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Resumen

El cultivo de cianobacterias y microalgas han ido evolucionando a lo largo del tiempo
a nivel mundial, debido a las propiedades nutritivas y nutracéuticas para consumo
humano y animal. Sin embargo, una de las principales probleméticas es el costo de
produccion, por lo tanto, mejorar su eficiencia productiva es un rol fundamental. El uso
de fitohormonas, estimulan el crecimiento de microalgas y cianobacterias, mejorando
su productividad, por esta razon, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto del acido indol-3 acético (AlA) sobre la productividad de espirulina (Arthrospira
platensis) en condiciones de laboratorio y campo. En laboratorio se implementaron 18
unidades experimentales en botellones de cuatro litros y se aplicé seis dosis
(0,5,10,20,40 y 80 mg L de AIA). El rango 6ptimo con los mejores resultados, fue la
dosis de 10 mg L* de AIA (p < 0,0001), con una densidad celular de 6,9 x 10 °
filamentos mL 1 (Ab 1,413 nm) durante 39 dias. En el invernadero de vidrio (zona
administrativa) y de polietileno a una altitud de 3000 msnm (Pailones), se encontraron
diferencias significativas con respecto al lugar y el pardmetro ambiental temperatura
(p < 0,0001), y una correlacion positiva con respecto al pH. Las variables densidad
celular, absorbancia y biomasa del tratamiento de AlA, fueron superiores con respecto
al testigo (0,91 g L-1 vs 0,75 g L?). Ademas, el efecto AIA sobre la espirulina mejor6
el porcentaje lipidico alcanzando en un 6,02 %, al igual que en proteina (30,61 %),
clorofila (18,42 mg g 1) y carotenoides (10,6 mg g ). Este estudio contribuye con el
conocimiento del manejo de estimuladores vegetales, mismos que generan un
incremento en el crecimiento celular, incrementa la producciéon de biomasa y mejora

en términos generales la productividad.

Palabras claves: Microalgas, Cianobacteria, Arthrospira platensis, Acido

indol-3 acético (AlA), espirulina-productividad.
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Abstract

The cultivation of cyanobacteria and microalgae has been evolving over time
worldwide, due to their nutritional and nutraceutical properties for human and animal
consumption. However, one of the main problems is the cost of production, therefore,
improving their productive efficiency is a fundamental role. The use of phytohormones
stimulates the growth of microalgae and cyanobacteria, improving their productivity.
For this reason, the present study aimed to evaluate the effect of indole-3-acetic acid
(IAA) on the productivity of spirulina (Arthrospira platensis) under laboratory and field
conditions. In the laboratory, 18 experimental units were implemented in four-liter
bottles and six doses (0,5,10,20,40 and 80 mg L of AIA) were applied. The optimum
range with the best results was the dose of 10 mg L of AIA (p < 0.0001), with a cell
density of 6,9 x 10 ° filaments ml ** (Ab 1,413 nm) for 39 days. In a glass greenhouse
and field at an altitude of 3000 masl (Pailones), significant differences were found with
respect to location and the environmental parameter temperature (p < 0.0001), and a
positive correlation with respect to pH. The cell density, absorbance and biomass
variables of the AIA treatment were higher than those of the control (0,91 g L-1 vs. 0,75
g L-1). In addition, the AIA effect on spirulina improved the lipid percentage by 6.02 %,
as well as protein (30.61 %), chlorophyll (18,42 mg g ) and carotenoids (10,6 mg g -
1). This study contributes to the knowledge of the management of plant stimulators,
which generate an increase in cell growth, increase biomass production and improve

productivity in general terms.

Keywords: Microalgae, Cyanobacteria, Arthrospira platensis, Indole-3-acetic

acid (IAA), Spirulina-productivity
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CAPITULO |

Introduccioén

Antecedentes

A nivel mundial la espirulina representa el 30 % de biomasa de las especies
de microalgas, poseen diferentes beneficios en diversas producciones juntamente
con aplicaciones biotecnoldgicas (Lim et al., 2021). Por lo tanto, los productos de
espirulina han incrementado su demanda a corto plazo a mas de 197,000 millones de
ddlares dentro del mercado (Soni et al., 2017). Debido a que la produccion de
espirulina (Arthrospira platensis) es un suplemento importante en la industria
alimenticia, lograr una buena eficiencia en la productividad, es una de las
problematicas que presenta cultivar esta cianobacteria, por el alto costo de
produccion que requiere el medio en el que se desarrolla, pues los insumos quimicos
empleados son de grado reactivo, una gran desventaja desde el punto de vista
economico. Ademas, a nivel nacional las técnicas poco desarrolladas en los
procesos de mantenimiento del cultivo, hace que limita su disponibilidad y usos para
la produccién en la alimentacion humana y animal, debido al buen contenido
proteico, lipidico y principios bioactivos como elementos nutracéuticos incluso en
volimenes pequefios (Freire et al., 2020). Por lo tanto, una alternativa es el efecto de
auxinas &cido indol 3-acético sobre el crecimiento de la espirulina (Arthrospira

platensis) con el fin identificar el incremento del contenido lipidico y su productividad.

Justificacion

La espirulina es una cianobacteria multicelular que ha alcanzado gran éxito
en diferentes sectores como la salud, industria alimentaria y acuicultura considerada
el alimento del futuro, por sus caracteristicas nutricionales, fuentes de proteinas,

vitaminas, minerales y medicamentos contra el cancer, diabetes, dafio renal entre
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otras enfermedades (Soni et al., 2017). Mas del 95 % de microalgas se producen en
la acuicultura principalmente China con el 53 %, seguido por Indonesia con el 27 %
(Marfaing, 2017). Por lo tanto, mejorar la productividad de espirulina es una
alternativa muy buscada, por lo que, segun Singh et al., (2020) evidencia que el
empleo de auxinas en microalgas mejora su rendimiento productivo, pues la inclusion
del acido indol-3 butirico a una dosis de 50 mg L estimul6 un incremento de
biomasa y contenido lipidico hasta el 1,96 + 0,11 g/L y 3,87 % respectivamente en la
especie Desmodesmus sp. Resultados similares concluyeron que la aplicacién del
acido indol-3 acético en Chlorella incrementé la division celular, biomasa y una
estimulacion positiva en el contenido lipidico (Auz, 2019). Por tal motivo, en este
estudio se evaluara el uso de espirulina (Arthrospira platensis) tratadas con acido
indol acético, con el fin de identificar el rendimiento metabdlico y lipidico de la misma,

como una alternativa desde el punto de vista econémico como ambiental.

Objetivo General

Evaluar el efecto estimulante del &cido indol-3 acético sobre la productividad

de la espirulina (Arthrospira platensis).

Objetivos Especificos

Estimar los pardmetros productivos del cultivo de la cianobacteria espirulina

bajo las diferentes dosis de 4cido indol-3 acético.

Determinar la dosis 6ptima del &cido indol-3 acético sobre el crecimiento tanto

en laboratorio como en campo

Evaluar el efecto del acido indol-3 acético sobre el rendimiento lipidico en el

cultivo de espirulina.
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Planteamiento de hipotesis
Hipotesis Nula

“La accion de las auxinas naturales (acido indol-3 acético) en el metabolismo
de Arthrospira platensis, no afecta el contenido lipidico de la biomasa y la

productividad “
Hipotesis Alternativa

“La accion de las auxinas naturales (acido indol-3 acético) en el metabolismo

de Arthrospira platensis, afecta el contenido lipidico de la biomasa y la productividad”
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CAPITULO I

Marco Teoérico

Fotosintesis (fotosistema | / fotosistema Il)

Alrededor de mundo hay una infinidad de seres vivos fotosintéticos como las
microalgas y plantas, las cuéles poseen la capacidad de transformar la energia
luminosa en energia quimica, este proceso es una de los mas importantes para la
estructura tréfica de los ecosistemas especificamente los acuéticos marinos, por lo

tanto, este proceso conlleva las siguientes fases (Lissarrague et al., 2017):
Fase Luminosa

Este proceso se inicia en los cloroplastos ya que estos poseen moléculas de
clorofila dandoles la capacidad de absorber los fotones de luz, con el fin de poder
llevarlos hacia los fotosistemas | y Il, dando como resultado la formacién de ATP y
NADPH, lo cual es ideal para una correcta absorcion del CO2, ademas los electrones
del fotosistema Il forman el oxigeno molecular a través de la separacion de la

molécula de agua (Lissarrague & Baeza, 2017).
Respiracién (Ciclo de Calvin)

Es la etapa en la cual se desdobla el CO2 y H20 la férmula general es:
C6H1206 + 6 O2 — 6 CO2 + 6H20 vy se liberan 38 moléculas de ATP

Durante la Fase Oscura o ciclo de Calvin se toman los productos que
requieren luz, es decir, ATP y NAPH con el fin de producir carbohidratos mediante la
reduccion del CO2, para ellos los elementos producidos en la fase luminosa pasan a
formar 12 gliceraldehido 3- fosfato (en base al acido fosfoglicérido), 10 de ellos
pasan a sumarse a la ribulosa 5 fosfato (el aztcar de las plantas) mas un ATP se
forma 6 — ribulosa- 1,5 difosfato. Los 2 gliceraldehido 3- fosfato restantes forman

una hexosa fosfato hasta llegar a la produccion de almidén (Sharkey, 2021).
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Figura 1

Ciclo de Calvin
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Nota: Macias, et al., (2018) Introduccién al estudio de la bioquimica,

(p.86) Editorial Area de Innovacién y Desarrollo, S.L Cientifica 3 Ciencias

Rutas metabdlicas y produccién de lipidos en organismos fotosintéticos

Para los organismos fotosintéticos al igual que los otros seres vivos dentro de
las funciones fisiolégicas, intervienen en las rutas metabdlicas la respiracion y la
sintesis de proteinas, pues las plantas son las encargadas de sintetizar una gran
cantidad de metabolitos secundarios. Una de las principales rutas metabdlicas es la
conocida como la glucdlisis lo que se identifica como la primera parte de la
respiracion, la cual se realiza en el citosol, en donde la glucosa se separa en 4cido
pirivico, cuando se encuentra en condiciones anaerdbicas, se forma el acetil-CoA
por la oxidacion del piruvato para continuar en el ciclo citrico. Otro de los destinos es
cuando se forma en oxalacetato el cual se puede emplear como precursor de
glucogénesis. Ademas, otra ruta metabdlica es el ciclo de Krebs, es decir, una ruta
anfibolica (participa en anabolismo y catabolismo) en el cual se emplea el oxigeno

para la degradacion de carbohidratos, grasas, proteinas en CO2 y H20 mediante la
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formacion de energia quimica en organismos aerdbicos, ademas se procesa diversos

precursores para la formacion de aminoacidos (Teijon et al., 2009).

La produccién de lipidos en los organismos fotosintéticos cumple un rol
fundamental como fuente de energia para el cumplimiento de sus funciones
fisiologicas, un claro ejemplo son las plantas, las cuales realizan tres diferentes
etapas: La primera es la obtencién de glicerol primer producto en biosintetizarse, la
segunda es la obtencion de acidos grasos y en la Ultima etapa se forman los lipidos

(Macias et al., 2018)

Caracteristicas de las cianobacterias y microalgas como organismos

fotosintéticos

Los microorganismos fotosintéticos son aquellos que se caracterizan por
llevar a cabo el proceso de transformacién de la luz en energia quimica, por lo tanto,
se dividen en bacterias fotosintéticas y microalgas, pues el término microalga hace
referencia a los individuos que poseen clorofila y pigmentos que le dan la capacidad
de realizar fotosintesis, en este sentido las cianobacterias se encuentra en medio de
la gran division ,sin embargo, tradicionalmente hay especies de cianobacterias que

se consideran microalgas como es el caso de la espirulina (Abalde et al.,1995).

En la actualidad existen alrededor de 15 mil especies de microalgas las
mismas que pueden ser bacterias fotosintéticas o cianobacterias, se han clasificado
en procariotas y eucariotas, poseen un gran potencial dentro de la industria
farmacéutica, alimenticia, biocombustibles, aplicaciones biotecnoldgicas entre otros
(Auz et al., 2019). Son organismos de un tamafio que oscilan de 2 a 200 pm,
autotrofos y heterétrofos capaces de sintetizar la luz con el fin de producir, proteinas,
lipidos y carbohidratos, importantes a nivel industrial, ademas contribuyen de manera
indispensable en el planeta ya que tiene la capacidad principalmente de la fijacién de

CO2, energia solar y produccién de oxigeno y dentro de los sistemas acuéticos son
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una de las fuentes principales de alimento. Las microalgas se cultivan en diferentes
sistemas estos pueden ser abiertos o cerrados, se producen bajo factores influyentes
como son la temperatura, pH, requerimientos nutricionales, las especies mas
rentables a nivel industrial son Spirulina, Chlorella, Dunaliella, Haematococcus (Auz,

2019).

Auxinas

Las fitohormonas son reguladores de crecimiento los cudles intervienen en la
estimulacion de los procesos fisioldgicos, division celular y desarrollo de las plantas.
Los diferentes tipos de hormonas vegetales mas empleadas son las auxinas,

giberelinas, citoquininas, acido abscisico entre otros (Singh et al., 2020).

Las auxinas se derivan del griego “auxein” el cual se define como crecer, se
origina en las plantas con altas concentraciones en los vastagos y la raiz,
especificamente son las encargadas de la elongacion, division celular, tropismos,
procesos biosintéticos, entre otros, los tipos de auxinas son acetil indol 3-acético
(IAA), butirico (IBA), acido fenilacético (PAA) y acido indol propidnico (AIP) (Borjas-

Ventura et al., 2020).

Acetil indol 3-acético (AlIA)

Es uno de los primeros compuestos auxinicos descubiertos en el afio 1937,
se encuentran en las microalgas principalmente IAA e IBA, incitando su metabolismo,
crecimiento y produccién de biomasa, también en diferentes investigaciones se ha
evidenciado que AlA incrementa el desarrollo de los frutos partenocarpicos, ademas
de la induccion de la tolerancia a la sequia siendo efectos importantes para la

comunidad cientifica (Han et al., 2018).
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Ruta metabdlicay el principio de accidn en plantas

Las IAA se sintetizan generalmente en los cloroplastos mediante las vias
triptéfano y en algunas moléculas como glucosa, oligosacaridos, &cidos nucleicos y
proteinas, otra de las rutas es aquella que pasa por el &cido indol-3- piravico (Enders

& Strader, 2015).

La respiracion y sintesis de proteinas son procesos indispensables en los
seres vivos juntamente con las diferentes reacciones quimicas que se desarrollan
dentro de la célula, sin embargo, la fotosintesis es la funcién metabdlica, en la cual
participan los pigmentos conocidos como la clorofilay carotenoides, caracteristicas
principales de todos los microorganismos fotosintéticos y de las plantas, razén por la
cual son diferentes a los otros seres vivos, siendo el fundamento de la vida en la

tierra (Stirbet et al., 2019).

Uso de auxinas en microalgas

Dentro la produccién acuicola, agricola y bioenergia las microalgas son una
fuente significativa para su industrializacién, las auxinas cumplen un papel
fundamental aumentando su tasa de crecimiento y metabolismo en las especies
Scenedesmus obliquus, pues el empleo de AlA llegd a un maximo crecimiento de
17,7x10 ®células mL* y un acido graso total de 97,9 mg/g comparado con el control
gue fue de 9,5x10 8 células mL 1, ademas hubo incrementos en el contenido de
acidos grasos poliinsaturados hasta un 56%, los carbohidratos con un 34% y un
contenido de proteina de 34%, es decir, al mejorarse tales caracteristicas en las
microalgas son ideales para emplearlas como materia prima en la produccion de

biocombustible (Salama et al., 2014).

Asi mismo, la hormona vegetal auxina actia como un mensajero quimico, en
la especie Desmodesmus estimulando el incremento de clorofila, actividades

fotosintéticas, division celular y aumento de lipidos (Sales et al., 2021).
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Acetil indol 3-acético ha acumulado gran cantidad de carotenos en Chlorella
sp., al tercer y quinto dia con valores de 50 y 100 ymol/L respectivamente, a

diferencia del control (5 ymol/L al dia 5) (Alsenania et al., 2019).

Caracteristicas de espirulina

La espirulina Arthrospira pertenece al género platensis, a lo largo de la
historia es una de las plantas mas antiguas, aproximadamente hace 3 600 millones
de afios, es una cianobacteria organismo fotosintético, con filamentos definidos,
multicelular, con una longitud de 0,3 mm y 0,008 mm de ancho, es decir, 300
micrémetros y 8 micrometros, con una forma espiral de donde se deriva su nombre

“espira “espiral y nila “pequefio” (Xarxa, 2021).

Variedades

La cianobacteria espirulina posee una diversidad de variedades, entre las
mas conocidas son Arthrospira maxima la cual se origina de américa central, posee
tricomas no muy anchos sino por el contrario se encuentra formado por células mas
cortas helicoidales de forma cilindrica e inmévil con un diametro amplio el cual oscila

entre 30 y 70 micras (Vonshak, 1997).

Mientras que la variedad Arthrospira platensis poseen tricomas cortos como
una espiral mas suelta, con 5 a 7 espirales, ademas las dos variedades poseen
filamentos flotantes que se encuentran densamente granulados en las paredes
transversales debido a la presencia de vacuolas de gas (aerotopos), otras variedades
son la Lonar, la cual tiene como caracteristica ser espiralada y Paracas la cual es

muy ondulada (Vonshak, 1997).
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Figura 2

Variedades de espirulina

Maxima Platensis

Nota: La variedad Platensis captada mediante el microscopio (10x).
Adaptado de Vonshak, (1997) Spirulina platensis (Arthrospira):physiology,

cell-biology, and biotechnology, (p.3) Taylor & Francis

Tabla 1

Composicién por cada 10 g de espirulina (Arthrospira platensis)

Acidos Grasos mg Pigmentos y mg
enzimas
Grasas saturadas 100 Clorofila a 79
Grasas 210 Carotenoides 37
insaturadas
Acido linolénico 120 Beta-caroteno 7-20
Acido linolénico 80 Ficocianina 1500 — 2000
Acido oleico 11 Superéxido 10 — 35 Ul
Dismutasa

Nota: Adaptado de Manual practico de cultivo de Espirulina en casa, (p.5),

por Xarxa 2021.

Espirulina ha alcanzado gran éxito por ser una fuente importante de
nutracéuticos y productos farmacéuticos con un alto contenido nutricional en
macronutrientes y micronutrientes, aminoacidos esenciales, proteinas, lipidos,

minerales y antioxidantes entre otros (Soni et al., 2017).
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Tabla 2

Composicién por cada 10 g de espirulina (Arthrospira platensis)

Aminoacidos mg Aminoacidos no mg
esenciales esenciales
Fenilalanina 280 Alanina 470
Histidina 100 Arginina 430
Isoleucina 350 Acido aspartico 610
Lucina 540 Cisteina 600
Lisina 290 Acido glutamico 910
Metionina 140 Glicina 320
Treonina 320 Prolina 270
Triptofano 90 Serina 320
Valina 400 Tirosina 300

Nota: Adaptado de Manual practico de cultivo de Espirulina en casa, (p.5), por

Xarxa 2021.

Los pardametros productivos ideales para el crecimiento de la espirulina son
una temperatura de 37°C, un pH de 10, iluminacién de 40. 000 a 50. 000 lux, una
oxigenacion de intervalos de 15 a 30 minutos, una salinidad de 13 g L'y una

alcalinidad de 0,1 molécula-gramo L (Jourdan, 2014).

Fases de crecimiento de espirulina

El desarrollo de la espirulina atraviesa diferentes etapas necesarias para
realizar un buen manejo, las que se presentan continuacién (Arredondo & Voltamina,

2007):

Adaptacidon. Corresponde a la fase inicial del crecimiento, es decir, en donde
el inéculo se aclimata a los factores del entorno, por lo cual es importante que estén

de acuerdo a sus necesidades.

Los cambios abruptos de los mismo en pH, temperatura e iluminaciéon pueden
generar diversas complicaciones, ademas cuando las condiciones metabdlicas no

son las correctas se hace una fase de retardo del crecimiento.
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Aceleramiento. En esta fase inicia el aumento progresivo en las diferentes
estructuras de las microalgas o cianobacterias, principalmente en el ARN (4cido

ribonucleico), proteinas y peso.

Crecimiento exponencial. Durante la presente etapa se inicia con la division
celular, multiplicandose a su nivel méximo con respecto al tiempo, es decir, que la

densidad celular aumenta.

Crecimiento Lineal. En esta etapa empieza a descender la divisién celular
debido a la gran cantidad de células presentes, ademas de la disminucion de la

disponibilidad de nutrientes y otros factores influyentes en el crecimiento.

Estacionaria. En esta fase no se presentan cambios en la densidad celular,
sin embargo, la natalidad es similar a la mortalidad debido al limitante de las
condiciones, ademas de los residuos de los productos catabélicos el medio de cultivo

por lo que se procede a cosechar con el fin de evitar el auto sombreado.

Muerte. Esta es la etapa final del crecimiento de microalgas en donde la
mortalidad es mayor a la natalidad debido a que hay un incremento en la respiracion
con respecto a la fotosintesis y la ausencia de nutrientes se produce el fenomeno de

lisis celular, ademas se evidencia una disminucién en la biomasa.

Segun Sandoval, (2017) afirma que el desarrollo de Arthrospira platensis en
los diferentes medios orgénico (Orina de ganado vacuno), inorganico (Kristalon) y
Zarrouk poseen una productividad de biomasa del 1,4 g L de biomasa seca, con
una densidad celular de 7,5 x 10° filamentos mL ** y una absorbancia de 1,45 nm por

espectrofotometria durante la fase laboratorio.

Es decir, que los diferentes medios empleados se evidencia la capacidad de
adaptacion con un crecimiento favorable como respuesta a la investigacion por lo
gue es una alternativa factible dentro de la produccion de Arthrospira platensis a nivel

industrial.
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Medios de cultivo

El cultivo de espirulina a nivel nutricional requiere una fuente de nitrégeno,
carbono y minerales, generalmente se desarrolla en medios salinos y principalmente
alcalinos, para el desarrollo de espirulina es necesaria la presencia de tres
principales elementos nitrégeno (N), potasio (K), fosforo (P), sin embargo, requiere
de ciertos microelementos estos pueden ser el azufre (S), magnesio (Mn), calcio
(Ca), y hierro (Fe) o medios artesanales como bicarbonato natural, ceniza e incluso
la orina la cual es considerado como aquel alimento ideal para el cultivo de
espirulina, pero un requerimiento indispensable es que debe provenir de personas
sanas, sin drogas, alcohol, antibi6ticos o anticonceptivos entre otros, para poder
emplear como medio algunas de la recomendaciones son que se puede afiadir

vinagre y diluirla en agua por cuestiones higiénicas (Xarxa, 2021).

Existe una diversidad de recetarios a dosis distintas, sin embargo, el medio
béasico son los bicarbonatos, carbonatos, soda céustica con el fin de obtener
alcalinidad, ademas requiere de macronutrientes a base de urea y nitratos y
finalmente micronutrientes en cual hace falta el hierro y otros minerales (Xarxa,

2021).

Medio de mantenimiento. Es un medio especifico para la cianofita espirulina,
con la capacidad lograr mantener el cultivo en tubos de ensayos por un tiempo
prolongado, con el fin de preservar la cepa. Segun Schlésser, (1994) el medio posee
dos soluciones (A y B) las cuales se deben autoclavar por separada para evitar
cualquier tipo de precipitacion. Una vez enfriados las soluciones Ay B se las combina

asépticamente (Tabla 3).
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Tabla 3

Medio de mantenimiento para el cultivo de espirulina

Solucién A Solucién B

Agua destilada 500 mL Agua destilada 500 mL
NaHCO3 13,619 NaNO3 2509
Na2CO3 4,03¢g K2S04 1,00 ¢
K2HPO4 0,509 NacCl 1,009
MgS04-7H20 0,20 g
CaCl2- 2H20 0,04 g
Solucion metal PIV 6 ml

Solucion de
micronutrientes Lml
Vitamina B12 (15 xg/100 1 ml

ml H20)

Nota: Adaptado de “SAG - Sammlung von Algenkulturen at the University of
Gottingen Catalogue of Strains 1994 “, por Schldsser, (1994) Botanica Acta,
107 (3), p.113-186

Medio de masificacion. Segun Xarxa, (2021) se basa en las fuentes
principales de nutrientes que requiere la espirulina, las dosis de los diferentes
productos quimicos del medio se los calculara para un volumen de un litro (Table 3).
Los macronutrientes se los prepara individualmente para un volumen de 500 ml de
agua, proyectado para la elaboracion de 25 litros. Del mismo modo los
micronutrientes se realizan como una solucién individual para un volumen de 50 ml
de agua purificada. Una vez diluidos correctamente los productos del recetario, se
emplea la autoclave para esterilizar el medio que se va emplear con el fin de evitar la

contaminacioén del cultivo a nivel de laboratorio.
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Tabla 4

Recetario para el crecimiento de espirulina para un volumen de 10 litros

Medio de cultivo Macronutrientes Micronutrientes
.100 gr de 100 gr de Nitrato de potasio
bicarbonato 1 de Fost 10 gr de Sulfato
50 gr de sal I(\)/Igr e Fosfato de Hierro
200 ”." 5 gr de Sulfato de Potasio
macronutrientes
10 ml 5 gr de Sulfato de

. . Magnesio
micronutrientes

Nota: Adaptado de Manual practico de cultivo de Espirulina en casa, (p.10),

por Xarxa 2021

Medio Kristalon modificado. Empleado como un medio industrial, con el fin
de reducir el costo de produccion al cultivar espirulina en grandes volimenes. El
medio se basa en los productos bicarbonato de sodio y sal (Tabla 4). Sin embargo,
las macronutrientes y micronutrientes fueron reemplazados por el fertilizante foliar

Kristalén (12-12-36) a una dosis de 1 g L'* (Sandoval, 2017).

Cosecha

Para realizar una correcta cosecha manual de espirulina el momento indicado es
durante el dia por dos razones, la primera es por el alto contenido proteico que se
acumula en periodo nocturno y la segunda razén es colocar el producto cosechado
durante la mafiana pues son condiciones ideales para el secado. Por lo tanto, para
cosechar se requiere de un filtro de malla este puede ser de 25 0 50 micras (250 o
500 hilos /cm2), para colocarlo sobre un cedazo para poder filtrar el cultivo, con el fin
de ir recogiendo la pasta verde conocida como la biomasa, mientras mayor cantidad

se cosecha esta se va formando una bola.

La biomasa que no se encuentre en buen estado se la va separando hacia los
extremos, una correcta velocidad de filtracion es de aproximadamente 300 g

espirulina seca/hora/ m2 de superficie de filtro, sin embargo, este va depender del
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tipo de filtro y concentracién del cultivo o el medio en la cual se ha desarrollado

(Jourdan, 2014).

Conservacion

Tras la cosecha para una correcta conservacion el secado es una actividad
importante, de este modo a nivel industrial se emplea la técnica de secado por
pulverizacion a temperaturas muy elevadas en una corriente de gases de
combustién, mientras que en una produccién su tiempo de secado es mucho mas
prolongado por esta razon no afectan directamente el interior de las células, en el
caso de no poder secarlos de manera inmediata es recomendable tenerlo en el
refrigerador o en la sala frigorifica hasta 1 °C, pero no por un tiempo prolongado
(hasta una semana maximo). El secado mas rapido y menos costoso es al ambiente,
pese a que una de las desventajas es que se encuentra expuesto a factores externos
como el polvo, insectos entre otros. El secado a temperaturas de 40 a 50 °C, tiene
como ventaja la conservacion nutricional y beneficios desde el punto de vista
bacterioldgicos, la espirulina seca se almacena en envases de plastico metalicos y
termosolares para evitar la penetracion de oxigeno, evitando el facil acceso de

roedores (Jourdan, 2014).

Usos e importancia de espirulina

La espirulina a nivel mundial ha alcanzado popularidad, pues la OMS la ha
declarado como el alimento ideal para la salud humana, la Nasa lo considera uno de
los cultivos importante para misiones espaciales y la UNESCO afirma que es el
alimento del futuro, ademas se la emplea en el area cosmetolégica, medicina y

tratamiento de aguas residuales (Soni et al., 2017).

La espirulina es considerada el milagro que crece en los océanos en la
industria de alimentos, debido a su alto contenido nutricional, se evidencia que, en el

mercado mundial principalmente en Japén, Estados Unidos y Europa, los productos
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nutracéuticos se estima en valores de 30- 60 mil millones de dolares. Para el caso de
la alimentacién de los animales en la acuicultura, segun Sirakov et al., (2012) evalué
la inclusién de espirulina al 10 % en la dieta de alevines de trucha arco iris quienes
reportaron un incremento de la longitud, peso final, tasa especifica de crecimiento,
consumo de alimento al igual que en las otras especies animales como aves, cerdos

y ganado.

Segun Stadtlander et al., (2019) afirma que Spirodela polyrhiza cultivadas en
purines diluidos en donde se presentaron un incremento de biomasa de 96 g m 2d*
de materia fresca y proteina de 306 g kg* en el medio de estiércol diluido, ademas
fueron empleadas en la dieta alimenticia de alevines a diferentes dosis aun
porcentaje de 6,25% y 12,5% durante cuatro semanas, en las cuales presentaron un
crecimiento positivo de los diferentes grupos de tratamientos y las crias crecieron

entre 4,6 y 5,0 veces su tamafio inicial.

Figura 3

Espirulina (Arthrospira platensis) cosechada
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CAPITULO 1Il

Metodologia

Ubicacion del lugar de la investigacion

Ubicacion Politica

La investigacion presenta dos fases de estudio las que se van a efectuar en
las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, del Departamento
Ciencias de la Vida en la Carrera de Ingenieria Agropecuaria IASA 1, ubicada en la

parroquia de San Fernando, Cantén Rumifiahui, provincia de Pichincha.

Ubicacién Geografica
En el laboratorio de Acuacultura y Recursos Acuaticos establecido segun sus
coordenadas geograficas a una longitud de 78° 24°44"E y una altitud de 0° 23'20°°S

(Arce, 2009).

Figura 4

Instalaciones de la carrera de Ingenieria Agropecuaria

Nota: La figura representa la ubicacion del experimento. (Google maps, 2022)
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Ubicacion Ecoldgica

El campus de la carrera Agropecuaria IASA | se encuentran en una zona de
vida Bosque Humedo Montano Bajo a una altura de 2748 msnm, una temperatura
promedio de 13,96 °C, una precipitacion de 1332,72 mm y una humedad relativa

promedio de 67, 91 % (Arce, 2009).

Ubicacion Proyecto Piscicola (Pailones)

El proyecto acuicola se encuentra ubicada en la Hacienda “el Prado” en las
coordenadas geograficas: longitud de 78°24'44"0, latitud 0°23'20"S y una altitud

2940 m.s.n.m.

Figura 5

Ubicacion del experimento en el Proyecto Piscicola (Pailones)

Nota: La figura representa la ubicacién y establecimiento del experimento.

(Google maps, 2022)

Materiales y Equipos

Laboratorio

e Tubos de ensayo

e Mangueras de aireacion



Botellones de 6 litros

Tubos Falcon

Motores de aireacion

Probetas

Recipientes Autoclavables

Pipetas de precision de 10 pL a 1000 pL
Mechero

Porta y cubreobjetos

Pinzas

Celdas espectrofotométricas

Luminarias

Equipos

Microscopio 6ptico
Espectrofotémetro
Balanza electrénica
Estufa

pH-metro digital
Incubadora
Agitador (pendiente)
Autoclave

Céamara (pendiente
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Fase de laboratorio

Figura 6

Flujo de procesos de la investigaciéon

acético sobre la
(Arthrospira Platensis)™

“ Evaluacion del efecto estimulante de dcido indol-3
productividad de espiruolina

+

| Levantamiento de cepas de espirulina |

¥

| Primera fase de Investigacion en Laboratoric |

=

\

Desinfeccion de botellones
materiales de laboratorio, instalacion
de motores de aireacion y luces LED

Preparacion de medios para
18 botellones vohimenes
de 4 litros cada uno

hiazificacion, preparacion ¥
aplicacion de swxinas { ALA)

!

hledicidn de pardmetro productivos (Densidad celular, absorbancia, taza de
crecmmiento. tiermoo de dunlicacién)

4

| Segunda faze de Investigacion en Invernadero |

— |

Dezinfeccion de bidones de 20 litros
matenales de laboratorio, metalacion
de motores de aireacion v luces LED

\

Preparacion de medios para
& bidones de volimenes de
20 litros cada uno

|

Masificacidn, preparacion v
aplicacidn de auxinas ( ATA)

Medicién de pardmetro productivos (Densidad celular, absorbaneia, tasa de
crecimiento, tiempo de duplicacion)

'

Tercera fase de Investigacion en Campo

/ l

Desinfeccion de estanques, drea de
campo, instalacion de motores de

Preparacion de medios a
gran escala

aifeacion.

duplicacion)

Medicion de pardmetro productivos
{Densidad celular, absorbancia,
tasa de crecimiento, tiempo de

\

Masificacion, preparacion y
aplicacion de auxinas | ATA)

/

Medicion de calidad de
biomasa (contenido de lipidos,
proteina, carotenos)

l

Analisis estadisticos de los resultados de la Investigacidn
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Para la presente investigacion se recolect6 cepas de espirulina, las cudles
fueron sembradas bajo condiciones axénicas, por lo tanto, se colocaron 2 mL de
in6culos de la cepa juntamente con 6 mL de medio de mantenimiento Schlosser
(Tabla 3), con el fin de preservar la cepa para posteriormente realizar la masificacion

a gran escala (Figura 6 ) (Quintero, et al., 2016).

Masificacion

Se lo realiz6 a través de un cultivo discontinuo, es decir, se inicid con un
volumen de inéculo de 15 mL, a una densidad de 6,1 x 10 ® filamentos mL %, para lo
cual mediante la ecuacién universal C1V1= C2V2, se identificé el volumen o la
concentracion que se requiere, por lo tanto, se establecié un volumen de 200 mL de
medio para iniciar con una densidad de 2,1 x 10 ® filamentos mL?, una vez que llegé
a una densidad de 6,8 x 10 ° filamentos mL?, se empled el mismo procedimiento
escalando el cultivo a una matraz de 500 mL, mediante espectrofotometria se fue
evaluando la densidad celular, con el fin de reconocer el punto de cosecha y
masificacion, hasta que se alcanzo6 un volumen en botellones de 4 litros, bidones de

20 litros y finalmente estanques con un volumen de 600 litros (Figura 7).

Figura 7
Medicion de parametros ambientales, Mantenimiento de indculos de espirulina,

Preparacion de medios de masificacion fase de Laboratorio
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Preparacion y aplicacién de acido indol 3- acético

Se inici6 con la aplicacion de 20 mg/L de acido indol 3-acético (AlA) y 20
mg/L de etanol absoluto, purificado mediante un filtro 0,22 uM, hasta obtener una
solucién madre de &cido indol 3-acético 1000 mg/L, a continuacion, se procedio a
preparar las diferentes dosis requeridas de AlA. Se aplicé en la primera fase del
experimento segun la disposicion del disefio experimental un mL de AIA en un
volumen de 4 litros, con el fin de evitar dafios en el crecimiento de espirulina. La
aplicacion de AlA se la realiz6 a los 15 dias de haber implementado el cultivo, con
una absorbancia de 0,4. Una vez hallada la dosis 6ptima se aplicé en la segunda

fase 5 ml de AIAy en la tercera fase de investigacion 148, 5 mL (Figura 8).

Figura 8
Elaboracién de la solucién madre AlA, Preparacion de dosis de AlA, Aplicacion de

AlA segun el disefio experimental

Disefio de |la fase de laboratorio

Para la primera fase de laboratorio las unidades experimentales evaluadas
fueron 18, los recipientes de plasticos con una capacidad de 4 litros corresponden a
cada unidad experimental. Para la segunda fase se emple6 estadistica descriptiva en
la cual se ocuparon dos bidones de 20 litros y para la tercera fase dos estanques de

600 litros.
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Parametros productivos
La productividad de la espirulina se midié tomando una muestra cada tres
dias, para evaluar la absorbancia y densidad celular, ademas durante la segunda y

tercera fase se midieron factores como pH y temperatura (Figura 8).

Absorbancia

Para identificar el crecimiento celular se determiné de la densidad 6ptica,
misma que se realizd mediante el empleo del espectrofotometro GENESYS TM 10S,

a una longitud de onda de 540 nm, previamente calibrado con agua pura.

Densidad celular

Para la valoracién de la densidad celular se realizé un conteo de filamentos
cada tres dias, con un promedio en base a tres muestras, mediante el uso del

microscopio a una dilucién de 1:10.

N x 103

FD
10 ~

DC ino6culo =

DC inscuio: Densidad celular
N: Promedio de células presentes
10%: Factor de conversionde 10 pLa 1 mL

FD: Factor de dilucién
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Figura 9
Preparacion de tres placas para cada tratamiento, Medicién de la absorbancia,

Conteo Celular, Observacion de espirulina (10x) mediante el empleo del microscopio

Velocidad de crecimiento

Una vez finalizada la experimentacién se aplicé la férmula en base a los datos

de densidad celular correspondientes a cada ensayo (Arredondo & Voltolina, 2007).

Inx1 — Inxo
tl —to

u=
H: Velocidad de crecimiento
t1-t0: tiempo final e inicial

X1,X0 :densidad celular final e inicial en fase logaritmica

Tiempo de duplicacion

Td : Tiempo de duplicacién
Ln: Logaritmo natural

M: velocidad de crecimiento (filamentos horas)
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Parametros ambientales

Potencial de Hidrégeno pHy Temperatura

Se midié mediante el empleo de un pH-metro digital cada tres dias para ello
se coloco el cultivo en vasos de precipitacion de un volumen de alrededor de 10 mL
con el fin de evitar contaminaciones o una mezcla de cepas. El mismo equipo mide lo
gue la temperatura en °C segundo pardmetro tomado del mismo modo que el pH

(Figura 6).

Cosecha de Biomasa

Cuando el cultivo llego a la ultima fase, primero se pesaron las cajas Petri
vacias, una vez realizada la cosecha se midi6 el peso hiumedo, para posteriormente
receptar el peso seco por diferencia. Para el secado se coloc6 en la estufa durante

24 horas a una temperatura bajo 36 °C (Figura 10)

Figura 10
Muestras de biomasa seca, Cosecha de espirulina en el area de Pailones, Cosecha

en el area de invernadero, Cosecha en el area de laboratorio

Calidad de la biomasa producida
Para la evaluacion de la calidad de biomasa se tomaron muestras al final del
ensayo con el fin de identificar el contenido de proteina, lipidos y clorofila con las

siguientes formulas (Sandoval, 2017).
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Contenido de proteina

Para la correcta determinacion de la proteina se empleé el método de Kjeldahl

14« N xV = 100
M %1000

%N =

Donde:
N= Normalidad
V= Cantidad de titulacion empleada (HCI 0,1 N)

m= Volumen de la muestra en gramos

%Proteina = N * Factor

Segun INEN (1980) se debera multiplicar por 6,25 con el fin de obtener el

porcentaje de proteina.

e Para lograr determinar el porcentaje de proteina se procedi6 a tomar
1,5 g de muestra de cada tratamiento de biomasa junto a una tableta catalizadora
y 15 mL de &cido sulftrico en los tubos de Kjeldahl, dando inici6 al procedimiento
llamado digestion mediante la manta calefactora durante una hora y 30 minutos.

e Posterior a este proceso se prosiguio con la destilacion, se la realizé
conectando los tubos (anteriormente se colocd 75 mL de agua destilada) al
equipo previamente calibrado y al otro extremo un matraz de 250 mL
(previamente con 30 mL de &cido borico y 2 gotas de solucién indicadora), una
vez encendido el equipo se la empled durante 5 minutos.

e Finalmente se procede al proceso de titulacion midiendo el volumen
de &cido clorhidrico empleado hasta el momento exacto que toma una coloracion

rosada (Figura 10).
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Figura 11

Digestion, Filtracién, Titulacién

Contenido de lipidos

Para identificar el contenido de lipidos se le realizé una extraccion mediante el

método gravimétrico con la siguiente ecuacion

. B2 - B1
% Lipidos = B 100

Donde

B1 = Peso del baldn inicial

B2= Peso del balén con muestra final
m= Peso de la muestra

o Para determinar el porcentaje de lipidos se inicié6 pesando los balones
con las esferas, posteriormente se peso 3 g de las muestras de biomasa de
espirulina en un dedal de papel filtro.

o Una vez armado el sistema de Soxhlet agregando 120 mL de etanol,
se espero hasta que realice 4 sifonadas y se retird el dedal de la muestra
recopilando la grasa de cada balon, posteriormente se dejaron los balones en la
estufa durante 24 horas a una temperatura de 80 °C , se tomaron los datos

correspondientes y se colocaron en la ecuacion correspondiente (Figura 11).



44

Figura 12

Determinacion de lipidos mediante el método de Soxhlet

Contenido de carotenos

Para la medicién de clorofila alfa y beta se emplearan las siguientes ecuaciones

(Miazek & Ledakowicz, 2013):

m
Clorofila « (7‘9) = 16,72 * Aggs — 9,16 * Agsa

m
Clorofila B (7‘9) = 39,04 * Agsy — 15,28 * Aggs

Para determinar los carotenos se empled la siguiente ecuacion (Auz, 2019):

Aygo * Vol Extracto

caroteno ()
aroteno g ) Volumen de la muestra

. Se tomé 0,01 g de la muestra de peso seco de espirulina, para
colocarlos en tubos de ensayo de 15 mL, afiadiendo metanol en cada tubo un
volumen de 10 mL, se los cubri6é de papel aluminio durante 24 horas a
temperatura ambiente con el fin de que se encuentren las muestras en ausencia
de luz. Una vez que cumpli6 con el tiempo determinado se mide en el

espectrofotdbmetro a 665, 652 y 480 nm.



45

Fase de campo

La segunda fase se realiz6 con dos bidones de 20 litros bajo un invernadero
de vidrio el cual se encuentra a una temperatura de 26,99 °C y finalmente la ultima
fase se realiz6 en el proyecto Piscicola Pailones con una temperatura media de
13,98 °C. Se emplearon dos estanques con un volumen de 600 litros, Uno estara
tratada con la dosis optima de AIA y el segundo es sera el tratamiento testigo (Figura

12).

Figura 13
Implementacion de la segunda fase, Implementacion de la tercera fase de

experimentacion y Cultivo de espirulina con un volumen de 600 litros

Para la implementacién de la tercera fase experimental se procedio a realizar
una purificacién del agua con el uso de filtros con el fin de eliminar cuerpos extrafos.
Luego se procedi6 a purificar el agua con el empleo de cloro doméstico, para lo cual
se aplico de 4 a 5 gotas en cada estangque en un periodo de 72 horas cubierto con un
plastico negro. Durante la noche se dej6é un espacio retirando parte del plastico de
cada estangue con el fin de que el cloro se evaporado correctamente. Una vez
purificada el agua se realizé medio de masificacién en bidones de 20 litros para cada
estanque. Para la aclimatacion del cultivo se colocaron los recipientes con las cepas
de espirulina dentro de cada estanque con el fin de que el in6culo tenga la misma
temperatura del medio y finalmente se sembré la espirulina vertiendo el inéculo en

cada estanque (Figura 14).
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Figura 14

Preparacion de medio de masificacion, Aclimatacion de cultivo, Siembra e

implementacion del cultivo de espirulina

Disefio experimental (fase laboratorio)

El experimento en la fase de laboratorio se va disponer segun el disefio
completo al azar como se observa en la figura 5 mediante el modelo lineal activo

(Condo & Pazmifio, 2015).

Yij= u+ T +€ij

Donde

Y= valor estimado de la variable

u = media general

T = efecto del tratamiento T1,T2, ..., Tiavw

€ = error experimental
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Descripcién de tratamientos para la experimentacion

Se aplicaron tratamientos en la fase de laboratorio en donde cada tratamiento
dispondréa de tres repeticiones siendo un total de 18 unidades experimentales (Tabla

5).

Tabla 5

Distribucion de los tratamientos en laboratorio

Descripcion Tratamiento
T1
Testigo (0 mg/L de auxinas AlA - Acetil

indol 3-acético) T
T1
Espirulina con 5 mg/L de auxina AlA T2
T2

(Acetil indol 3-acético)
T2
Espirulina con 10 mg/L de auxina AlA T3
T3

(Acetil indol 3-acético)
T3
Espirulina con 20 mg/L de auxina AlA T4
T4

(Acetil indol 3-acético)
T4
Espirulina con 40 mg/L de auxina AlA T
T5

(Acetil indol 3-acético)
T5
Espirulina con 80 mg/L de auxina AIA T6
T6

(Acetil indol 3-acético)
T6




Croquis fase experimental de laboratorio

Figura 15
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Croquis disefio experimental de laboratorio, Implementacion del experimento

fase de Laboratorio

n T3

T

13

AR

T2

15

A ( T1: Teatigo (Espircling com 0

gL do AIA)
14 16 L 14 n 1o
T2: Espuruling con S mg L de
AlA)
T3: Esptruling con 10 mgl de
| AlLA)
T~ T4 % T2

T4; Espoulina con 20 mg L. de
AlA)

75: Espiralina con 40 mg L de
Ald)

T6: Sppircling com $0 mgl de
AlA)

Analisis Estadistico

Las variables fueron analizaron con las medidas como media, desviacion

estandar y error estandar de la media, previo a la validacion de datos para

normalidad, homocedasticidad, se realizé un analisis de varianza ANOVA para un

DCA y pruebas de comparacion multiple de Tukey con un nivel de confianza del

95%.

Se evaluaron las relaciones entre las variables productivas y las dosis de AIA

para lo que se emple6 los modelos lineales que mejor se ajusten a los datos para la

segunda y tercera fase de la investigacion.
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CAPITULO IV

Resultados
Pardmetros productivos (primera fase de investigacion en el crecimiento de

espirulina (Arthrospira platensis)

Densidad de celular y Absorbancia

En la presente investigacién el crecimiento de espirulina (Arthrospira
platensis) a nivel de laboratorio se desarrollé bajo una temperatura de 18 °C, un
pH inicial de 9,3 hasta llegar a la etapa de crecimiento exponencial con un pH de
10,2. Por lo tanto, al evaluar las variables densidad celular y absorbancia,
presentaron diferencias significativas los tratamientos de 0 y 5 mg L con
respecto a las dosis 10, 20,40 y 80 mg L de AIA (F=23,16; p < 0,0001).

Al tener un efecto similar estadisticamente entre las cuatro dosis de AIA
sobre la productividad de espirulina, la dosis éptima es de 10 mg L con una
densidad celular promedio de 6,95 x 10 ® filamentos mL *a una absorbancia de
1,413 nm a diferencia del testigo (0 mg L) que se obtuvo una densidad celular

de 6,28 x 10 ® filamentos mL " a una absorbancia de 1,14 nm al dia 39 (Tabla 6).



Tabla 6
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Ganancia de filamentos de espirulina tratados con diferentes dosis de AIA mg

L * durante los 39 dias de cultivo (Promedio + desviacion estandar)

Dosis AIA (mg L)

Absorbancias (nm)

0
5
10
20
40
80

0,94 +0,19
0,98 +£0,18
1,09 £ 0,22
1,06 + 0,21
1,09 £ 0,23
0,78 +0,21

ab
ab

(on

Nota: Medias en las mismas columnas con una letra en comun no difieren

estadisticamente (Tukey; p > 0,05)

Tabla7

Promedio + desviacion estandar del crecimiento celular y la absorbancia de

tratamientos 10 mg L durante los 39 dias

Densidad Celular

Absorbancia

Dias (filamentos mL™Y) (nm)

0 20333,33 + 577,35 0,14 £0,02
3 30000,00 + 2000,00 0,20+ 0,00
5 49333,33 + 1527,53 0,29 £ 0,03
9 59333,33 + 2309,40 0,37+0,01
12 82333,33 + 3511,88 0,42 +£0,00
15 96333,33 + 4932,88 0,722 +0,01
18 146333,33 + 26407,07 0,86 + 0,03
21 274333,33 + 14433,76 0,95+0,01
24 411666,67 + 13868,43 1,02 + 0,04
97 492000,00 + 19697,72 1,10+ 0,04
30 562000,00 + 21166,01 1,16 £ 0,06
33 601333,33 + 6350,85 1,16 £ 0,06
36 648333,33 + 4163,33 1,34 +0,06

1,41 + 0,03

39

700666,67 + 12423,10
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Las variables densidad celular y absorbancia aumentan con respecto al
tiempo, se evidencia diferencias significativas a partir del dia 21 (F=1210 p <
0,0001). El comportamiento de la densidad celular pese a no ser
estadisticamente diferente, se observa que al dia 27 hay mayor crecimiento para
la dosis de 40 mg L. Durante el dia 33, el crecimiento empieza a descender
teniendo un desarrollo similar a los otros tratamientos (5,10, 20 y 80 mg L),
presentando asi un comportamiento positivo de las variables evaluadas tras la

aplicacion de AlA (Figura 16 y 17).

Figura 16
Curva de crecimiento de la densidad celular con respecto al tiempo y el efecto de

AlA en el crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis).
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Figura 17
Curva de crecimiento de la absorbancia con respecto al tiempo y el efecto de

AlA en el crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis).
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Cinética de crecimiento de cultivo de espirulina (Arthrospira platensis)

Velocidad de crecimiento y tasa de duplicacién

En la cinética de crecimiento del cultivo de espirulina no hay diferencias
significativas entre los tratamientos de AlA, pese a existir en las dosis 10 y 40 mg L*
un incremento en la velocidad de crecimiento (1). Ademas, se puede evidenciar que
en la fase de laboratorio el tiempo de duplicacion (Td) de la espirulina tiene el mismo

comportamiento (Tabla 8).



Tabla 8

Promedio + desviacion estdndar de la velocidad de crecimiento y tiempo de

duplicacion de las diferentes dosis de AIA mg L™ sobre el crecimiento de

espirulina (Arthrospira platensis).

Dosis AIA Velocidad de crecimiento Tiempo de
(mgL?Y (W) (filamentos h 1) x 10° duplicacién (Td)
(h)

0 0,0903 +0,0012 7,677 £0,071

0,0900 + 0,0017 7,706 + 0,137
10 0,0930 + 0,0010 7,457 + 0,067
20 0,0907 + 0,0012 7,646 £ 0,114
40 0,0927 + 0,0021 7,470 + 0,143
80 0,0907 + 0,0015 7,662 + 0,137

p-valor 0,0903 0,0438
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Pardmetros productivos (segunda y tercera fase de investigacion en el

crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis)

Densidad de celular y Absorbancia

En la fase experimental instalada en el invernadero de vidrio del area

administrativa, se determiné un crecimiento positivo de la densidad celular, en donde

el tratamiento de auxina AIA de 10 mg L fue mayor comparado con el testigo (0 mg

L -* AIA). El mismo comportamiento se evidencié en el cultivo situado en la fase de
campo bajo invernadero de polietileno a una altitud de 3000 msnm (zona de

pailones) (Tabla 9)



Tabla 9

Promedio + desviacion estandar de la densidad celular y absorbancia de las

diferentes dosis de AIA mg L™ sobre el crecimiento de espirulina (Arthrospira
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platensis).
Dosis .
AlA Lugar D_en5|dad CeI,uIir Absorbancia
1 (filamentos dia ™)
(mg L)
0 Invernadero a 309400,00 + 207299,14 b 0,85+0,24 b
10 Invernadero a 512500,00 = 207262,72 a 1,09+0,28 a
0 Pailones b 53400,00 + 11936,87 b 0,33+£0,05 b
10 Pailones b 62400,00 + 15385,42 a 0,36+0,05 a

Nota: Medias en las mismas columnas con una letra en comin no difieren

estadisticamente (Tukey; p > 0,05)

El tratamiento de 10 mg L de AIA inici6 con una densidad celular de 3,1 x
10* filamentos dia?, hasta finalmente llegar a 7,43 x 10° filamentos dia!, mientras
que el tratamiento testigo inicié con una densidad celular de 2,9 x 10 * filamentos

dial, hasta llegar a 6,48 x10 ° filamentos dia* al dia 39 en que se finaliz6 el ensayo

en el invernadero de polietileno. Con respecto al tiempo a partir del dia 15, mediante

el analisis de varianza se evidencio diferencias significativas entre los tratamientos
(F=13,10; p < 0,003) (Figura 18). Para el caso de la experimentacién en el area de

Pailones durante los 39 dias de evaluacién se identificé un crecimiento lento, la

densidad celular para el tratamiento de 10 mg L de AIA, inici6é con 2,7 x 10 *

filamentos dia™® hasta alcanzar los 8,8 x 10 “filamentos dia! mientras que el testigo

inicid 2,5 x 10 4 filamentos dia* finalizando con 7,7 x 10*filamentos dia?. Se

determinaron diferencias significativas en el comportamiento de los tratamientos a

partir del dia 20 (F=18,13; p < 0,0009) (Figura 18).
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Figura 18
Curva de crecimiento de la densidad celular con respecto al tiempo y el efecto
de AlA en el crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis), Invernadero,

Pailones.
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Del mismo modo la absorbancia inicié con 0,150 nm para el testigo y
0,180 nm para el tratamiento de AIA de 10 mg L, hasta finalizar a los 39 dias
con 1,230y 1,480 nm respectivamente bajo el invernadero de polietileno. La
absorbancia presento diferencias entre tratamientos a partir del dia 15
(F=31,63; p < 0,0001).

En el area de Pailones se sembré el indculo de espirulina a una
absorbancia de 0,150 nm para el testigo y 0,185 nm el tratamiento de 10 mg

L de AIA, hasta alcanzar 0,419 y 0,431 nm. Presentan diferencias
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significativas a partir del dia 23 y desciende su crecimiento al dia 36 entre los

dos tratamientos (F=37,84 ; p < 0,0001) (Figura 18).

Figura 19
Curva de crecimiento de la absorbancia con respecto al tiempo y el efecto de

AlA en el crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis), Invernadero,
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Evidentemente existen diferencias significativas con respecto a la
variable lugar (F=44,55, 76,18 p < 0,0001). En este sentido se determin6 que
el desarrollo de espirulina bajo invernadero de vidrio fue mayor con respecto
al invernadero de polietileno en el area de Pailones para la variable densidad

celular como absorbancia (Figuras 20 y 21)



Figura 20
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Curva de crecimiento de la densidad celular con respecto al tiempo en el crecimiento

de espirulina (Arthrospira platensis) bajo invernadero y area de Pailones.
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Figura 21

Curva de crecimiento de la absorbancia con respecto al tiempo en el crecimiento de

espirulina (Arthrospira platensis) bajo invernadero y area de Pailones
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Cinética de crecimiento de cultivo de espirulina (Arthrospira platensis)

Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion

En cuanto a la velocidad de crecimiento () y tiempo de duplicacién (Td) se
identific6 mediante un andlisis de varianza que los tratamientos testigo (0 mg L)y la
dosis 10 mg Lt de AIA son similares (F=20,25, p < 0,139; F=0,99, p < 0,507). Sin
embargo, con respecto al lugar se identifico diferencias significativas, en el cual
mediante una prueba de Tukey, se determiné que hubo mayor crecimiento de
espirulina bajo el invernadero de vidrio con respecto al invernadero del area de

Pailones (F=1729,3, p < 0,005; F=672,4, p < 0,025) (Tabla 10).

Tabla 10
Promedio + desviacién estandar de la velocidad de crecimiento y el tiempo de
duplicacion de las diferentes dosis de AIA mg L™ sobre el crecimiento de espirulina

(Arthrospira platensis).

Dosis Velocidad de .
AlA crecimiento (W) T'empo _d’e
Lugar . il duplicacion
(mg (filamentos h ) x (Td) (h)
LY 103
0 Invernadero a 0,0818 8,479
10 Invernadero a 0,0840 8,291
0 Pailones b 0,0296 23,41
10 Pailones b 0,0310 22,29

Parametros ambientales

Temperatura

Dentro de los principales factores ambientales el comportamiento de la
temperatura maxima bajo invernadero de vidrio en la zona administrativa fue de 40
°C, con una minima de 16 °C, y una media de 26,99 °C, en este sentido, en el area
de Pailones la temperatura minima fue de 5,8 °C y una maxima de 30 °C con una

media de 13,78 °C (Figura 22).
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La variable lugar present6 diferencias significativas (F=58,16, p < 0,0001). En
donde la temperatura en el invernadero de vidrio fue mayor a la del invernadero de
polietileno en la zona de Pailones. Del mismo modo la temperatura del tratamiento de

10 mg L de AIA fue mayor a diferencia del testigo (F=5,79; p<0,0196).

Tabla 11

Promedio de la temperatura con respecto al lugar

Lugar Media Minima Méxima
Pailones 13,78 5,8 30
Invernadero 26,99 16 40
Figura 22

Promedio de crecimiento + desviacién estandar de la temperatura con

respecto al lugar area de Invernadero y Pailones

18,50

18,048

17,554

Temperatura

17,02

15,49

T
Invernadero Pailones
Lugar

Potencial de hidrégeno pH

El comportamiento del pH bajo el invernadero de vidrio presentd una
correlacion positiva (R=0,87; p > 0,001, T=12,93) entre el pH y la densidad
celular, por lo que se ajusta a una regresion lineal mediante el siguiente
modelo matematico pH = 9,34 + DC (1,1 e — 06) (F=0,87; p > 0,001), es decir,

por cada densidad celular, va ganando 1,1 x 10 ° de pH.
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De igual manera se identific6 que el pH y absorbancia tuvieron una
correlacion positiva (R=0,93; p > 0,001, T=19,20), ajustdndose al siguiente
modelo matematico pH = 9,15 + ABS (0,680) (F=0,87; p > 0,001).

Figura 23
Correlacién positiva entre el Ph y densidad celular, Correlacién positiva entre

el Ph y absorbancia bajo invernadero
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En el area de pailones del mismo modo se presentd una correlacion

positiva entre el pH y la densidad celular (T= 10,21 , R=0,80 p > 0,001),

ajustandose al modelo matematico pH = 9,30 + DC (6,6 e — 06). Existe

también una correlacién positiva entre el pH y la absorbancia (T=9,57,

R=0,78, p > 0001), con el siguiente modelo matematico pH = 9,21 +

ABS (1,39) (F= 9,57, p > 0,001) .

Figura 24

Correlacién positiva entre el Ph y densidad celular, Correlacién positiva entre

el Ph y absorbancia en el area de Pailones
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Con respecto al tiempo y pH existe una correlacion positiva en el area
de invernadero de vidrio (T=18,33, R=0,93, p > 0,001), con el modelo

matematico pH = 9,23 + Tiempo (0,02) (Figura 25).

Figura 25

Correlacion positiva entre el Ph y el tiempo bajo invernadero
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Produccion de Biomasa

Otro aspecto importante es la produccién de biomasa presenta
correlaciones positivas con respecto al tiempo, densidad celular y
absorbancia (figura 26). Las correlaciones positiva mas altas fueron para la
biomasa con respecto al tiempo y absorbancia. Se ajustaron a los siguientes
modelos mateméticos Biomasa = 0,06 + Tiempo (0,02) (T= 26,82 ;p >

0,0001) y Biomasa = —0,01 + ABS (0,61) (T= 19,66 ; p> 0,0001).
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Figura 26
Correlaciones entre las variables tiempo, biomasa, densidad celular (DC) y
absorbancia (ABS) en el crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis)

dentro del invernadero.
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La biomasa con respecto a los tratamientos 0y 10 mg L de AIA
presentaron diferencias significativas en el area de invernadero de vidrio (F=7,72
, p < 0,0157). El tratamiento de 10 mg L* fue mayor con una absorbancia de 1,48
nm a una densidad celular de 7,43 x 10 ® filamentos mL * de, se obtuvo 0,91 g L
1, adiferencia del testigo (0 mg L) que present6é una absorbancia de 1,23 nm a
una densidad celular de 6,48 x 10°, con 0,71 g L durante los 39 dias de
investigacion.

La biomasa tratada con auxinas a una dosis de 10 mg L de AlA a partir
del dia 21, present6 un incremento del peso seco, a partir de un valor promedio
de 0,580 nm de absorbancia 'y 2,0 x 10 *filamentos mL " de la densidad celular
comparado con el tratamiento control hasta finalizar el estudio. Por lo tanto, se
puede afirmar que con el incremento de tiempo el crecimiento de biomasa,

densidad celular y absorbancia van aumentando (figura 27).



Figura 27
Curva de crecimiento de la absorbancia con respecto al tiempo en el

crecimiento de espirulina (Arthrospira platensis) dentro del invernadero.
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Calidad de Biomasa de espirulina (Arthrospira platensis)

Dentro del aspecto nutricional la calidad de biomasa es muy importante a
nivel industrial, por lo tanto, una vez finalizada la investigacion, se evalu6 el peso
seco alcanzado de espirulina, el cual fue tratado con auxinas a una dosis de 10 mg L
1de AIA. En este sentido se obtuvo como resultado un mayor porcentaje de proteina
con un valor de 30,61%, la misma que fue obtenida mediante el método de Kjendahl.
El porcentaje de grasas se evalud bajo la prueba de Soxhlet, lo cual dio como
resultado que la espirulina tratada (10 mg Lt de AIA) tiene 6,02 % de grasa.
Finalmente posee altos niveles de clorofila de tipo a con un valor de 18,425 mgg 'y
10,6 mg g * de carotenos los cuéles se obtuvieron a través de la técnica de Miazek y
Ledakowicz. Por lo tanto, se observa una mejor calidad de biomasa bajo la aplicacion

de auxinas en comparacion tratamiento testigo (0 mg L* de AIA ) ( tabla 12).

Tabla 12

Andlisis bromatol6gico sobre la calidad de espirulina (Arthrospira platensis) en el

peso seco
D(‘r’nsg'ls Proteina  Lipidos  Clorofila  Clorofila
s (%) (%) a B
0 25,073 4,063 16,510 3,372 9.8

10 30,610 6,02 18,425 3,991 10,6
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CAPITULO V

Discusion

Evaluacién de parametros productivos en el crecimiento de espirulina

(Arthrospira platensis) en la Densidad Celular y Peso seco

En la presente investigacion se evidencio un efecto estimulante positivo de la
aplicacion de acido indol-3 acético (AlA), sobre la productividad de espirulina
(Arthrospira platensis). Se determiné el mejor rango 6ptimo especifico para la
cianobacteria estudiada, lo cual corresponde a la dosis de 10 mg L * de AlA, asi
pues, se identific6 un incremento en el crecimiento de la densidad celular con 6,9 x

10 5 filamentos ml ' a una absorbancia de 1,413 al dia 39.

No se han reportado estudios del efecto de auxinas sobre la cianobacteria
espirulina, sin embargo, en diferentes variedades de microalgas si se ha logrado
evidenciar el impacto de estas hormonas vegetales. En otros estudios con respecto a
los efectos de AlA, coinciden con los resultados de la investigacion, afirmando un
incremento en el crecimiento celular bajo el efecto de 10 mg L  de AIA, para el caso
de la microalga Nannochloropsis oceanica con un valor promedio de 579, 5 x 10 ©
células mL  con respecto al control (215,5 x 10 © células mL 1), del mismo modo se
evidencié una mayor produccion de biomasa de 543,75 mg L (391, mg L

tratamiento control) (Udyan & Arumugam, 2017).

Las fitohormonas contribuyen en la estimulacion del crecimiento celular e
incluso aportan en la biosintesis final de las diferentes microalgas. Las dosis al igual
gue los tipos de hormonas vegetales iran difiriendo segun le beneficie a cada
especie. La microalga Scenedesmus quadricauda sometido a una dosis de 100 nM,
determiné un aumento en la densidad celular de 293,40 x 10 *células mL 1, es decir,
el incremento fue 2,3 veces mayor que el testigo, en el caso de la produccion de

biomasa la més alta fue a una dosis de 50 nM con una produccioén de 0,75 g/L , por



66

lo tanto, el efecto de acido indol-3 acético es positivo en las microalgas aun con dosis
minimas siendo datos que apoyan los resultados de la presente investigacion

(Kozlova et al., 2017)

Cinética de crecimiento de cultivo de espirulina (Arthrospira platensis)

Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion

En este sentido indudablemente las auxinas contribuyen de manera efectiva
en el desarrollo de espirulina, pues, en el presente estudio se ha demostrado un
incremento de la velocidad de crecimiento, pese a no presentar diferencias
estadisticamente significativas. Tras la aplicaciéon de 10 mg L de AIA, se obtuvo una
velocidad de crecimiento de 0,0930 filamentos diay un tiempo de duplicacién mas

rapido de 7,47 horas dia ! con respecto al testigo.

Segun Liu et al., (2016) ha determinado que para Chlorella pyrenoidosa (CP)
y Scenedesmus quadricauda (SP), presentaron un efecto estimulante sobre el
desarrollo de las microalgas bajo el empleo de diferentes auxinas, de los cuales,
acido indol-3 propidnico (IPA) presentd el mayor impacto sobre la tasa de crecimiento
de ambas especies, sin embargo, del mismo modo el resultado de &cido indol-3
acético (AlA), presentd un buen desarrollo en las microalgas, en donde la dosis de 40
mg L? se identificé una tasa de crecimiento alta con un valor de 1,80 x 10 2 células
dia "t para CP, mientras que para SP la mejor dosis fue de 60 mg L*con 0,64 x 10

células dia %, siendo superiores con respecto al tratamiento control.

En investigaciones similares se evidencia que para Chlorella pyrenoidosa
biotipo 1 y 3, el tratamiento de 30 mg L™ de AIA, present6é un aumento de la velocidad
de crecimiento (u) de 0,22 x 10 ¢y 0,23 x 10 °® respectivamente. También presentd
una disminucién en el tiempo de duplicacion (Td) con un valor de 3,13 y 2,99 horas
correspondientemente, a diferencia de Chlorella biotipo 2 tuvo mejores resultados a
una dosis de 50 mg L, existiendo un aumento de 0,21 x 10 ¢ de py 3,26 horasen el

Td evaluadas en la fase de aceleracion durante un periodo de 14 dias (Auz, 2019).
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Las auxinas se originan en las plantas superiores al igual que en las microalgas de
forma natural en concentraciones minimas, se sintetizan en los tejidos de las plantas
mediante la via triptéfano (Trp) ubicada en los plastidos, mientras que en el
cloroplasto mediante la via Trp se forman el acido indol 3 acético. Poseen dos
transportes: el largo es el que viaja mediante el floema hasta la parte aérea de las
plantas. El transporte lento es a nivel celular mediante la difusién entre membranas
(Garay-Arroyo et al., 2014). En este sentido segun Singh et al., (2020) afirma que las
auxinas generan un estimulo sobre la actividad metabdlica y mitética, generando una
elongacioén en el tamafio de las células e incremento en la division celular, debido a
gue las auxinas generan una mayor permeabilidad en la pared celular acelerando asi
sus procesos, comparado con el desarrollo de microalgas en condiciones normales.
Por lo tanto, el efecto de hormonas artificiales tiene el mismo efecto en microalgas

como en plantas superiores.

Parametros ambientales

Temperatura y Potencial de Hidrégeno pH

Los factores climéaticos influyen de manera directa en el crecimiento de
espirulina, la cual a temperaturas bajas presenta un menor desarrollo, en este
sentido hay un evidente incremento de la tasa de crecimiento en altas temperaturas,
pues los 35 °C es la temperatura optima, coincidiendo con los parametros

ambientales de la segunda fase de la presente investigacion (Soni et al., 2017).

A nivel de laboratorio se manej6 el cultivo a una temperatura promedio de 18
°C sin mayor alteracion, mientras que en la segunda fase de investigacion se
evidencio una temperatura promedio de 26,99°C en el invernadero de vidrio (zona
administrativa), mientras que en la tercera fase la temperatura promedio en el area
de Pailones ( invernadero de polietileno) es de 13,78 °C , por lo tanto, se observo

una relacion directa entre el desarrollo de espirulina con respecto al parametro
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ambiental temperatura, mientras mas alta es la temperatura se determiné un mejor
crecimiento de la espirulina. La temperatura es factor primordial que afecta el
desarrollo de las plantas si esta aumenta hay un mayor crecimiento vegetal, pues la
temperatura 6ptima para un buen desarrollo de la fotosintesis es de 20 a 25 °C,
mientras que la respiracion es de 30 a 35 °C, pues las altas temperaturas aceleran
las reacciones enziméaticas de las moléculas (Fernandez & Johnston, 2006). El
mismo comportamiento se evidencia en las microalgas I. galbana, en donde las altas
temperaturas produjeron altas densidades celulares debido al incremento de la
energia total y fijacion del carbén debido a la tasa alta de fotosintesis (Velasco et al.,

& Truijillo, 2009).

Otro de los pardmetros principales que influyen en el desarrollo de la
microalga es el pH, del cual se obtuvo correlaciones positivas con respecto al tiempo,
densidad celular y absorbancia. En las tres fases de investigacion se inicié con pH de
9,3 hasta llegar a 10,2, lo cual fue favorable ya que el presente cultivo se desarrolla
mejor en medios alcalinos. En estudios similares segun Sandoval, (2017) afirma que
el pH va incrementandose de manera paralela con el crecimiento celular en
diferentes medios, los cuales presentaron un pH constante de 9,52 para el medio de
Zarrouk, 9,70 para el inorganico y finalmente 9,60 para el medio organico, mientras
gue el desarrollo de la temperatura presentd una correlacién negativa con respecto al

crecimiento del cultivo, resultados que difieren con la investigacion.

Se ha evidenciado que a mayor pH alcalino hay un aumento en la tasa
fotosintética debido a que permite la disponibilidad de nutrientes, pues el pH del
medio permite la solubilidad del CO2 y minerales (Abalde et al., 1995). El incremento
del pH contribuye en el consumo de los iones como HCO3-, proporcionando el
carbono disociado a CO2 necesario para el mayor crecimiento en las microalgas

(Beltran-Rocha et al., 2017).
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Calidad de Biomasa de espirulina (Arthrospira platensis)

La productividad de la biomasa en la segunda fase de investigacion se
observo un efecto favorable tras la aplicacién de AlA, pues alcanzé una produccion
de biomasa llegando a los 0,91 g L* durante un periodo de 39 dias a diferencia del
tratamiento testigo con 0, 71 g L . En investigaciones similares el cultivo de
Arthrospira platensis en un sistema cerrado flotante a escala piloto en lugares
subtropicales (29 °C) presento una productividad del 0,94 a 1,61 y g L'! mientras que
en una zona templada (22 °C), 0,65 a 1,55 g L durante un periodo de 35 a 40 dias
(Toyoshima et al., 2015). Mientras que en otras indagaciones basadas en la
produccién de espirulina present6 valores de 2,94 g L* mediante el empleo de
melaza como un sustrato organico (Andrade & Costa, 2007). Finalmente, los valores
obtenidos en el presente estudios son favorables pese a las condiciones ambientales

y edad del cultivo en comparacién a las investigaciones mencionadas .

Evaluacién de Proteinas y Lipidos

Espirulina (Arthrospira platensis) posee un alto nivel nutricional para el
consumo humano y animal, por lo tanto, analizar la calidad de biomasa cumple un
papel crucial dentro de una produccién, por lo que, en la presente investigacion
mediante un analisis bromatolégico se determiné que la cepa de espirulina posee

niveles de proteina del 25,073 % y en el caso de lipidos 4,06 %.

Las auxinas son fitohormonas encargadas de contribuir positivamente en el
producto final de la biosintesis (Han et al., 2018). En este sentido se evidencié que
el cultivo sometido a una dosis de 10 mg L de acido indol 3 acético (AIA), presentd
un incremento en los niveles de proteinas alcanzando el 30, 61 % , al igual que los
niveles de lipidos con un 6,02 % . La adicion de AlA produce un mayor porcentaje de
lipidos, pues se ha evidenciado que a mayor concentracion de auxinas (AIA) mayor
es el contenido lipidico, como es el caso de la especie Nannochloropsis oceanica, la

cual llegé a su maxima productividad de 310 mg Lty 319, 5 mg L resultados de la
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aplicacion de 30 y 40 mg L1 de AIA respectivamente (Udyan & Arumugam, 2017).
Los niveles nutricionales de espirulina generalmente son bastante altos
especificamente en proteina alrededor del 60 %, por lo que no coinciden los
resultados de la investigacion, pues los niveles son mas bajos, una de las posibles
causas es que el cultivo de espirulina empleado ha sido producido de manera
intensificada durante 10 afios, en el caso del porcentaje de grasa coinciden con la
investigacion estudiada, los niveles normales en espirulina son del 5 % (Colla et al.,
2007). Sin embargo, la aplicaciéon de hormonas vegetales en este caso la auxina
acido indol-3 acético (AlA), pese a la edad del cultivo elevé la calidad de biomasa a

nivel de proteina y grasa.

Los porcentajes de proteina y lipidos de las diferentes variedades de
espirulina apoyan a los resultados de la investigacion, pues segun Honores et al.,
(2019) afirman que la variedad Arthrospira jenneri posee el 70 %y 7 % que
representan los valores de proteinas y lipidos respectivamente. En estudios similares
la composicion proximal de espirulina (Arthrospira platensis) evidencian niveles del 4
% de lipidos a una temperatura de 30 °C y una proteina bruta del 40 % (Ogbonda et

al., 2007).

Por lo tanto el resultado tras la aplicacion de auxinas present6 un efecto
positivo para las proteina y lipidos de la cianobacteria estudiada. Los elevados
niveles del porcentaje proteico es debido al estimulo en el incremento de la division
celular que genera una mayor produccion de carbohidratos, por ende un aumento en
los niveles de proteinas, del mismo modo el incremento de lipidos posiblemente se
debe a la produccién de triacilglicerol (TAG) por el estimulo causado por las auxinas
en la descomposicion de monogalactosilglicerol precursor importante para la

formacion del TAG y &cido oleico (Singh et al., 2020).
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Pigmentos Fotosintéticos

En la presente investigacion otro de los pardmetros identificados dentro del
analisis de calidad de biomasa, son los pigmentos fotosintéticos caracteristicos de
todas las microalgas. Entre ellos se encuentran los distintos niveles de clorofila, el
tipo a es uno de los principales y mas abundantes dentro de un organismo
fotosintético, en las microalgas eucariotas la clorofila tipo b se halla de forma
accesoria a excepcion de las cianobacterias (Abalde, et al., 1995). En tal sentido,
coinciden con los resultados de la presente investigacion, en el tratamiento testigo se
identificé 16,42 mg g " de la clorofila a, mientras que la clorofila tipo b se determiné
un valor sumamente bajo de 3,37 mg g 'y 9,8 mg g *de carotenos. En estudios
similares segun Soni et al., (2017) afirman que en Arthrospira platensis han
reportado la produccién de clorofila de tipo a con un valor de 16,6 mg L a una
temperatura de 32 °C, resultados que coinciden con respecto a la segunda fase de
investigacion. El efecto de AIA es evidente en la microalga Scenedesmus sp. a una
dosis de 20 L incrementaron los contenidos de clorofila a y b con valores de 6.74
mg L™y 2,88 mg L™ respectivamente comparadas con el testigo reflejandose el
buen desarrollo de la fotosintesis datos que contribuyen con el estudio (Yu et al.,

2017).

Al igual que lo resultados mencionados anteriormente, se determin6 un
incremento en los pigmentos fotosintéticos sometidos a la hormona vegetal AlA, en
donde resulto 18,43 mg g * de clorofila a, 3,99 mg g *de clorofila by 10,6 mg g * de
carotenos. Pues el uso de hormonas vegetales en el caso de Chorella vulgaris bajo
una dosis minima de 1 mg L™ present6 un incremento en la clorofila en un 53% con

respecto al control (Castro, 2021).
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CAPITULO VI

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Las dosis de acido indol-3 acético (AIA) de 10,20,40 y 80 mg L estimularon
crecimiento de la densidad celular y absorbancia, pese a que dentro de la cinética de

crecimiento no hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos.

La dosis de acido indol-3 acético (AIA) de 10 mg L™* mejor6 la productividad
de espirulina, en donde su crecimiento tuvo un efecto positivo alcanzando una
densidad celular de 6,9 x 10 ® filamentos mL "'y una absorbancia de 1,413, durante

un periodo de 39 dias, mismo comportamiento en la fase de campo.

La biomasa tratada con la auxina AIA (10 mg L?) al mejorar la productividad
en su crecimiento, incremento su produccién a 0,91 g L™ con respecto al tratamiento
control que fue de 0,71 g L, por lo que es uno de los pardmetros productivos muy

importantes a nivel industrial en una explotacion de microalgas.

La calidad de biomasa tratada con AlA incremento el contenido lipidico
llegando a un 6,02 %,comparado con el tratamiento control que fue de 4,02%,
ademas de mejorar el contenido nutricional de espirulina con niveles de proteina del

30,61%, clorofila tipo a con 18,425 mg g 'y 10,6 mg g * de carotenos.
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Recomendaciones

Es importante hacer un control constante de los parAmetros ambientales
principalmente del pH y temperatura mediante los cuales se puede conocer el

desarrollo del cultivo de espirulina.

Se recomienda aplicar &cido indol 3- acético en espirulina (Arthrospira
platensis) para estimular el desarrollo de la densidad celular, absorbancia y

produccion de biomasa.

Analizar el efecto de AIA juntamente con otras hormonas vegetales con el fin

de observar su comportamiento sobre los parametros productivos en espirulina.

Realizar pruebas sobre el perfil de acidos grasos de la biomasa de espirulina
tratada con auxinas con el fin orientarlos a una perspectiva agroindustrial como

alimento destinado a los humanos.
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