislados del biotipo 1, 2 y 3 con el asa de

siembra y dentro de la camara de flujo laminar, junto a un mechero de alcohol se
trasladaron hacia tubos vacutainer. Tres biotipos de microalgas se colocaron en
iluminacion artificial mediante una lampara fluorescente color azul y los biotipos
blancos fueron puestos bajo una lampara fluorescente color blanca, todos con un
fotoperiodo de 24 horas durante una semana hasta observar crecimiento celular
(Mann and Myers, 1968).

3.3.2 Masificacion de microalgas

Para incrementar la biomasa de las microalgas se aplicé un cultivo discontinuo
(incrementando el volumen del cultivo paulatinamente). La masificacion se realizo
utilizando medio de cultivo Nitrofoska foliar (30-10-10) a una concentracion de (1gL-
1) con agua destilada, previamente autoclavado a 121° C, 15 PSI de presién durante

25 minutos y a temperatura ambiente.
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El proceso inicié con 12 tubos de ensayo de 10 ml y cada 5 dias se trasvaso a
tubos de 100 ml, 250 ml y finalmente 1litro, durante este tiempo se realizo el
monitoreo de contaminacién, pH, conteo celular y se evalué el crecimiento celular

hasta alcanzar una concentracion de 40 x 10° células mL™,

Figura 8 Cultivos de Chlorella sp. a diferente volumen de fertilizante en presencia de luz
azul: A) 10ml, B) 250 ml, C) 1000 ml.

3.3.3 Preparacion del &cido indol 3- acético

Se trabajé con una solucion madre de acido indol-3 acético de 1000mgL-
! constituida por 20 mg de AIA disueltos en 20 ml de etanol absoluto
homogenizado en vortex. Se filtrara con una jeringa de 0,22 uM y finalmente se
preparara las soluciones de trabajo de 30 mg L'y 50 mg L* como lo menciona
(Udayan & Arumugam, 2017).
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3.3.4 Aplicaciéon de las soluciones de trabajo de AIA

Se utilizé botellones de 6 litros e indculos de 5 x 10° células mL™. En
estos botellones se dispensaron 4 litros de agua purificada y fertilizante foliar
Nitrofoska (30-10-10) (1 g L%). Las dos concentraciones de AIA fueron
inoculadas al séptimo dia durante la fase de aceleracion del cultivo. El
experimento fue evaluado durante 23 dias en los cuales se tomé valores de
densidad celular y densidad 6ptica.
Durante el proceso se coloco en cada botellon aireacion constante (2 L/min, Presion

0.020 megapascales (Mpa)), iluminacion artificial con una irradiacién de (78,8 pmol

guantum m2 s1) a una temperatura controlada de 19 + 1°C (Arce , 2009).

Figura 9 Esquema del seguimiento de los cultivos bajo parametros de luz azul A) dia
0, B) dia 7- inoculacién de auxinas, C) dia 23.

Figura 10 Esquema del seguimiento de los cultivos bajo parametros de luz blanca A) dia

0, B) dia 7- inoculacién de auxinas, C) dia 23.



3.3.5 Variables del estudio
3.3.5.1 Potencial de hidrégeno (pH):

Se evalud la variacidén de este parametro en los tratamientos cada tres dias

para controlar que el valor no salga del rango de desarrollo (7-9).

3.3.5.2 Concentracién celular y densidad o6ptica
Mediante una camara de Neubauer, se conto los 4 cuadrantes (A, B, C, D),
se realizd el conteo cada tres dias y los datos se reemplazaron en la férmula
con el fin de obtener el valor resultante de concentracion celular (células mL1)
(Arredondo & Voltomina, 2007).
C =N x10% FD
Donde:
e C = Concentracién celular (células/mL).
e N = promedio del conteo celular de los cuadrantes (A, B, C, D).
e 10%= factor de conversion de 0.1 yL a 1 mL.
e FD = factor de dilucién
Para medir la densidad optica se utilizd un espectrofotometro calibrado a
550 nm de absorbancia, el control se realiz6 cada tres dias, con estos datos se
elabor6 las curvas de calibracion para cada tratamiento. Se obtuvieron las
siguientes ecuaciones lineales, en donde y=densidad celular (células mL™?),

x=absorbancia (550 nm).

3.3.5.3 Cosechade la biomasa

Para la cosecha se centrifugd la biomasa se procedié a centrifugar el
contenido de los tratamientos a 2900 revoluciones por minuto (rpm) durante 10
minutos. El residuo se depositd en cajas Petri de vidrio estériles y se seco en
una estufa a 35 °C durante 48 horas, la biomasa seca se coloc6 en un mortero
y se trituro hasta obtener una textura fina, posteriormente la biomasa se colocé

en tubos falco de 15 ml y se los almaceno en un refrigerador a 4°C.
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3.3.6 Disefo Experimental

3.3.6.1 Factores

Se evalud el efecto del acido indol-3-acético (AlA) en la produccion de

biomasa en cada biotipo de Chlorella (B1, B2, B3) y un testigo (0 mg L?)

(Tabla2).

Tabla 2

Tratamientos Chlorella Biotipo 1, 2, 3.
Tratamiento | Descripcion Codificacion
T1 Biotipo 1 - con hormona - luz blanca] B1-CH-LB
T2 Biotipo 1 - con hormona - luz azul | B1-CH-LA
T3 Biotipo 1 - sin hormona - luz blanca| B1-SH-LB
T4 Biotipo 1 - sin hormona - luz azul B1-SH-LA
T5 Biotipo 2 - con hormona - luz blancal B2-CH-LB
T6 Biotipo 2 - con hormona - luz azul | B2-CH-LA
T7 Biotipo 2 - sin hormona - luz blanca| B2-SH-LB
T8 Biotipo 2 - sin hormona - luz azul | B2-SH-LA
T9 Biotipo 3 - sin hormona - luz blanca| B3-CH-LB
T10 Biotipo 3 - con hormona - luz azul | B3-CH-LA
T11 Biotipo 3 - con hormona - luz blancal B3-SH-LB
T12 Biotipo 3 - sin hormona - luz azul B3-SH-LA

3.3.6.2 Tratamientos

Se evalu6 4 tratamientos, (0 mg L'y 30 mg L!) para el biotipo 1 y biotipo 3;

acido indol-3 acético en concentracién de (50 mg L) para el biotipo 2 y un

testigo (0 mg L), como se puede apreciar en la (Tabla 3).

3.3.6.3 Tipo de disefio

En la primera fase de laboratorio se aplicé un disefio completamente al azar

(DCA) con 2 repeticiones.

26



27

3.3.6.4 Caracteristicas de las unidades experimentales.

Se emplearon 12 botellones plasticos con capacidad de 6 litros, se coloco 4
litros de agua destilada con medio de cultivo Nitrofoska (1 g L) y un inéculo
inicial de 50 x 10° células mL* para cada biotipo de Chlorella (B1, B2, B3).

3.3.7 Andlisis estadistico
Los andlisis de datos obtenidos fueron analizados mediante el software

estadistico Infostat.

3.3.8 Andlisis funcional

Las variables evaluadas se calcularon mediante estadistica descriptiva
empleando ANOVA (andlisis de varianza) para comparar diferencia entre medias.
Se utilizé el test de Tukey como una prueba de multiple comparacion para demostrar

si todos los tratamientos son estadisticamente iguales o no lo son.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Construccion de las ecuaciones lineales para determinar densidad

celular

El desarrollo de la densidad celular (células mL?) en la fase experimental se
encuentra ilustrado en la (tabla 3). Las concentraciones de trabajo en los tres
biotipos de Chlorella se inocularon en los cultivos al séptimo dia durante la fase de

aceleramiento.

En la siguiente tabla se observa la correlacion entre la concentracion celular y

la densidad Optica para Chlorella biotipo 1, biotipo 2 y biotipo 3 con sus respectivos
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tratamientos. Con esto es posible determinar la produccibn de biomasa
indirectamente con la densidad Optica, para Chlorella biotipo 1 se obtuvo un
coeficiente de determinacién de R? = 0,9279, para Chlorella biotipo 2 el coeficiente
de determinacién fue de Rz = 0,8582 y para Chlorella biotipo 3 el coeficiente de
determinacién corresponde a R2=0.93.

Este modelo propuesto presenta un ajuste correcto a los datos experimentales

para determinar con precision los parametros de crecimiento.

Tabla 3
Ecuaciones lineales para determinar densidad celular.
Tratamiento | Codificacion | Concentracion | Ecuacion R?
de AIAmg L?

T1 LB Al-Bl 30 y =0,022x +0,0791 | R2=0,9279
T2 LB AO-Bl1 0 y= 0,0193x + 0,1472 | R2=0,809
T3 LA Al-Bl 30 y =0,0152x + 0,2084 | R2=0,3411
T4 LA AO-B1 0 y= 0,016x +0,1127 | R2=0,743
T5 LB Al1-B2 50 y=0,0177x + 0,1281 | R2 = 0,8582
T6 LB A0-B2 0 y =0,0202x + 0,2123 | R2=0,5183
T7 LA Al1-B2 50 y =0,0172x + 0,2088 | R? = 0,6524
T8 LA AO-B2 0 y =0,0181x + 0,1749 | R2=0,5433
T9 LB A1-B3 30 y =0,0314x + 0,0383 | R2 = 0,9383
T10 LB A0-B3 0 y =0,0223x + 0,3081 | R2 =0,4414
T11 LA A1-B3 30 y =0,0267x + 0,0884 | R2 =0,8628
T12 LA AO-B3 0 y =0,020x + 0,0791 | R2=0,8782

y'= Densidad celular, x>= Absorbancia 550 nm, R?= Coeficiente de determinacion

4.1.1 Evaluacion de Pardmetros productivos (densidad celular)

El andlisis de varianza para densidad celular (células mL') mostré efectos
significativos en la interaccion (biotipo x concentracion de AIA) con un valor
(p=0.023) menor a p<0.05 (Tabla 3).

El test de Tukey hasta el ultimo dia del experimento (dia 23) presenté
diferencias significativas entre los tratamientos; el tratamiento con mayor densidad

celular fue el tratamiento 9 (biotipo 3-con hormona-luz blanca) con densidad celular
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(44.62 x 10° células ml?t), seguido por el tratamiento 1 (biotipo 1-con hormona-luz
blanca) con densidad celular (37,65 x 10° células mlt) y el tratamiento 5 (biotipo 2-
con hormona-luz blanca) con densidad celular (37,12 x 10° células ml) superando
significativamente a los tratamientos testigos Chlorella biotipol con densidad celular
(7.57 x 106 células mlY), Chlorella biotipo 2 con densidad celular (5.32 x 10° células

ml?) y Chlorella biotipo 3 con densidad celular (7.97 x 108 células ml?).

Tabla 4
Resultados de la prueba ANOVA para el parametro densidad celular

F.V SC gL CM F p-valor
Modelo 2897.53 13 222.89 | 4.42 0.0031
Tratamiento 2893.47 12 142,12 | 4.78 0.0023
Repeticiones 4.06 1 4.06 0.08 0.7802
Error 806.45 16 50.40

Total 3703.98 29

4.1.2 Evaluacion de Parametros productivos (Absorbancia)

Los datos de absorbancia obtenidos en el dltimo dia del ensayo presentaron
diferencias significativas (p=0.0134) (tabla 4), destacandose el tratamiento 9
(biotipo3-con hormona-luz blanca) con una absorbancia de 1.668nm como mejor
tratamiento en Chlorella biotipo 3, seguido por los tratamientos 1 en Chlorella biotipo
1 (biotipol- con hormona - luz blanca) con una absorbancia de 0.970nm y en
Chlorella biotipo 2 el tratamiento 5 (biotipo2-con hormona-luz blanca) con una
absorbancia de 0.806nm, superando significativamente a los tratamientos testigos
Chlorella biotipo 1 con absorbancia de 0.279nm, Chlorella biotipo 2 con absorbancia

de 0.254nm y Chlorella biotipo 3 con absorbancia de 0.300nm.
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Tabla 5
Resultados de la prueba ANOVA para la absorbancia

F.V SC gl CM F p-valor
Modelo 2.08 13| 0.16 4.87 0.0019
Tratamiento | 2.05 12 | 0.17 5.20 0.0014
Repeticiones | 0.03 1/0.03 0.96 0.3429
Error 0.053 16 | 0.03

Total 2.61 29

4.1.2.1 Curva de desarrollo
Las curvas de desarrollo de la densidad celular (células mL™) a través del tiempo

en los tratamientos evaluados estan ilustradas en las (Figuras 16, 17 y 18).

En el presente experimento, se concluyd que la aplicacién de acido indol 3-
acético AlA en la etapa de aceleramiento en Chlorella biotipo 1, Chlorella biotipo 2
y Chlorella biotipo 3 contribuye como un estimulo bioquimico que acelera el proceso

de desarrollo celular y la produccion de biomasa (Auz, 2019).

Para Chlorella biotipo 1, biotipo 2 y biotipo 3, se puede observar un
aceleramiento en el desarrollo celular en todos los tratamientos hasta el dia 18; en
el ultimo dia de evaluacion la densidad celular para los tres biotipos de Chlorella
incrementd considerablemente en los tratamientos con inoculacién de hormona y
luz blanca; siendo Chlorella (biotipo 3 con hormona y luz blanca) la que alcanzé la
mayor densidad celular (Figura 16,17 y18).



31

Cinetica de crecimiento para el Biotipo 1
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Figura 4 Gréfico de la cinética de crecimiento para el biotipo 1 con cada tratamiento. A)
testigo con luz azul, B) tratamiento con hormona y luz azul, C) testigo con luz blanca y D)
tratamiento con hormona y luz blanca.

Cinetica de crecimiento para el Biotipo 2
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Figura 5 Gréfico de la cinética de crecimiento para el biotipo 2 con cada tratamiento. A)
testigo con luz azul, B) tratamiento con hormona y luz azul, C) testigo con luz blanca y
D) tratamiento con hormona y luz blanca.
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Cinética de crecimiento para el Biotipo 3
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Figura 6 Gréfico de la cinética de crecimiento para el biotipo 3 con cada tratamiento. A)
testigo con luz azul, B) tratamiento con hormona y luz azul, C) testigo con luz blanca y D)
tratamiento con hormona y luz blanca.

Segun Abiusi et al., (2013) en algunos tipos de microalgas se ha determinado
coémo influyen los distintos espectros de luz en el proceso de division celular y
sintesis bioquimica. Por ejemplo, el género Chlorella sp. responde ante la luz roja
con un mayor desarrollo celular debido a que estimula la sintesis de enzimas y
proteinas estructurales, mitocondriales, citoplasmaticas, direccionadas al
crecimiento, mientras que la luz azul incrementa la produccion de lipidos (Pérez &
Ferndndez 2011). En varias investigaciones se ha demostrado un alto crecimiento

e incremento de proteinas y carbohidratos con luz roja y azul.

En cuanto a los tratamientos con hormona y luz azul, para Chlorella biotipo 1y
Chlorella biotipo 3 se observa en el dia 18 un declive en el crecimiento celular en
comparacion con los demas tratamientos. Segun Arredondo & Voltomina (2007) ha
demostrado que las microalgas tienen mayor crecimiento bajo luz azul y logran

alcanzar la fase estacionaria con mayor rapidez que las microalgas irradiada con
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luz blanca o luz roja, en este caso el resultado podria variar por el biotipo con el cual

se trabajo.

Comparando el desarrollo celular entre los biotipos irradiados con luz azul, los
resultados obtenidos muestran que Chlorella biotipo 1 tuvo un mejor desarrollo
celular a comparacion de Chlorella biotipo 2 y Chlorella biotipo 3; Chlorella biotipo 3

alcanzo la fase estacionaria mas rapidamente que los demas tratamientos.

(Arce , 2009) menciona que la irradiacién con luz azul es mas energética que la
luz blanca y la luz roja, logrando excitar los electrones de la clorofila, generando
mayor asimilacion de nutrientes e incrementado el crecimiento; sin embargo, esto
puede incurrir en un desgaste temprano de energia debido a que el cultivo ha

consumido la mayor parte de los nutrientes para desarrollarse.

Segun Koc et al. (2013) en la producciéon de Chlorella kessleri, se utilizo luz roja
para irradiar los cultivos y alcanzar una mayor densidad y peso celular, la luz azul

incrementa un mayor tamafio celular y velocidad de crecimiento.
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CAPITULO V

IMPACTO DEL ESTUDIO

La produccidon mundial de microalgas es de mas de 100.000 especies, pero
Unicamente 200 especies son explotadas lo cual significa una produccién de 7.000
toneladas anuales. Sin embrago, a partir del afio 2015 se ha visto un incremento en
la produccién de estos microorganismos y se espera un crecimiento elevado en los

proximos afos (Garcia, 2014).

Segun la revista Agriculturers (2020) las microalgas apuntan a convertirse en
la agroindustria del futuro con una produccion incipiente donde el potencial de
empleo de su biomasa es enorme y se comercializa a diversos sectores. Como parte
de la economia circular permite aprovechar efluentes y residuos de diferentes
procesos de la industria alimentaria como el lactosuero, zumos, pulpas y liquido de
frutas y verduras no comercializadas. El aprovechamiento integral de la biomasa
para la obtencion de productos de valor afiadido para los distintos sectores
industriales, tales como la industria quimica, cosmética, farmacéutica, nutracéutica,
energética, sector agropecuario y la industria alimentaria como alimento en

humanos y nutricién animal (Alvear , Castillo, & Henao, 2011).

Su uso como alimento en humanos se inclina por suplementos dietéticos en
forma de pastilla o polvo de Chlorella y Spirulina, como fuente de proteina,
antioxidantes, vitaminas y minerales o la produccion de acidos grasos omega 3
(DHA y EPA) y colorantes naturales (Villafuerte, 2016). Actualmente ya se fabrican
diversos alimentos que incorporan las microalgas o algun compuesto derivado,
como es el caso de algunas bebidas funcionales, galletas, alimentos infantiles o

postres.

La creciente necesidad por una mayor produccién de compuestos bioactivos
exigen un mayor desarrollo industrial, mismo que implica desgastar mas la tierra

(Asuthkar, Gunti, Rao, & Yadavalli, 2016). En este sentido, un sistema de cultivo de
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microalgas perfectamente se puede levantar en tierras erosionadas con lo cual se
reduce la explotacion de tierras fértiles; al ser un cultivo artesanal no requiere
tecnologia ni grandes maquinarias permitiendo potencializar el desarrollo

economico de las zonas agricolas ganaderas sin altos costos de inversion.

Tomando en cuenta que cada dia aumenta la poblacion en el mundo y cada
vez se requerirdn mas alimentos, existe la responsabilidad de suplir este
requerimiento teniendo presente la soberania alimentaria de las zonas, el derecho
a un trabajo digno y justo; el cultivo de microalgas permitiria cubrir un porcentaje de
esta demanda, contribuiria en el reemplazo de productos quimicos y artificiales
utilizados en la agroindustria por metabolitos de origen natural lo cual beneficiaria a

toda la cadena productiva (Antoun, Bashan, & de-Bashan, 2008).
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

La aplicacion del acido indol 3- acético AlA (30 mg L) en Chlorella Biotipos 1
y 3,y (50 mg L) en Chlorella Biotipo 2 aceleré el desarrollo de los cultivos
incrementando significativamente la multiplicacion celular y la obtencion de
biomasa.

La irradiacion de los cultivos con luz azul permiti6 un desarrollo celular
homogéneo, sin embargo, luego de 15 dias generd un desgaste de energia
provocando un declive en el desarrollo celular en Chlorella biotipo 1, Chlorella
biotipo 2 y Chlorella biotipo 3, entre los dias 14 y 18.

La irradiacion de los cultivos con luz blanca generé un aumento exponencial
en el desarrollo celular y desarrollo de biomasa en los tres biotipos de
Chlorella evaluados, al final de experimento, no se evidencié desgaste
energetico.

Se realizaron las curvas de desarrollo de densidad celular en los tres
tratamientos, en todos los tratamientos hasta el dia 18 se observo un
aceleramiento en el desarrollo celular; sin embargo, el ultimo dia de
evaluacion la densidad celular para los tres biotipos de Chlorella increment6
considerablemente en los tratamientos con inoculacion de hormona y luz
blanca; siendo Chlorella (biotipo 3 con hormona y luz blanca) la que alcanzé
rapidamente la fase estacionaria y la mayor densidad celular méas entre los

tratamientos.
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Las curvas de desarrollo de densidad celular para los tratamientos con
hormona y luz azul en Chlorella biotipo 1 y Chlorella biotipo 3 muestran en el
dia 18 un declive en el crecimiento celular en comparacién con los demas

tratamientos.

El modelo cinético propuesto para Chlorella biotipo 1, Chlorella biotipo 2 y
Chlorella biotipo 3, permite hacer el seguimiento de la cinética de crecimiento.
Estos parametros cinéticos contribuyen a establecer bases para el disefio de
foto biorreactores y permitirian a futuro el escalamiento del proceso productivo

a nivel industrial.

Recomendaciones

Analizar el perfil lipidico de los tratamientos con AlA irradiados con luz azul y
blanca para evaluar su aplicacion en la industria alimentaria. Se requiere
tomar en cuenta las estrictas normas de seguridad alimentaria, por tanto, se
deben realizar ensayos de toxicidad entre otros especificados en las normas
ecuatorianas, sin embargo, estdas pueden ser consideradas para

alimentacion animal (Markou, Vandamme, & Muylaert, 2014).

Investigar el papel de diferentes tipos de auxinas en la productividad de los
tres biotipos de Chlorella sp. y comparar la produccion de metabolitos

segundarios sean estos, proteina, lipidos, y pigmentos fotosintéticos

Evaluar el efecto del AIA en la productividad y obtencion de clorofila y
carotenoides en los tres biotipos de Chlorella sp. y determinar su aplicabilidad

como colorantes naturales en alimentos (Auz, 2019).
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