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Resumen
La espirulina es una cianobacteria de importancia nutricional por su alto contenido de proteina,
aminoacidos esenciales, vitaminas, carbohidratos, minerales y compuestos bioactivos que lo
vuelven un alimento beneficioso para la salud humana y animal. Estados Unidos y Japén,
producen esta cianobacteria a nivel industrial como suplemento alimenticio; aditivo de materia
prima para producir alimentos; bebidas y productos cosméticos. Al ser una cianobacteria verde
azulada posee en su composicion pigmentos fotosintéticos como las ficobiliproteinas que a su
vez estdn compuestas de ficoeritrinas, ficocianinas y aloficocianinas. Bajo este contexto la
presente investigacion evalud el efecto de la luz roja en la concentracion de ficocianina en

Espirulina (Arthrospira platensis) y estimuladas con Acido indol 3 acético bajo condiciones

controladas, ademas de la cantidad de biomasa microalgal (g L'1). El experimento utilizé un
disefio experimental DCA bifactorial 2x2 con 4 repeticiones; el cultivo se mantuvo bajo
condiciones de pH (9,3 a 10.4) y temperatura de (18°C — 35°C) durante 60 dias; cuyos resultados

demostraron que al aplicar el Tratamiento 4 con luz roja (10:14 horas luz/oscuridad) y adicion de
10 mgL'1AIA, promovio el crecimiento celular e incrementé la cantidad de biomasa en 40% hasta
15, 25 ¢ L. De la misma forma el tratamiento 4 (F=54,97; p<0,0001) presenté mayor

concentracion de ficocianina (0,215+0,008 mg mL'1). Se puede concluir que al aplicar luz roja

durante (10 horas luz/ 14 oscuridad), produjo el incremento de ficocianina y la adicion de AlA (10

mgL'1) incrementé el contenido de biomasa.

Palabras clave: ARTHROSPIRA PLATENSIS, FICOCIANINA, LUZ LED ROJA, ACIDO

INDOL -3 ACETICO (AIA).
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Abstract
Espirulina is a cyanobacterium of nutritional importance due to its high content of protein,
essential amino acids, vitamins, carbohydrates, minerals and bioactive compounds that make it
a beneficial food for human and animal health. The United States and Japan produce this
cyanobacterium at an industrial level as a food supplement, raw material additive to produce food,
beverages, and cosmetic products. Being a blue-green cyanobacterium, it has in its composition
photosynthetic pigments such as phycobiliproteins, which in turn are composed of phycoerythrins,
phycocyanins and allophycocyanins. In this context, the present investigation evaluated the effect
of red light on the concentration of phycocyanin in Spirulina (Arthrospira platensis) and stimulated
with indole-3-acetic acid under controlled conditions, as well as the amount of microalgal biomass
(AIA 10 mgL™1). The investigation was developed under a 2x2 Bifactorial DCA experimental
design with four replications; the culture was maintained under conditions of pH (9.3 to 10.4) and
temperature (18°C - 35°C) for 60 days; whose results showed that the application of Treatment 4
with red light (10:14 hours light / dark) and addition of indole-3-acetic acid (AIA 10 mgL™?1)
promoted cell growth and increased the amount of biomass by 40% with 15, 25 g L™1. The same
form treatment 4 (F=54.97; p<0.0001) presented higher concentration of phycocyanin

(0.215+0.008 mg mL™1), it can be concluded that the application of red light during (10 hours light/

14 hours dusk), produced the increase of phycocyanin and the addition of AIA (10 mgL'1)

increased the biomass content.

Keywords: ARTHROSPIRA PLATENSIS, PHYCOCYANIN, RED LED LIGHT, INDOLE-

3-ACETIC ACID (IAA).
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CAPITULO |
INTRODUCCION
Antecedentes

El cultivo de cianobacterias como la espirulina presenta un interés en la industria, y a
nivel mundial existen 500 empresas que producen 6000 toneladas/afio. Estados Unidos y
Japoén son los principales productores de espirulina a nivel mundial. En USA, la empresa
Earthrise Farms posee el cultivo méas grande y tecnificado en el mundo, asi como, Cyanotech la
segunda mayor industria productora ubicada en Hawai (Bermudez y Ruiz, 2007).

Las cianobacterias son usadas en un 70% como suplemento alimenticio, el 20 % como
aditivo de materia prima para la produccion de alimentos, bebidas y el 10% para productos
cosméticos (Asero, 2014).

La espirulina puede ser modificada en su composicién bioquimica alterando las
condiciones del cultivo: nitrbgeno, oxigeno, hormonas, etc.; y/o adecuando las condiciones
ambientales: periodos de exposicién a radiacién UV, temperatura, exposicién a ondas
especificas de luz, con la finalidad de estimular la produccién de metabolitos y biomasa,
asiéndola mas atractiva a nivel biotecnolégico y nutricional (Fernandez et al., 2014).

La intensidad de luz y longitud de onda cumplen con un papel determinante en la
actividad fotosintética, lo que permite un adecuado crecimiento debido a que los fotosistemas
catalizan la reaccion de conversion de energia luminica que es captada en una forma utilizable
por las moléculas de clorofila exitadas y que a su vez generan productos de alto valor (Vasquez
etal., 2017).

A nivel industrial existen diversas especies de Espirulina que poseen caracteristicas
nutracéuticas y una de las més estudiadas es Arthrospira platensis, una cianobacteria
caracteristica por su color azul-verdoso cuyo desarrollo rapido se da por la conversion de la

energia solar en energia quimica, mediante la fotosintesis, ademés del dioxido de carbono y
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minerales que se encuentran en aguas alcalinas zonas calientes 0 ambientes controlados
(Ramos, 2011).

Las fico-biliproteinas son uno de los compuestos que se encuentra formando parte de
Arthrospira platensis, caracteristica por su color intenso, éstas se dividen en 4 grupos:
ficoeritrinas, ficocianinas, aloficocianinas y ficoeritrocianinas cada una de estas posee
propiedades espectrofotométricas que facilitan su identificacion analitica; asi las ficoeritrinas
absorben entre 540 — 570 nm, las fico-cianinas entre 620 - 652 nm, las aloficocianinas entre
650 - 655 nm y las fico-eritrocianinas 570 — 595 nm (Ramos, 2011).

Por lo anterior, se pretende estudiar al cultivo de A. platensis en recipientes bajo
condiciones controladas en laboratorio e invernadero, donde se garantizaron los procesos de
adaptacion de la cepa, crecimiento, masificacion y producciéon de biomasa con la adicion de
Acido Indol — 3 Acético, ademas de la generacion de metabolismos de interés como la
ficocianina.

Justificacion

En la industria de alimentos procesados, los consumidores prefieren productos
naturales que presenten beneficios para la salud, con excelentes cualidades nutritivas y
sensoriales positivas. El uso de colorantes sintéticos se percibe hoy en dia como indeseables,
dafinos, responsables de reacciones alérgicas e incluso causantes de intolerancias (Batista et
al., 2006).

La produccién de pigmentos naturales genera interés por el contenido de pigmentos
fotosintéticos y sus propiedades nutracéuticas caracteristicas; por lo que en el presente estudio
se integro las investigaciones de Sandoval (2017) con el uso de medios especificos para la

realimentacion de espirulina y con el estudio de Benalcazar (2022) que registr6 como mejor

dosis 10 mg L de AIA para el incremento celular. Con la adicionando de luz roja, para el

incremento de ficocianina; producidas a partir de fuentes naturales de A. platensis.
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En el estudio realizado por Alvarez (2018) evidencio que el uso de 1500 lux o 20, 25
umol m?s'representa una opcién considerable para la obtencion de biomasa e incremento de
ficocianina sin afectar la composicion bioquimica de Spirulina platensis. Lo que beneficiaria la
produccion en términos de cantidad y contenido de pigmentos.

Por lo tanto, este estudio evaluara el contenido de ficocianina y cantidad de biomasa
producida a partir de A. platensis, usando un protocolo establecido en el laboratorio para la
adaptacion y crecimiento de la cianobacteria, asi como también del desarrollo y masificacién en
invernadero bajo condiciones controladas evaluando el efecto de la luz roja y adicién de Acido
Indol -3- Acético.

Objetivos
Objetivo general
Evaluar el efecto de la luz roja en la produccion de ficocianina en espirulina (Arthrospira
platensis) estimuladas con Acido Indol -3- Acético en la Hcda El Prado a 2800 msnm.
Objetivo especifico
¢ Valorar los parametros ambientales y productivos de A. platensis con adicién de auxinas
naturales 10 mgL'1 AlA bajo la accién de la luz roja.
e Determinar la produccion de ficocianina en el cultivo de A. platensis con adicién de
auxinas naturales 10 mgL'1 AlA bajo la accién de la luz roja.
Hipotesis
Hipotesis nula

“Los tratamientos bajo la interaccion luz roja (10:14 luz/oscuridad) y adicién de acido

indol -3- acético (10 mg L AlA) no tiene efectos sobre la produccion de biomasa y

concentracion de ficocianinas de espirulina (A. platensis)”.
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Hipotesis alterna

“Los tratamientos bajo la interaccion luz roja (10:14 luz/oscuridad) y adicion de acido

indol -3- acético (10 mgL'1 AlA) tiene efectos sobre la produccion de biomasa y concentracion

de ficocianinas de espirulina (A. platensis)”.
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CAPITULO I
MARCO REFERENCIAL
Arthrospira platensis

La espirulina es una cianobacteria filamentosa fotosintética de color verde azulado con
capacidad de fijar el nitrégeno del aire, por esta razén forman poblaciones en aguas tropicales
y subtropicales en donde los niveles de carbonato, bicarbonato y pH son elevados. Su
distribucion se encuentra en Africa, Asia tropical, subtropical en América del Sur, y en Europa
(Gonzalez et al., 2021).

Ponce (2013) menciona que, Espirulina contiene 65% de proteinas y aminoacidos
esenciales como: isoleucina 5,6%, leucina 8,7%; lisina 4,7%, metionina 2,3%; fenilalanina
4,5%; treonina 5,2%; triptéfano 1,5% y valina 6,5%.

Aminoacidos no esenciales como: acido glutamico, 14,6% y acido aspartico 9,8%, 55
unidades de lipidos, 7% de minerales; 20% de hidratos de carbono y 3% de humedad (Gémez,
2020).

El aporte de vitaminas por 10 g de espirulina en funcion de la dieta es: vitamina A (beta-
carotenos) 4,60 veces; vitamina B1 (0,21); vitamina B2 riboflavina (0,21); vitamina B3 (niacina)
0,07; vitamina B6 (piridoxina) 0,04; vitamina B12 5,33 veces; vitamina E alfa-tocoferol 0,03
(Ponce, 2013).

Adjali et al. (2022) mencionan que A. platensis posee la capacidad de captar oxigeno
reactivo y actividad quelante de metales, eliminado toxinas como los materiales pesados
(hierro, cobre, cadmio) mediante intercambio iénico y quelacién en anillos quelados de 5
miembros.

Morfologia de Arthrospira platensis
Arthrospira platensis posee tricomas o filamentos, en forma de hélice abierta que llegan

a medir 100 — 500 um, son cilindricas de 3 a 12 ym de ancho, cuyo didmetro oscila entre 20 a
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100 um dependiendo de las condiciones ambientales y de crecimiento (Rodriguez y Olveira,
2006).
Ciclo de vida

En la primera fase celular, espirulina esta dispuesta en filamentos, tienen la facultad de
multiplicarse por biparticién, en el que involucra la ruptura de los tricomas en segmentos mas
pequefios como resultado de la lisis celular de células especializadas llamadas necridios a
intervalos de 4 a 6 células. La segunda fase se produce desde la forma corta y desenrollada
llamada hormogonia. Finalmente, las células de cada hormogonia se dividen para formar el

tricoma en espiral (Borba y Ferreira, 2019).

Figura 1

Ciclo de vida de Espirulina
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Nota. Recuperado de Borba y Ferreira (2019).
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Procesos fisioldgicos
Produccion de pigmentos

La produccién de pigmentos depende de parametros fisico-quimicos como: la
temperatura, la aireacion, concentracion de CO2, fuentes de carbono, intensidad de luz, pH y
concentracion de nutrientes, nitrégeno o fésforo (Romero et al., 2017).

Es por eso que los pigmentos varian dependiendo de lo que se quiere obtener de
Espirulina, por ejemplo; a mayor tiempo en exposicion a la luz se obtendra mas cantidad de
biomasa y por el contrario si el objetivo es producir pigmentos, se tendra que regular las horas
de exposicion a la luz, (Alvarez, 2018). Asi obtendremos pigmentos como carotenoides,
xantofilas, clorofila y ficobiliproteinas (Romero et al., 2017).

Ficobiliproteinas

Son proteinas fluorescentes solubles en agua, unidas covalentemente a grupos tetra-
pirroles cromoforos, conocidos como bilinas que forman parte del aparato fotosintético de las
cianobacterias (Ferreira et al., 2015).

Se sitllan en la superficie de la membrana tilacoides, actuando como pigmentos antena,
cuya funcién principal es absorber la luz y transferir la energia de excitaciéon al centro de
reaccion. Su estructura esta constituida por tres cilindros y un nucleo central, cada uno tiene
cuatro discos agrupados y seis varillas radiales ubicadas en el nlcleo central compuestas por
discos, estos se organizan segun su maxima absorcién siendo las ficoeritrinas las que se
encuentran en la periferia, ficocianinas en el centro y las alo-ficocianinas en la membrana
tilacoidal (Toloza, 2019).

Ficocianina

La ficocianina (PC) es un pigmento fotosintético de las ficobiliproteinas, considerado
como el principal componente de actividad antioxidante en las cianobacterias, se encuentra en
un 20% de la fraccidn proteica y es caracteristico por su color azul brillante (Gonzalez et al.,

2021).

23



La composicion de la ficocianina (PC) consta de dos sub unidades homélogas, tipos de
cadena a y B globina unidas covalentemente al tipo ficocianobilina (PCB) por enlace tioéter
Figura 2

Estructura de la ficocianina

Protein
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Nota. Recuperado de Fernandez et al., (2014).

La pureza de la ficocianina (PC) se evalta en funcion de la relacién absorbancia
(A620/A280); dichas absorbancias (620 y 280 nm) corresponden a ficocianina y proteina total
respectivamente. Se considera que la ficocianina es de calidad alimentaria cuando las
absorbancias (A620/A280) son < 0,7; de grado reactivo cuando las absorbancias (A620/A280)
estan entre < 0,7 — 3,9 y de grado analitico cuando las absorbancias (A620/A280) son = 4,0
(Gonzalez et al., 2021).

Crecimiento de Arthrospira platensis

Arthrospira platensis se desarrolla en un medio controlado por fases y bajo condiciones

pre establecidas, su crecimiento dura aproximadamente de 30 a 45 dias, dependiendo las

condiciones ambientales y medio de nutrientes que se le proporcione al cultivo.
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Fase de adaptacién

Es la fase inicial y de adaptacion de la cepa, su crecimiento es lento, esto se debe a que
los filamentos empiezan adaptarse a un nuevo medio, los cambios en el pH, temperatura e
iluminacion pueden provocar la muerte de las células (Toloza, 2019).
Fase de crecimiento exponencial

Una vez adaptadas al medio y condiciones ambientales, empieza su crecimiento
exponencial a una velocidad especifica con respecto al tiempo, aqui empieza la division celular
dando origen a nuevas células que tienen la capacidad de dividirse y multiplicarse (Lavoie et
al., 2007).
Fase de crecimiento lineal

Las cianobacterias se han adaptado a las condiciones de cultivo, empieza la
multiplicacion a una velocidad especifica con respecto al tiempo (Lavoie et al., 2007).
Fase estacionaria

Ocurre cuando el crecimiento de células se detiene, existe una disminucién en la tasa
de division, esto se debe a que las condiciones del cultivo disminuyen. En la fase de
estabilizacion del cultivo, los filamentos se mantienen constantes por la limitacién de nutrientes

y area para su multiplicacion. Se considera que es el mejor momento para la cosecha cuando

existe 6,8x10°+3333 (filamentos 'mL) (Sandoval, 2017).
Fase de muerte

Se determina que esta en fase de muerte cuando el crecimiento de filamentos ha
llegado a su méximo de crecimiento en poblacién, es aqui donde el crecimiento celular se
detendra y la curva de crecimiento empieza a descender; se observa un cambio de coloracion
de verde intenso a café, los filamentos de A. platensis flotan en la superficie con una coloracién
café claro intensa. Para evitar pérdidas y muerte total de la cepa, se debe cosechar la biomasa

en buen estado y realimentar con medio nutritivo Zarrouk (Sandoval, 2017).
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Condiciones de cultivo
Fotoperiodo

Se llama fotoperiodo a los ciclos de luz y oscuridad, teniendo efectos sobre los ciclos de
vida y actividades metabdlicas de las microalgas; los ciclos de luz cumplen un rol importante en
los procesos de fijacion de nitrégeno, fotosintesis y division celular.

Alvarez (2018) sefiala que, largas horas de exposicion de la cianobacteria a la luz mejora la
productividad de Spirulina sp, sin embargo, disminuye el contenido de ficocianina (PC), esto se
debe a que espirulina es sensible a altas intensidades de luz, superiones a 500 umol/m?/s™! y
durante largos periodos de tiempo.

Intensidad de luz

Es un factor importante en el crecimiento de los microorganismos fotosintéticos y
representa una fuente principal de energia. Las cepas en mantenimiento necesitan de luz
artificial de 40 W, asi se puede controlar las necesidades del cultivo. La intensidad de luz que
se utiliza puede diferir del cultivo y especie. Para el uso de matraz Erlnemeyer la cantidad de
iluminacién necesaria es de 13.5 pmol/m?/s™', en volimenes mayores se requiere una
intensidad luminosa de 67. 5 a 135 pmol/m?/s
Pigmentos fotosintéticos

Las cianobacterias presentan una pigmentacién diversa permitiendo que la actividad
fotosintética sea altamente efectiva y neta con una baja intensidad de luz, siendo las
ficobiliproteinas las que le dan esta ventaja (Lavoie et al., 2007).

Estas cianobacterias tienen la caracteristica de modificar la composicion de los
pigmentos-proteinas en sus complejos captadores de luz lo que les da un color diferente
dependiendo de las longitudes de onda en las que crecen (Lavoie et al., 2007).

El campo 6ptico humano capta longitudes de onda de 390 a 750 nm. Por otro lado, los

microorganismos fotosintéticos son capaces de captar solo una fraccion de la radiacién
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fotosintética activa (PAR) se mide en micrones por metro por segundo (umol. m?s™') y se
observa tipicamente en longitudes de onda de 400 a 700 nm que les impulsa a realizar la
fotosintesis, esto debido a que no todas las longitudes de onda del espectro son absorbidas por
los pigmentos fotosintéticos. Es asi que la iluminacion artificial debe emitir longitudes de onda
especificas, las cuales van a ser absorbidas por los pigmentos (Markou, 2012).

La ficocianina (PC) es una proteina pigmentaria captadora de luz que combinado con
los ficobilisomas del fotosistema (PSII) absorben luz en un amplio rango de longitud de onda
del espectro visible y transfieren la energia de excitacion cuya absorcion es a una longitud de
onda de 615 nm Alvarez (2018).

Luzroja

La luz es una fuente indispensable de energia para los procesos fotosintéticos de las
plantas, estas son capaces de responder a la intensidad y color de la luz por medio de sus foto-
receptores. Los LEDS poseen una intensidad luminica de 14,7 a 55,5 W/m?, con emisién de
energia a una longitud de onda entre 400 a 500 nm, lo que incrementa la tasa de crecimiento.

Un diodo emisor es una fuente de luz constituida por un material semiconductor dotado
de dos terminales de diodo unién p-n liberando energia en forma de fotones, denominandolo
electro-luminiscencia Alvarez (2018).

Temperatura

La temperatura es un factor de gran importancia, valores por debajo de los 17 °C limita
el crecimiento, llegando a un estado de dormancia mas no de muerte del cultivo. Se considera
gue la temperatura 6ptima para el crecimiento es de 35 °C y temperaturas superiores como
38°C inhibe el crecimiento hasta la muerte del cultivo (Arora et al., 2017).
pH

El rango 6ptimo de pH para el cultivo de Espirulina es de 9.4 a 10.4. Las

concentraciones de sales, en el medio varian de entre 10 a 90 g L'1cuya principal fuente de
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carbono es el bicarbonato (HCOj3), esta sal se disocia en CO, iones OH™" y agua asi el CO, es
fijado mediante el Ciclo de Calvin para la sintesis de compuestos organicos y los iones hidroxilo
elevan el valor pH a 11, tolerado por la cianobacteria (Rodriguez y Triana, 2006).
Medios de cultivo

Un organismo fotosintético requiere de fuentes nutricionales esenciales para el
adecuado crecimiento y desarrollo. Espirulina crece en medios salinos, por lo que en agua
salobre es necesario aplicar sal para que la cianobacteria no sufra un choque osmético al estar
en contacto con el agua dulce. Entre los requerimientos nutricionales se encuentran el
nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K) y CO2; también requiere de microelementos esenciales
como el azufre (S), Magnesio (Mg), calcio (Ca) y hierro (Fe) ademas de la adicion de
bicarbonato (Sandoval, 2017).
Medio de mantenimiento

Es un medio ideal para mantener la cepa espirulina, pudiendo adaptar la cepa en tubos
de ensayo por tiempos prolongados y bajo condiciones controladas de luz y aireacion. EI medio
posee dos soluciones (A y B) las cuales deben ser preparadas adecuadamente para evitar

precipitaciones al momento de autoclavar los medios (Tabla 1).
Tabla 1

Medio de mantenimiento para Arthrospira platensis

Solucion A
Agua destilada 500 mL
NaHCO3 13,61 g
Na2CO3 4,03
K2HPO4 0,50
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Solucién B
Agua destilada
NaNO3
K2S04
NaCl
MgS04-7H20
CaCl2- 2H20
Solucion metal PIV
Solucién de micronutrientes
Vitamina B12 (15 ug/100 ml H20)

500
2,50
1,00
1,00
0,20
0,04
6

1

1

Nota. Macro y micronutrientes. Adaptado de Sandoval (2017).

Medio de masificacion

Es un medio que cuenta con los nutrientes necesarios que requiere el cultivo de

espirulina, este medio le permite un mayor crecimiento, una vez la cepa se haya adaptado a las

condiciones iniciales. Cada elemento utilizado en el medio se preparé para un litro de solucién,

sin embargo, se puede modificar las cantidades segun las necesidades del cultivo (Sandoval,

2017).

Tabla 2

Medio de masificacién para (Arthrospira platensis)

Medio de cultivo

Elemento Cantidad
NaHCO; 10
NacCl 5
Macronutrientes 20
Micronutrientes 1

Macronutrientes 500 mL

KNO, 50
NH,H,PO, 0,5
K,S0, 0,25
Mg S0,7H,0 0,25

Unidad
g
g

mL

mL

gr
ar
ar
gr
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Micronutrientes 250 mL

Sulfato de Hierro 0,25 ar
Quelatado

Nota. Recuperado de Sandoval (2017). Soluciones para el
cultivo de Espirulina desde la fase de crecimiento
exponencial.

Auxinas

Las auxinas son un grupo de hormonas naturales que regulan el desarrollo y
crecimiento de plantas y microalgas; a nivel celular intervienen en los procesos de division,
elongacion y diferenciacion celular (Garay et al., 2014). Los niveles de auxinas estan
modulados por su biosintesis, degradacion, conjugacion, transporte e interaccion con otros
reguladores de crecimiento vegetal (RCV); existen diversas rutas de biosintesis del acido indol-
3-acético (AIA) dependientes de precursores de triptéfano (Trp).

Intervienen en el metabolismo y crecimiento de las microalgas, en bajas
concentraciones influye en el aumento de biomasa y estimula la fijacién de grasas, sintesis de
proteina y pigmentos de microalgas. Las auxinas tienen un efecto mediado por enzimas
secuestradoras de oxigeno (ROS) asi las hormonas endégenas de acido indol-3-acético (AlA)
aumenta su actividad, relacionado al proceso de organogénesis. El peréxido de hidrégeno y el
oxigeno son metabolizados por la “maquinaria celular antioxidante” que controlan las auxinas
exdégenas, generando una respuesta fisiolégica en microalgas como la produccién de

metabolitos y divisién celular (Piowtroska y Bajguz, 2014).

Ruta metabdlica de AIA

Las Auxinas se sintetizan principalmente en tejidos jovenes, con dos vias de sintesis;
especificamente en los cloroplastos, aqui inicia la ruta dependiente del Tript6fano (Trp), que
tiene cuatro precursores que son: el 3-indol acetamida (IAM), el 3-indol acetaldoxima (IAOx), la
triptamina (TAM), y el acido 3-indol piravico (IPA); la segunda ruta independiente de triptéfano

se deriva de un precursor; y para que exista una interaccion estas vias dependen de estimulos
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externos como: la luz, nutrientes, el frio, asi como también de estimulos internos (Garay et al.

2014).

La ruta indol — 3 — piruvato (IPA) permite en las células procariotas sintetizar AIA en
donde el triptéfano es convertido a piruvato (IPA) por una reaccion quimica al transferir un
grupo amino a un cetoacido formando nuevos aminoacidos que posteriormente son
descarboxilados a Indol 3- acetaldehido (AlAld) por indol 3- piruvato descarvoxilasa (IPDC) y

finalmente (AIAld) es oxidado y convertido en &cido indol 3 acético (Quintero, 2016).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Ubicacion y caracteristicas del area de estudio

El estudio se desarrollé en dos fases, la primera se efectu6 en el Laboratorio de
Acuacultura y la segunda en el Invernadero cuarentenario perteneciente al Departamento de
Ciencias de la Vida y la Agricultura IASA |, en la Universidad de las Fuerzas Armadas. Estas
instalaciones estan ubicadas en las siguientes coordenadas: Longitud 78° 24°44™ E y una altitud
0°23°20°'S, en la Parroquia de San Fernando, Cantén Rumifahui, Provincia de Pichincha.

Figura 3

Vista aérea de area de laboratorio de acuacultura e invernadero cuarentenario

® LablASA

F N

Nota. Ubicacion del proyecto de investigacion donde se
desarrollé la fase experimental. a. Laboratorio de acuacultura;
b. Invernadero cuarentenario. Tomado de Google Earth
(2022).

Métodos

Produccion de Espirulina
Fase 1

La investigacion se realiz6 en dos fases de produccion, la primera fase que consistié en
el mantenimiento y desarrollo de la cepa, la segunda fase se realiz6 bajo invernadero con

protocolos establecidos.
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Para la produccién de Arthrospira platensis, se inicié desde cultivos puros del
laboratorio de Acuacultura; donde las cepas se encuentran conservadas en frascos de
produccion de medio de cultivo. Para la seleccion de las cepas se escogieron cultivos con las

mejores caracteristicas (pureza, filamentos bien constituidos y definidos), luego se las reactiva

tomando 1 mL de medio microalgal a una densidad de 2x10*filamentos mL™" con 3 mL de
medio de mantenimiento (Tabla 1) y se coloc6 en tubos de ensayo previamente autoclavados.
Una vez realizado este procedimiento, se colocé a los tubos en luz LED blanca por el lapso de
15 dias. Para reemplazar tubos, que pueden perderse por distintos factores (contaminacién o
muerte celular) se realizaron 12 réplicas adicionales.

Pasado los15 dias se coloco el contenido de un tubo de ensayo, con medio microalgal
en matraces Erlenmeyer de 500 mL, con 100 mL de medio de mantenimiento (Tabla 1); para

evitar contaminacion se taparon los matraces con tampones de algodon; para una mejor
adaptacion del cultivo se evit6 la aireacién contante hasta llegar a los 300 mL™", volumen en el
gue empez6 la aireacion; la realimentacion se la realizé cada 4 dias hasta llegar a los 500 mL™.

Completados los 500 mL™" en Matraz, se trasvasé a botellones de 4L™" de capacidad
con 1 litro de medio de masificacién (Tabla 2), estos botellones se los coloc6 en luz LED blanca
y la realimentacion se realizé cada 4 dias hasta llegar a los 4 litros de capacidad (Figura 4).

Figura 4

Cultivo de Espirulina en laboratorio

Nota. El gréafico representa a. fase de crecimiento exponencial, botellones de 4L. b. cultivo
seleccionado en tubos de ensayo; c. fase de aceleracion, cultivo en matraces de 500 ml.

Autoria propia.
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Fase 2

Una vez alcanzado el volumen de cuatro litros en los botellones, se midi6 la
absorbancia para conocer el crecimiento de la microalga, previamente, se preparo el
invernadero, los baldes, y los estantes que fueron forrados con plastico negro para evitar el
paso de luz solar y permitir el paso de la luz blanca y roja (Figura 5).

Para homogenizar él cultivo se empled la formula de concentraciones C4*V4=C,*V, eny
se coloco en un balde de 70 L'en el gue se afiadio el medio de masificacion (Tabla 2) y medio
microalgal; se midié constantemente la absorbancia hasta llegar a 0,4 nm equivalente a
(5,9x104i4546 filamentos mL™"), para luego sembrar 4 L. en baldes de 20 L™.

Figura 5

Cultivo de Espirulina en invernadero

Nota. El gréafico representa el proceso de siembra de las cianobacterias en invernadero. a.

preparacion del medio, balde de 70 L™ b. instalacion del ensayo; C. cultivo sembrado segun

los tratamientos. Autoria propia.

Preparacion y aplicacion del Acido Indol -3- Acético (AIA)
Se prepard una soluciéon madre de &cido indol 3-acético 1000 mg L™, afadiendo 10 mg

L™ de acido indol 3-acetico (AIA) y 10 mg L™ de etanol absoluto, mediante vortex se
homogenizé la solucién y se esteriliz6 por medio de un filtro 0,22 uM.
La dosis aplicada en los distintos tratamientos se lo realizé en cuatro aplicaciones la

primera a los 15 dias de sembrado el cultivo, la segunda désis a los 30 dias, la tercera a los 45
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dias y la cuarta a los 60 dias, en etapas de crecimiento y aceleracién del cultivo, para lo cual,

se utilizé una relacion v/iv a 1% para evitar dafios a nivel celular.
Figura 6

Diagrama de reproduccién de Arthrospira platensis

Produccion de Arthrospira platensis

v

Primera fase de investigacion en Laboratorio

v

Levantamiento de cepas de espirulina

¥

Crecimiento de cepas de espirulina

v

v

Desinfeccion de botellones v Preparacion de medios para 12 e
i oI : Maszificacion
matenzales: de laboratorio botellones volumen 4 litros.
v

crecimiento, pH, temperatura)

Medicion de parametros productivos: (absorbancia, densidad celular, tasa de

v

Segunda fase de investigacion en Invernadero

v v

v

Desinfeccion de baldesde 20L, P = . L 2 sg
i 5 TG Teparacion de medios para16 Masificacion, preparacion ¥
instalacion de motores de aireacion ¥ baldes de 20 L silicacion de Gramas (ATA)

luces LED (Rojas v Blancas) < P e
A 4 A 4
SN (e DO MEUDE IROORE B Medicion de calidad de biomasa
(absorbancia, densidad celular, tasa de S g 2
TR x (contenido de ficocianina)
crecimiento, pH, temperatura)
—> Analisis estadistico de los resultados de la investigacion <

Nota. El diagrama representa el proceso de produccién en laboratorio y campo. Autoria

propia.
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Disefio experimental
Factores

En la fase experimental de laboratorio se mantuvo la cepa hasta la etapa de crecimiento
del cultivo. En la segunda fase experimental se evalué el efecto de la luz roja y blanca (10:14
luz/oscuridad) en la produccion de pigmentos de ficocianina. Se realizaron cuatro aplicaciones
cada 15 dias después de sembrado el cultivo, se adicioné (acido indol-3-acético 10 mgL'1) y
se evalu6 la mejor produccién de biomasa con respecto a luz (Tabla 3).

Tabla 3

Factores y niveles de la investigacion

FACTOR NIVEL cODIGO
Blanca (control) Lb
Luz
Roja Lr
. -1
Acido indol-3-acético 0 mgL""(control) AIAO
(10 mgL‘l) 10 mgL-1 AIA1O

Nota. Factores y niveles con codigos de la investigacion llevada a cabo

en campo. Autoria propia.

Tabla 4

Descripcion de los tratamientos

Tratamiento Caodigo Descripcién
1 LbAIAO Luz blanca mas 0 mg mL™" &cido indol 3 acético.
2 LbAIA1O Luz blanca mas 10 mg mL™" acido indol 3 acético.
3 LrAIAQ Luz roja mas 0 mg mL™" acido indol 3 acético.
4 LrAIA10 Luz roja mas 10 mg mL™ 4cido indol 3 acético.

Nota. Autoria propia.
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Modelo matematico

Para el experimento se utilizé un modelo lineal bifactorial con interacciones bajo un

Disefio Completamente al Azar (DCA con arreglo bifactorial 2X2 con 4 repeticiones). Mediante

el siguiente modelo matematico.
Yijp = u+ Ly + A; + (LA)i; + &
Donde:
Y;jx=Productividad de biomasa y pigmentos de ficocianina,
p=Media general,
L;=Efecto de la i-ésima luminosidad,
A;=Efecto de la j-ésima dosis de auxina,
(LA);j=Efecto de la interaccion luminosidad*auxinas,
&= Error experimental.

Croquis del disefio
Figura 7

Croquis del disefio experimental en fase de campo

Lb AIAQ |Z_Z. - - |r\ -
1 1 7 &
o | e |
5 o = 12
Lh AIA 10 - - Lr ALAD \
a 0 15 1% ‘h

4

Lr AIAO | ) o Lb AIAD
i%

8

Nota. La figura representa los tratamientos distribuidos en forma aleatoria, sobre las unidades

experimentales en los estantes bajo condiciones de invernadero. Autoria propia.
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Analisis estadistico

Las variables evaluadas se calcularon mediante estadistica descriptiva empleando
media y desviacion estandar, para determinar el cumplimiento de los supuestos de normalidad
y homocedasticidad. Se realizd andlisis de varianza para determinar diferencias significativas
en las variables evaluadas en los distintos tratamientos empleando un andlisis de comparacién
Tukey (a<0.05) bajo un nivel de confiabilidad del 95%.
Mediciones experimentales

Se tomé datos de pH, temperatura, absorbancia y conteo de filamentos; en el
invernadero, en cada balde que contenia la cianobacteria A. platensis. Las mediciones se
realizaron 3 veces a la semana y para las variables absorbancia y conteo de filamentos se
tomé un solo dato a las 9:00 am, mientras que para temperatura y pH se realizaron tres veces
al dia en horarios de 9:00 am, 12:00 pm y 3:00 pm, tomando las temperaturas maximas y
minimas. Las mediciones se tomaron durante todo el periodo del experimento que durd 60
dias.

Para la medicion de la variable ficocianina se tomo las mediciones en el
espectrofotbmetro UV con las absorbancias (620nm y 652 nm) a los 15, 30, 45 y 60 dias

La cosecha se realiz6 a los 60 dias de sembrado el cultivo, para lo cual se dejo el
cultivo sin aireacién y se retir6 la luz LED durante tres dias.
Variables de estudio
Densidad celular de Arthrospira platensis en campo

Para la evaluacién del crecimiento, se realiz6 el conteo de filamentos, recolectando

muestras cada tres dias. En el laboratorio, utilizando una Micropipeta se coloc6 100 pL'1 de

in6culo (espirulina) en un tubo eppendorf, seguidamente se colocé en el mismo tubo eppendorf

900 uL™ de agua destilada, se agit6 y se coloc6 en un porta objetos 10 uL™" de la dilucion
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(1:10), se cubri6é con un porta objetos previamente modificado. Para cada unidad experimental
se realiz6 el conteo por triplicado.

Para determinar la densidad celular se utilizo la siguiente formula (Sandoval, 2017).

Nx10°

DCinsculo™ 0

xFD

Donde:

DCinsculo: Densidad celular inéculo (filamentos mL'1)

N: Promedio de células presentes. De acuerdo con el promedio de filamentos contados.

10%:Factor de conversion de 10 pLal mL.

FD: Factor de dilucion.

10: Celdas modificadas para la medicién
Figura 8

Determinacion de la densidad celular de Arthrospira platensis

Nota. El grafico representa el proceso para determinar densidad celular de

Arthrospira platensis. Autoria propia.
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Espectrofotometria UV

Para determinar el crecimiento celular se recolecté muestras cada tres dias, y por medio

del espectrofotometro se obtuvo la absorbancia del medio de cultivo a 540 nm (Sandoval,
2017).
Figura 9

Crecimiento celular por espectrofotometria

Nota. El grafico representa el andlisis de

absorbancia de las muestras de crecimiento de
Arthrospira platensis. Autoria propia.

Velocidad de crecimiento
La tasa de crecimiento (1) se determiné mediante la siguiente formula Arredondo &

Voltolina

_Inx4-Inxg
t1-to

Donde:

p=velocidad de crecimiento (filamento hora'1)
t1,to=Tiempo final e inicial

X41,Xo=Densidad celular final e inicial en fase logaritmica
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Tiempo de duplicacion de Arthrospira platensis en campo
El tiempo de duplicacién (Td) se determiné mediante la siguiente férmula Arredondo y
Voltolina (2007) .

_ Ln(2)

Td

Donde:
Td= Tiempo de duplicacion.
Ln (2) = Logaritmo natural base dos.
u= Velocidad de crecimiento (células hora'1)

Concentracion de ficocianina

Para la medicion de la concentracion de ficocianina se preparé un tampén buffer acetato
(20 mM; pH -5,10); en un tubo eppendorf se colocd 5mL de biomasa en fase logaritmica (15
dias), se centrifugé a 4000 rpm obteniendo asi un sedimento en el que se suspendi6 1,5 mL de
buffer acetato (50 mM y &cido de sodio 0,002 M), para seguidamente centrifugar en el vortex y
llevarla al congelador. La ficocianina se extrajo por congelacion a -20°C y descongelacion a
temperatura ambiente hasta lograr el color azul. Los residuos se eliminaron por centrifugacion a
5000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se utilizé para determinar la concentracion de
ficocianina mediante espectrofotometria.
Figura 10

Obtencion de la concentracién de ficocianina

Nota. El grafico representa el proceso para determinar la concentracion de ficocianina a.

aplicacion de buffer acetato en tubos con biomasa; b. tubos con Buffer y biomasa
centrifugados en bortex; c. tubos congelados. Autoria propia.
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Para la determinacién de la concentracién de PC en extracto puro (mg mL'1) se empled

la siguiente formula (Ferndndez et al., 2014).

O.Dg20nm=0.474(0.Dgs2nm)

[PCI= 534

Donde:

PC: Concentracion de ficocianina (mg mL'1)
0.D.g20= Densidad optica de la muestra a 620 nm
0.Dgs5o= Densidad Optica de la muestra a 652 nm

Figura 11

Concentracion de ficocianina

Nota. El grafico representa la concentracién de ficocianina observada en tres

extracciones. a. Extraccion 1; b. extraccion 2; c. extraccion 3.

Biomasa
El contenido de biomasa se determind a los sesenta dias del experimento, se realizé la
medicién de absorbancia para determinar que el cultivo habia alcanzado su maximo

crecimiento (1,4 de absorbancia). Previamente para la cosecha se retir6 el oxigeno y la luz
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durante 3 dias, lo que permitié que asciendan los filamentos a la parte superior de los baldes; el
tercer dia se cosechd y la biomasa se colocé en cajas Petri, posteriormente se midi6 el peso en
hamedo (Figura 12).

Figura 12

Cosecha de Espirulina

Nota. El gréfico representa el proceso de cosecha para la obtencién de biomasa. a.

filtrado de medio microalgal; b. cosecha de biomasa; c. biomasa humeda en cajas
Petri. Autoria propia.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
Densidad y absorbancia
A los 60 dias de analizados los datos de densidad y absorbancia de la cianobacteria
Arthrospira platensis present6 un efecto significativo para la densidad celular con respecto
intensidad de luz (F4 1,=8,14; P<0,145).
La prueba de comparacion de medias de; Tukey (p<0,05), presenté diferencias

significativas, al someter a Arthrospira platensis a Luz roja mas acido indol 3 acético 10

mg mL™" (LrAIA10), presenté mayor densidad celular con 7,20x10° filamentos mL™", gue las

cianobacterias sometidas a (LbAIAO) que obtuvo una densidad celular de 6,22x1 0° filamentos

mL™". (Tabla 5).

Tabla b

Densidad celular, de Arthrospira platensis en cuatro tratamientos bajo invernadero

_ Media + DE
Tratamiento
Luz AIA (10°filamentos mL™1)
T4 Lr 10 7,20+ 2,02a
T2 Lb 10 6,69+ 2,02ab
T3 Lr 0 6,86+2,02ab
T1 Lb 0 6,22+ 2,02b

Nota. La tabla representa los promedios y las
desviaciones estandar de la densidad celular para
Arthrospira platensis. T1: LbAIAO; T2: LbAIA10; T3:
LrAIAO; T4:LrAIA10. Medidas con una letra en comun
no son significativamente diferentes (Tukey; p<0,05).
Lr: Luz roja.; Lb: Luz blanca; AIA. Acido Indol acético.

Autoria propia.
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Tabla 6

Promedio * desviacion estandar del crecimiento celular y absorbancia de Arthrospira platensis

de cuatro tratamientos bajo invernadero

Crecimiento celular

(filamentos mL™1)

Absorbancia

(concentracion™tlongitud 1)

Dias Media +D.E.
0 5,90E+0414546,06
3 6,70E+04+4546,06
6 7,63E+04+4645,79
9 9,58E+0449032,35
12 1,03E+05+4645,79
15 1,22E+05+4645,79
18 1,34E+054+9810,71
21 1,38E+0548500,00
24 1,44E+0548500,00
27 1,52E+054+8500,00
30 1,61E+054+8500,00
33 1,73E+054+8500,00
36 2,10E+054+34412,93
39 2,53E+05+14773,29
42 2,95E+054+24392,62
45 3,94E+05+23895,61
48 4,94E+05+23895,60
51 5,89E+054+15066,52
54 6,43E+051+15066,52
57 6,98E+051+15066,52
60 7,23E+05+14952,70

Media +D.E.
0,461+0,045
0,44310,069
0,460+0,088
0,476+0,094
0,483+0,096
0,501+0,097
0,51640,089
0,589+0,087
0,637+0,081
0,689+0,072
0,736+0,051
0,781+0,057
0,836+0,057
0,900+0,060
0,993+0,061
1,047+0,111
1,256+0,078
1,279+0,068
1,38040,114
1,417+0,089
1,463+0,063

Nota. La tabla representa el tiempo de crecimiento de la cianobacteria en

filamentos por ml y absorbancia. Autoria propia.
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Para la evaluacién del crecimiento celular se mantuvo el cultivo bajo los pardmetros de

mantenimiento de la cepa, tanto en laboratorio, como en invernadero; iniciando con una
densidad de 5,9x10” filamentos por mL™ y manteniendo el cultivo con aireacion constante de 3
L min, un rango de longitud de onda roja de 34,30 ymol/m2.s™! y onda blanca de 30,18
umol/m?2.s™!, con un fotoperiodo de 10 horas luz y 14 oscuridad; alcanzado una densidad
maxima de 7,23x10° filamentos por mL™.

Figura 13

Curva de crecimiento de Arthrospira platensis con la aplicacién de Tratamientos: T1, T2, T3,
T4 bajo invernadero

755937,50

—i— LbAIAD
-4 - LbAIA10
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——LrAIA10

571984,38

388031,25-

204078,13

Densidad celular (Filamentos mL™1)

20125,DDJ
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Nota. El grafico representa el comportamiento del crecimiento de Arthrospira platensis con
la aplicacion de T1: LbAIAO; T2: LbAIAL1O; T3: LrAIAO; T4:LrAIA10. Lr: Luz roja.; Lb: Luz
blanca; AIA. Acido Indol acético. Autoria propia.

Se puede observar en la (Figura 13) el crecimiento con el tiempo de los filamentos;
se evidencia diferencias significativas a partir del dia 12 (Fs4,29=94,08; p<0,0001), ajustandose

al modelo matematico, D.C. = 10334* dias — E42337, por lo tanto la D. Celular crece en

1,03x104 filamentos por mL™" dia.
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Figura 14
Comportamiento del crecimiento de Arthrospira platensis por espectrofotometria UV
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Nota. El gréafico representa el comportamiento del crecimiento de Arthrospira platensis con

la aplicacion de luz roja, blanca y 0, 10 AIA. Autoria propia.

En la (Figura 14) se observa el comportamiento del crecimiento por espectrofotometria
UV cuyo modelo matematico se ajusta a la ecuacion: ABS= 0,0165*dias + E0 3039.

Figura 15

Curva de crecimiento de densidad celular de Arthrospira platensis con respecto al tiempo y

sobre el efecto de la luz roja.
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Nota. Autoria propia
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En la (Figura 15) se observa el crecimiento celular aplicando el tratamiento 4 con
longitud de onda roja y la adicién 10 mg mL™" AIA, este presenta una fase de crecimiento lento
hasta el dia quince con 1,25x10° filamentos por mL™ equivalente a 0,501 de espectrofotometria
UV; este crecimiento lento se debe a las altas temperaturas que presenté el invernadero
cuarentenario en horarios especificos de 12:00 a 15:00 pm, con temperaturas de 35°C a 40°C.
Las aplicaciones de 10 mg mL™" AIA, iniciaron a partir del dia quince; incrementando en 1,1x10*
filamentos por mL™ diarios, ajustandose al modelo matematico:

D. celular LrAIA10= 10969*dia — 50096; las posteriores aplicaciones presentaron un incremento
acelerado a partir del dia treinta y seis con 2,101x10° filamentos por mL”’ equivalente a 0,836
unidades por espectrofotometria UV.

Figura 16

Relacién entre la absorbancia y densidad celular de Arthrospira platensis, tratamientos: Luz

blanca méas Acido Indol 3 acético 0 (LbAIAQ); Luz blanca méas AIA 10 (LbAIA10)
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Nota. La grafica representa la relacion positiva entre variables densidad y absorbancia;

con sus respectivos modelos matematicos. Autoria propia.

Existe una relacion positiva entre la densidad celular y la absorbancia para el
tratamiento (LbAIAO) (T=33,73, R=0,98 p<0,0001), ajustandose al modelo matematico:
Densidad celular= 6,9x105*absorbancia - 226978 + 0,025. Existe también una correlacion
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positiva entre la densidad celular y la absorbancia para el tratamiento (LbAIA10) (T=16,04,
R=0,93, p < 0,0001), ajustandose al modelo matematico:

Densidad celular= 6,8x10%*absorbancia -225775 + 0,025 (Figura 16).

Figura 17

Relacion entre la absorbancia y densidad celular de Arthrospira platensis, tratamientos: Luz

roja mas Acido Indol 3 acético 0 (LrAIA0); Luz roja mas AIA 10 (LrAIA10)
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Nota. La grafica representa la relacion positiva entre variables densidad y absorbancia;

con sus respectivos modelos matematicos. Autoria propia.

Con respecto al tratamiento: Luz roja mas &cido indol 3 acético (LrAIAQ) existe una
relacion positiva entre la densidad celular y absorbancia (T=21,65, R=0,96, P<0,0001) con el
modelo matematico D.C= 6,7x105*absorbancia -249517 + E0,025. Para el tratamiento, Luz roja
mas Acido indol 3 acético (LrAIA10) present6 una relacion positiva entre la densidad celular y
absoluta (T=22,50, R=0,96, P<0,0001) ajustandose al modelo matematico:
D.C=612673*absorbancia-226978+E0,025 (Figura 17).

Cinética del crecimiento en el cultivo de la cianobacteria (Arthrospira platensis)

Con los resultados obtenidos de la densidad celular se pudo calcular los parametros

cinéticos: velocidad especifica (1) y tiempo de duplicacién (Td) de los tratamientos: T1, T2, T3,

T4 (Tabla 7).
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Tabla 7
Promedio * desviacion estandar de los parametros cinéticos del crecimiento celular en

Arthrospira platensis bajo condiciones de invernadero

Tratamiento  Velocidad de crecimiento (n) Tiempo de duplicacion (Td)

(1x10°Filamentos dia™?) (h'1)
T4 0,19540,01a 10,46+0,64a
T2 0,089+0,01b 7,99+0,64ab
T3 0,11840,01b 5,9340,64b
T1 0,068+0,01b 5,43+0,64b

Nota. La tabla representa el crecimiento de filamentos y el tiempo de
duplicacién por hora de los tratamientos con luz blanca, roja y AIA 0-10.
Medidas con una letra comin no son significativamente diferentes (Tukey;
p>0,05).

El analisis de varianza present6 diferencias significativas para la velocidad de
crecimiento y tiempo de duplicacion en la interaccién intensidad de luz por concentraciéon de
AIA (LrAIA10), con (F=13; p <0,0004) y (F=19,56; p<0,0001) respectivamente. El tratamiento
T4 registré la mayor velocidad de crecimiento con (0,195+0,01 (1x10® Filamento dia-1) seguida
de los tratamientos: T2; T3y T1 con (u) de (0,118+0,01; 0,089+0,01; 0,068+0,01) (1x10°
Filamento dia') respectivamente. Arthrospira platensis present6 un tiempo de duplicaciéon mas
rapido con (10,46 +0,64) y (7,9940,64) (h'1) respectivamente.

Produccion de biomasa

La produccién de la biomasa presenté diferencias significativas entre tratamientos
(F312 = 38,10;p < 0,001). Una vez que el cultivo de Arthrospira platensis llego a su maximo
crecimiento de 7,23x1 0° filamentos mL"™" equivalente a una absorbancia de 1,463 de
espectrofotometria UV. Se realiz6 la cosecha a partir del dia 63, esperando que todos los

filamentos suban a la superficie, asi se obtienen los siguientes datos de cosecha (Tabla 8).
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Tabla 8

Promedio + desviacion estandar de la produccion de biomasa bajo aplicacion de tratamientos

T1,T2, T3, T4

Temperatura

Tratamiento Biomasa producida
(gL
T4 12,254+0,65a
T2 9,50+0,65b
T3 7,00£0,65b
T1 2,75%0,65b

Nota. Produccién con tratamientos. Medias
con una letra comun no  son

significativamente diferente (p>0,05).

La temperatura cumplié con un papel fundamental en la produccién de la cianobacteria

Arthrospira platensis; los datos de temperatura fueron recolectados cada 3 dias durante 60 dias

en el invernadero cuarentenario en el cual se determind una temperatura maxima de 35 a 40°C,

y temperaturas minimas 18°C y una media de 29°C.

Figura 18

Comportamiento de la temperatura durante los 60 dias de evaluacion
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Nota. La gréfica representa las temperaturas por tratamiento, en el invernadero

cuarentenario, durante la fase de experimentacion. Autoria propia.

La temperatura presenté diferencias significativas entre los dias de evaluacion

(F20,63=105,78; p<0,0001), las temperaturas bajas (< 27°C) se observa en los dias 3,9, 15y
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57 y los dias con mayor temperatura (> 35°C) se observa en los dias 12, 21, 27, 39, 51, 60
(Figura 18).
Potencial hidrégeno evaluado bajo condiciones de invernadero

El potencial hidrégeno es un valor que permite determinar el comportamiento del
crecimiento del cultivo. La (Figura 19) demuestra una relacion positiva entre el pH y el tiempo,
en el area de invernadero cuarentenario (T=34,78, R=0,94, p<0,0001), y se ajusta al modelo
matemético pH=0,0136*tiempo+9,28+0,039.
Figura 19
Relacion positiva entre el pH y tiempo bajo invernadero
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Nota. La grafica representa el comportamiento del
pH con relacion al tiempo. INFOSTAT.

Concentracion de ficocianina
El contenido de ficocianina presentd diferencias significativas entre tratamientos

(F3,12=54,97; p>0,0001). La prueba de comparacion de medias Tukey determind que la luz
blanca mas acido indol 3 acético (0 mg. mL'1) presenté menor contenido de ficocianina con
(0,064 +0,008 mg. mL'1) y el mayor contenido de ficocianina mostro el tratamiento con luz roja

mas acido indol 3 acético (10 mg. mL'1) con (0,2154+0,008 mg. mL™ ).
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Tabla 9

Contenido de ficocianina en Arthrospira platensis

Tratamiento Ficocianina
(mg. mL'1)

T4 0,22 +£0,01a

T3 0,13 +£0,01b

T2 0,13+ 0,01b

T1 0,06 +0,01c

Nota. Autoria propia.
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Discusion
Uno de los motivos para la realizacion de la presente investigacion, fue analizar el
crecimiento y contenido de pigmentos fotosintéticos, especificamente la ficocianina, que se
encuentra en Arthrospira platensis, utilizando luz LED de color rojo y blanco, ademas, de la
aplicacion de dosis de 10 mg mL"AIA, asi se identifico gue las cianobacterias sometidas a luz

roja mas 10 mg mL" AIA presentaron un crecimiento en la densidad celular con

7,20x10° filamentos mL”’ y una absorbancia de 1,463 de espectrofotometria UV a los 60 dias
de sembrado el cultivo. Algo semejante ocurre con el estudio realizado por Benalcazar (2022)
gue evaluo el efecto de distintas dosis (0; 5; 10; 20; 40; y 80 mg mL'1AIA) y determiné que la
dosis de 10 mg mL™" AIA incrementd la densidad celular en 6,48 x10° filamentos mL™’
equivalente a una absorbancia de 1, 34 de espectrofotometria UV a los 35 dias de sembrado el
cultivo de Arthrospira platensis. Por otra parte, Auz (2019) determiné que aplicar dosis de 30
mg mL™" AIA en Chorella biotipo 1 y 3, presentaron un incremento de la densidad celular hasta
17,44x1 0° +0,28 células mI™". Por lo cual, los resultados obtenidos en la presente investigacion
demuestran que el crecimiento celular y los procesos fisioldgicos estan influenciados por las
Especies de oxigeno reactivas (ROS) como el H,0, que es utilizado por la catalasa como
enzima antioxidante y que durante el metabolismo se induce a la division celular. Para que este
proceso fisiolégico tenga los mejores resultados, se afiaden fitohormonas capaces de duplicar
o triplicar la densidad celular y biomasa (Piotrowska y Bajguz, 2014).

Cinética de crecimiento del cultivo de espirulina (Arthrospira platensis)

Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion
La intensidad de luz rojas mas 10 mg mL™ AIA en el cultivo de Arthrospira platensis
evidencié un crecimiento significativo de 195£10 filamentos dia™ y un tiempo promedio de

duplicacion de 10,46 * 0,64 filamentos h (Tabla 7), De acuerdo con Alvarez (2018) en su
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estudio analizé la cianobacteria S.platensis bajos distintos ciclos de luz (L12:12; L6:18; L18:6;

L24:0); obtuvo como mejores resultados de velocidad de crecimiento a (L24:0) con 320 + 10
filamentos dia™ y tiempo de duplicacién de 2,16 h™'. Por otro lado, en el estudio de Benalcazar
(2022) al evaluar los parametros cinéticos solo con la aplicacion de 10 mg mL™" AIA, obtuvo una
velocidad de crecimiento de 93 filamentos dia™ y un tiempo de duplicacién mas rapido de 7,47
horas™. Mientras gue, Hussin et al. (2021) utilizando un bioreactor bajo diferentes intenisdades

de luz obtuvo una velocidad de crecimiento de (39112 filamento dia'1). En otro
estudio,Yaquiong et al (2014) aislaron y produjeron Halomicronema hongdecloris, una
cianobacteria filamentosa, bajo condiciones de luz roja obteniendo una velocidad de
crecimiento 6ptima de 220+2 filamentos dia™ y tiempo de duplicacion de 3,1 horas™ Valores
diferentes a los presentados en esta investigacion; esto se debe a que en la evalucion del AlA,
se afiadio las intensidades de luz roja (L10;014) factores que actuaron sobre la cianobacteria
Arthrospira platensis de una manera positiva.

Produccion de biomasa de espirulina (Arthrospira platensis)
La biomasa es el producto del crecimiento maximo de filamentos por m L'1, unavez que

se alcanzo la densidad celular maxima de 7,23x105 filamentos m L'1, equivalente a una lectura
de 1,463 por espectrofotometria UV, se realizo la cosecha (Tabla 8) obteniendo un efecto
favorable al aplicar el tratamiento LrAIA10 expuesto a una longitud de onda de 34 pmol.m2.s™".
en cuya cosecha se obtuvo 12,25 g L™ de biomasa, comparando con el tratamiento de LbAIAO
expuesto a una longitud de onda de 30 pmol.m?.s" se obtuvo 3 g L™ de biomasa durante los
60 dias de investigacion, de este modo se puede evidenciar el efecto positivo a la exposicion
de longitudes de onda rojas frente a la produccion de biomasa, estos resultados no concuerdan

con el estudio de Ferreira et al. (2015) ya que mencionan que la produccién de biomasa de

Arthrospira platensis, a una Intensidad de luz blanca de 150 ymol.m?.s™!, produse 2,12 g L"de

55



biomasa. Por otro lado Chen et al. (2013) implementé estrategias que permitieron mejorar la

produccién de biomasa, ficocianina y de CO; obteniendo valores de produccién de biomasa de

2,25 gL‘1 con distintas intensidades de luz desde 100 a 700 ymol.m?.s™' datos que conduerdan
con el estudio de (Ferreira et al., 2015) . Asi podemos mencionar que el contenido de biomasa
y ficocianina se puede ver alterado por varios factores como: tener un cultivo al aire libre,
exposicion a altas ondas de luz durante tiempos prolongados, ademas de la temperatura,
mismas que pueden fluctuar y afectar el crecimiento celular, asi como tambien del contenido de
biomasa.
Pardmetros ambientales
Temperatura y potencial hidrégeno pH

La temperatura es un parametro que influye de manera directa en el desarrollo y fijacién
de carbono en Arthrospira platensis. Temperatura por debajo de los 15° presentan un estado
de letargo en el desarrollo de los filamentos y temperaturas superiores los 35°C presentan un
desarrollo lento y se evidencia muerte celular. Por lo que se considera temperaturas adecuadas
para su desarrollo un rango entre 16 a 30°C (Alvarez, 2018).

En laboratorio, el cultivo mantuvo un crecimiento adecuado con una temperatura
promedio de 18°C, en cambio, en el invernadero cuarentenario las temperaturas presentaron
fluctuaciones desde los 18°C hasta los 39 °C, llegando a tener una temperatura promedio de
29°C. De este modo en el estudio realizado por Kumar et al. (2011) evaltuan diferentes
intensidades de luz y temperaturas las cuales van desde los 20 hasta 40° C incrementando su
temperatura 5°C durante un periodo de 25 dias, obteniendo como resultados que, a
temperaturas desde los 20 a 35°C se obtienen mayores cantidades de biomasa; sin embargo,
en el presente estudio se debe resaltar que, a temperaturas de 29°C, se obtuvo un desarrollo
adecuado de los filamentos.

Otro de los parametros principales es el pH, este determina la solubilidad del di6xido de

carbono y de minerales en los cultivos, infiriendo directa o indirectamente en su metabolismo.
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Es una medida que nos permite evaluar el comportamiento del cultivo sano y su
crecimiento, ya que cuando aumenta la cantidad de filamentos incrementa el pH (Fuenmayor
et al., 2009). Benalcazar (2022) en su estudio, documenta que en el invernadero cuarentenario
existe una correlacion positiva (T=18,33, R=0,93, p>0,001) entre el tiempo y pH, datos similares
a los presentados en esta investigacion ya que al analizar la relacién existente entre el tiempo y
pH se obtuvo una correlacion positiva de (T=34,78, R=0,94, p<0,0001). Por otro lado, en el
estudio de Yu et al. (2017) evaluaron la adicidn de diferentes fitohormonas entre ellas AIA
sobre la participacion del carbono y su morfologia celular, mencionando que, al adicionar AIA
en microalgas disminuye el pH e incrementa la permeabilidad de las células, esto debido a que
se activan enzimas de polisacéridos que rompen enlaces quimicos de glucosa, promoviendo la
expulsién de protones de H* que generan una disminucién en el pH. Sandoval (2017), evaliia la
adicién de distintos medios de cultivo y menciona que a medida que el cultivo de Arthrospira
platensis crece, el pH también incrementa.

Evaluacion de la concentracion de la ficocianina

La presencia de pigmentos como la clorofila, carotenoides y ficobiliproteinas permiten la
captacion de energia en las regiones del espectro de luz visible, de esta manera los pigmentos
de A. platensis absorben las longitudes de onda entre los 620 a 670 nm que le corresponde al

campo de onda de luz roja (Wang et al., 2007). De esta forma al aplicar en el cultivo ondas de
luz roja 34,6 umol m2s-'se obtuvo una concentracion de ficocianina de 0,215 mg. mL™" en
comparacion con el tratamiento (LbAIAO mg mL'1), cuyo contenido correspondié a 0,064 mg.
mL™ de ficocianina (Tabla 9). En el estudio de Toloza (2019) produjo espirulina en un

fotobiorreactor con una intensidad de luz de 3600 Lux equivalente a 48,6 pmol m2s™! y un

fotoperiodo de 12 horas luz :12 horas oscuridad, obteniendo un contenido de ficocianina de
0, 390 mg. mL™"; valores distintos a los presentados en este estudio. Por otro lado, Alvarez

(2018) obtuvo un contenido de ficocianina mayor, de 133,8 mg. mL™" empleando seis horas luz
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y dieciocho oscuridad (L6:018) con una intensidad de luz de 30 ymol m2s™! este incremento
en la cantidad de ficocianina puede deberse a los periodos de luz cortos y largos periodos de
oscuridad. En otro estudio Chaiklahan et al. (2022) emplearon distintas intensidades de luz de

635, 980, 1300, 2300 ymol.m2s™" , obteniendo mejores resultados con la exposicién a 2300

pumol m2s™! cuya produccion fue 123 mg L™, datos que contrastan con el estudio de Alvarez
(2018) ya que a mayor intensidad de luz disminuye el contenido de ficocianina. Ferreira et al

(2015) por otro lado trabajarén bajo tres niveles de intensidad de luz de

50, 100 y 150 umolms™" obteniendo 215,24 mg L™ de concentracion de ficocianina estos
valores difieren de los obtenidos en las investigaciones antes descritas, esto puede deberse a
distintos factores como: las condiciones de cultivo, el método de extraccién o tiempo de
exposicion a la luz, como menciona Chen et al. (2010) que a mayor intensidad de luz mejora la

la cantidad de biomasa y afecta la concneracién de ficocianina.
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CAPITULO V

Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

El cultivo de espirulina (Arthrospira platensis), presentd los mejores resultados cinéticos
con respecto a la velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion, para el tratamiento
con luz rojay 10 mg L"'de AIA obteniendo 195 filamentos dia™ y 10,46+0,64 h
respectivamente.

El tratamiento de Luz roja con dosis del0 mg L™ AlA en espirulina (Arthrospira
platensis) potenciaron su productividad, sin embargo, temperaturas superiores a los
35°C durante los primeros 15 dias provocaron un crecimiento lento en la cianobacteria,
por lo tanto, su crecimiento en el tiempo se prolongé a 60 dias, teniendo un efecto
positivo en la densidad celular con 7,23x105 filamentos mL™".

La produccién de biomasa presento6 los mejores resultados con la aplicacion del
tratamiento con Luz roja 'y 10 mg L™ AIA, obteniendo 12,25 g L

Las interacciones entre los factores Luz y AIA ademas de las condiciones ambientales
influyeron en la produccion de ficocianina, siendo esta significativamente diferente a los

demas tratamientos. El tratamiento de Luz roja con 10 mg L™ AIA produjo una

concentracion de 0,215 mg mL™".

Recomendaciones

Se recomienda el uso de luz roja mas la aplicaciéon de 10 mg mL"AIA debido a que
present6 los mejores promedios en densidad celular, cantidad de biomasa y contenido
de ficocianina.

Se recomienda controlar la temperatura y no exceder los limites recomendados sobre
35°C ya que temperaturas superiores provocan muerte celular.

Se recomienda realizar una investigacién con distintas irradiaciones de luz LED roja
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desde 50, 100, 150 y 600 pmol/m2.s”' mas la aplicacién de dosis de 10 mg L™ AIA para
evaluar si las distintas irradiaciones aumentan las concentraciones de ficocianina una
vez extraida.

Se recomienda aplicar otras técnicas de extraccion (congelacion, uso de diferentes
buffers, etc.) para una mayor extraccion de ficocianina, ademas de evaluar la pureza 'y

calidad del producto.
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