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JUSTIFICACION

Problema

La industria de alimentos
!

Pigmentos sintéticos

|

Responsables de alergias.

|

Causan intolerancia

|

Perjudican a la salud

Ficocianina

Pigmentos naturales

Propiedades nutraceuticas

(Arthrospira platensis)

Sandoval (2017)
Medios especificos de
espirulina

-

Benalcazar (2022),
Acido Indol -3- Acético (10
mgL~1AIA)

-

La luz roja aumenta las
concentraciones de
ficocianina
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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.

Objetivos especificos

» Valorar los parametros ambientales y productivos de (A. platensis) con adicion de
auxinas naturales 10 mgL~! AIA bajo la accién de la luz roja.

» Determinar la concentracion de ficocianina en el cultivo de (A. platensis) con

adicion de auxinas naturales (AIA 10 mgL™1) bajo la accién de la luz roja.
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HIPOTEIS

Hipotesis nula

Los tratamientos bajo la interaccion luz roja (10:14 luz/oscuridad) y adiciéon de acido indol -3-
acético (10 mgL~*AIA) no tiene efectos sobre la produccion de biomasa y concentracion de
ficocianinas de espirulina (A. platensis).

Hipotesis alterna

Los tratamientos bajo la interaccion luz roja (10:14 luz/oscuridad) y adicién de acido indol -3-
acético (10 mgL~*AIA) tiene efectos sobre la concentracion de biomasa y concentracion de

ficocianinas de espirulina (A. platensis).
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REVISION DE LITERATURA (Arthrospira plat.

Contenido de nutrientes

%\

65% de proteinas Aminoacidos Aminoé&cidos no
esenciales esenciales
20% de hidratos de
carbono 6,5% isoleucina Acido glutamico,
l 14,6%
- 3% de humedad 8,7 % leucina
4,7% lisina Acido

aspartico 9,8%

2,3 % metionina
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REV|S|ON DE LITERATURA Ciclo de vida y produccion de pigmentl

La produccion de pigmentos depende de parametros

I Segunda fase celular | fisico-quimicos como:
Temperatura Aireacion  Concentracion de CO2
¥ = amp - |
& %ﬂ Hormogénias \ Fuentes de carbono  Concentracion de nutrientes; N o P

= ©
;c s % pH Intensidad de luz

Necridios
4 a3 6 células
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REVISION DE LITERATURA

Ficobiliproteinas

Procesos fisiolégicos

Ficoclaninas

20% de la fraccion proteica

T— T —

Ficoeritrinas

Protein
e e,

c _Nn—t—ﬁ_

Thioether linkage ... s COOH HOOC
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Thylakoid lumen

Alo-ficocianinas

Phycobilisome (PBS)
structure

SO . > 2 sub unidades homologas
La pureza de la ficocianina (PC) se evalta en funcion de -

la relacion absorbancia (A620/A280).
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Fotoperiodo

Son ciclos de luz y oscuridad

Efectos sobre los ciclos de vida y
actividades metabdlicas de las
microalgas

Cumplen un rol en procesos de
fijacion de nitrégeno, fotosintesis
y division celular

La luz mejora la Intensidades de  luz
productividad de | superiores a 500
Spirulina. pmol/mzls_1

Disminuye el contenido
de ficocianina (PC)

Auxinas

Hormonas naturales que regulan el desarrollo y
crecimiento de plantas provocando procesos de division,
elongacion y diferenciacion celular

Ruta metabdlica de AIA

HOOC._
*1 ] Aminotransferasa
R AT 0
[riptofano-2- NH, Ny 7 l
:l;:):;:;:ﬂgcnasﬂ H HOOC . .
as TRP l- | :: N
O - \:) Z
H
HN N Indol-3-piruvato | IPA
| K ) descarboxilasa
O [y (IPDC)
IAM H
P
Indol-3-acetamida - T;Il e
hidrolasa > R Indol-3-acetaldehido
(IaaH) HOOC ’i T i | deshidrogenasa (lad 1) | AIAld
- W AN F
H
AlA

lado derecho, via indol-3-piruvato (IPA) lado izquierdo, via indol-3-acetamida (IAM)  TRP: triptéfano
IPA: 4cido indol-3-pirGvico AlAld: acido Indol-3-acetaldehido IAM: indol-3-acetamida.

Figura 3. Vias de biosintesis de acido indol-3-acético en bacterias
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del area de investigacion

Figura 3
Vista aérea de area de laboratorio de acuacultura e invernadero

El estudio se desarroll6 en dos fases, la primera se cuarentenario

efectud en el Laboratorio de Acuacultura y la segunda
en el Invernadero cuarentenario perteneciente al

Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura > g = - ’h T
IASA |, en la Universidad de las Fuerzas Armadas. -

Estas instalaciones estan ubicadas en las siguientes

St

coordenadas: Longitud 78° 24744 E y una altitud 0° Nota. Ubicacion del proyecto de investigacion donde se desarrollé la
fase experimental. a. Laboratorio de acuacultura; b. Invernadero

23 20°'S, en la Parroquia de San Fernando, Canton

cuarentenario. Tomado de Google Earth (2022).

Rumifahui, Provincia de Pichincha. Los parametros

ambientales son: Temperatura media de 27°C
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MATERIALES Y METODOS

Se evaluo el efecto de la interaccion de la luz roja y blanca mas la adicion de 0 y10 mg mL~71 de AIA cada tratamiento

tuvo 4 repeticiones (Tabla 1) tratadas en la cianobacteria Espirulina (Arthrospira platensis) en condiciones de
invernadero.

Las variables de respuesta como: densidad de crecimiento, cinética de crecimiento, produccion de biomasa y
concentracion de ficocianina se caracterizaron mediante estadistica descriptiva (media +/- desviacion estandar)

Se realizé analisis de varianza para determinar diferencias significativas en las variables evaluadas en los distintos
tratamientos empleando un analisis de comparacion Tukey bajo un nivel de confiabilidad del 95%.

Descripcion de los tratamientos.

Tratamiento

Cadigo

Descripcion

1

2

3

4

LbAIAD

LbALATO

LrAlAD

LralA10

Luz blanca més 0 mg mL™" &cido indol 3 acético.
Luz blanca més 10 mg mL™" &cido indol 3 acético.
Luz roja mas 0 mg mL"" dcido indol 3 acético.

Luz roja mas 10 mg mL™" dcido indol 3 acético.

Nota. Autoria propia

Croquis del disefio experimental en fase de campo

Lb ATAOQ

Lb ATA 10

Lb ATA 10
|

Lb ATAD

[ —

7

‘-.____.

—

12

15

\

—,

®
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MATERIALES Y METODOS

Variables evaluadas

Variables asociadas al Variables asociadas a la
crecimiento produccion

Espectro
fotometria
uv

Concentracion de
ficocianina

Densidad
celular

Velocidad de Tiempo de

crecimiento duplicacion Biomasa
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MATERIALES Y METODOS

l

“Fven e » ' | 471
ndrs . Wi e
4
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Nota. El gréfico 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 c.

Produccién de espirulina - Fase 1

Ubicacion del area de investigacion :
Laboratorio

« Seleccion de cepas con las mejores
caracteristicas.

» Reactivacion de la cepa; relacion 1:3
(1 mL de medio microalgal : 3 mL de
medio de mantenimiento.

« Se aplicoé el contenido de un tubo de
ensayo, con medio microalgal en
matraces Erlenmeyer de 500 mL, con
100 mL de medio de mantenimiento.

* Tiempo: 15 dias.
 La realimentacion se la realiz6 cada 4 dias
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MATERIALES Y METODOS

Produccion de espirulina - Fase 2

Ubicacion del area de investigacion :
Invernadero cuarentenario

Se preparo el invernadero, los baldes, y los estantes.

Los baldes de 20 L~'fueron forrados con plastico

negro para evitar el paso de luz solar y permitir el paso

de la luz blanca y roja.

Se homogenizo el cultivo en un balde de 70 L~ Thasta
llegar a una absorbancia de 5,9x1041r4546 fillamentos
mL~T,

Se sembr6 en cada balde 4 L™ 1de espirulina.
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MATERIALES Y METODOS Produccién de espirulina - Fase 2 I

Preparacion y aplicacion del Acido Indol -3- Acético (AIA)

« Se agrego 10 mg L~ de 4cido indol 3-acetico (AlA) y 10 mg

L_1 de etanol absoluto.

» Se homogeniz6 la solucion mediante vortex se y se esterilizo

por medio de un filtro 0,22 pM. 15 dias
Dosis —  30dias

}Aplicaciones |
Datos — 45 dias
— 60 dias

Se utilizé una relacion viv a 1% para evitar dafios a nivel celular

UMNIVERSIDAD DE LAS -Uﬂl‘;ﬁ-ﬂ- ARMADAS
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MATERIALES Y METODOS Medici6n de datos

pH y Temperatura .
Horario Semana
A cada tratamiento se le tomo el pH 9:00 am Lunes
y Temperatura. 12:00 pm Miércoles
15:00 pm Viernes

Densidad celular de Arthrospira platensis en campo y laboratorio

Se preparo una dilucion colocando en un tubo
eppendorf 900 pL_1 de agua destilada y 100

pL_1 de medio microalgal

Se agito y se coloco en un porta objetos 10
uL~1 de la dilucién (1:10)

se cubrid con un porta objetos previamente
modificado.

Para cada unidad experimental se realizo el
conteo por triplicado.

&HESPE
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MATERIALES Y METODOS

Espectrofotometria UV

Nota. El grafico representa el andlisis

de absorbancia de las muestras de

crecimiento de Arthrospira platensis.

Velocidad de crecimiento
Inx4 —Inxq
t1-tg
Donde:

u=velocidad de crecimiento

(filamento hora_1)
t1,to=Tiempo final e inicial
X4,Xg=Densidad celular final e

inicial en fase logaritmica

Medicion de datos

Tiempo de duplicacion de Arthrospira

platensis en campo

Ln(2)
u

Td=

Donde:
Td= Tiempo de duplicacion.
Ln (2) = Logaritmo natural base dos.

u= Velocidad de crecimiento (células

hora_1)
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MATERIALES Y METODOS Medici6n de datos

Concentracion de ficocianina

« Se prepardé un tampon buffer acetato (20 mM; pH -
5,00)

« Se coloco en un tubo eppendorf 5mL de biomasa

« Se centrifugo a 4000 rpm obteniendo asi un sedimento
en el que se suspendid 1,5 mL de buffer acetato (50
mM y acido de sodio 0,002 M)

« Se centrifugd en el vortex y se llevd al congelador. La
ficocianina se extrajo por congelacion a -20°C vy
descongelacion a temperatura ambiente hasta lograr el
color azul.

« Los residuos se eliminaron por centrifugacion a 5000
rpm durante 10 minutos.

« El sobrenadante se utilizO para determinar la
concentracion de ficocianina mediante
espectrofotometria.

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 con ficocianina.

I l&// UNIVERSIDAD DE LAS FUEREAS ARMADAS
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MATERIALES Y METODOS Medici6n de datos

Biomasa

Se cosecho a los sesenta dias del experimento

se realiz6 la medicion de absorbancia para
determinar que el cultivo habia alcanzado su maximo
crecimiento (1,4 de absorbancia).

Previamente se retiro el oxigeno y la luz durante 3
dias,

Se realizo la cosecha el tercer dia, y la biomasa se
coloco en cajas Petri.

Se midi6 el peso en humedo.

Nota. El gréafico representa el proceso de cosecha para la obtencion de biomasa.

a. filtrado de medio microalgal; b. cosecha de biomasa; c. biomasa hiumeda en

cajas Petri.
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UNIVERSIDAD DE LAS FUEMEAS ARMADAS
s INNOVACION PARA LA EXCELENMCIA




RESULTADQOS Parametros ambientales

Temperatura
Kumar et al., (2011)
Figura 1
Comportamiento de la temperatura durante los 60 dias de evaluacion. menciona que, a
temperaturas menores de 15° C
37,57 la cianobacteria presentan un
estado de letargo en el
S 34,844 desarrollo de los filamentos y
*E temperaturas.
532'11' Y a temperaturas superiores
529 17 35°C presentan un desarrollo
= lento y se evidencia muerte
26,64 celular.
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 6 Por lo que se considera que un
Dias temperatura adecuada para su
desarrollo se encuentra en un
—&—Temperatura ("C)LbAIMD  —@—Temperatura (°C) LbAIA10  —{—Temperatura ("C) LrAl&) ~ —#—Temperatura ("C) LrAIA10 rango de los 16 a 35°
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RESULTADOS

Potencial Hidrogeno (pH)

Figura 2
Relacion positiva entre el pH y tiempo bajo invernadero.

10,184

9,93

L 9,68

9,43

9,18

(T=34,78, R=0,94, p<0,0001).

2 pH=0,0136*tiempo+9,28+0,039

2 5 B 11 14 A7 20 23 26 30 23 36 39 42 45 48 51 54 57 60
Tiempo

Parametros ambientales

Benalcazar (2022)
(T=18,33, R=0,93, p>0,001)

Yu et al., (2017)

Adicionar AIA en microalgas
disminuye el pH e
incrementa la permeabilidad

de las celulas, activando
enzimas de polisacaridos
que rompen enlaces
quimicos de glucosa,

promoviendo la expulsion de

protones de H* gue generan
una disminucion en el pH.
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RESULTADQOS Parametros ambientales

Figura 3
Comportamiento de la luz en la aplicacion de los
tratamientos: T1, T2, T3, T4.

34,82 34 60 Tabla 1
T ' Intensidades de luz aplicadas a los tratamientos:
T1, T2, T3, T4.
33,61-
Intensidad de luz (pumol m'zs'l)

32,39 Roja 34,6

Blanca 30,18
31,17-

30,18
29 96 .
Roja Blanca

Intensidad de luz

UNIVERSIDAD DE LAS FUDHZAS ARMADAS
nnnnnnnnnnnnnn LA EXEELENMESIA




RESULTADOS

Tabla 2
Densidad celular, de Arthrospira platensis en cuatro tratamientos bajo
invernadero.

Tratamient Media + DE
ratamiento Luz AIA (10°filamentos mL™1)
T4 Lr 10 7,20% 2,02 a
T2 Lb 10 6,69+ 2,02 ab
T3 Lr 0 686202 ab
T1 Lb 0 622202 c

Nota. La tabla representa los promedios y las desviaciones estandar de la densidad celular
para Arthrospira platensis. T1: LbAIAO; T2: LbAIAL10; 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.

Parametros productivos

(Benalcazar, 2022)
D. celular= 6,48 x10°

filamentos mL ™

Auz (2019)

D. Celular= 17,44x10 +0,28 células mL ™"

®
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RESULTADOS Parametros productivos

Densidad y absorbancia

Figura 4 Figura 5
Curva de crecimiento de Arthrospira platensis con la aplicacion de  Comportamiento del crecimiento de Arthrospira platensis por
Tratamientos: T1, T2, T3,T4 bajo invernadero. espectro fotometria UV.
1,815 e
LbAIAD
755937,50,
—k- LbAIAO —4—LbAIA10
-4 -LbAIA10 —4—LrAlAD
~@-LrAIAO —-LrAIA10
T g LA

388031,25+

Densidad celular (Filamentos mL™1)
Absorbancia (nm)

204078,131

20125,00-

0 3 6 9 12 1% 1® A U n W BV ¥ ¥ £ 4 4 H ¥ H 60
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RESULTADOS

Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion

Tabla 3

Parametros productivos

Promedio + desviacion estandar de los parametros cinéticos del crecimiento celular en
Arthrospira platensis bajo invernadero.

Tratamiento

Velocidad de crecimiento (p)

(1x10°Filamentos dia™!)

Tiempo de duplicacion (Td)
(h™")

T4
T2
T3
T1

195+0,01
089+0,01
118+0,01
068+0,01

a 10,46+0,64
b 7,.99+0,64
b 5,93+0,64
b 5,43+0,64

a
ab
b
b

(Alvarez 2018)
V. Crecimiento= 320 filamentos dia™
T. Duplicaciéon= 2,16 h~1

1

Benalcéazar (2022)
V. Crecimiento= 93 filamentos dia™
T. duplicacién =7,47 horas ™

1

Hussin et al (2021)

V. Crecimiento= 7,47 horas™
T. duplicacion = n.d

1
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RESULTADOS

Produccion de biomasa

Tabla 4
Promedio + desviacion estandar de la produccion de
biomasa bajo aplicacion de tratamientos T1, T2, T3, T4

Tratamiento Biomasa producida
(gL™)

T4 12,25+0,65 a

T2 9,90+0,65 b

T3 7,00+0,65 b

T1 2,/5+0,65 C

Nota. Medias con una letra comun no son
significativamente diferente (p>0,09).

Parametros productivos

Biomasa= 2,25 gL'1

Ferreira et al., (2015)
Biomasa=2, 12 g L1
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RESULTADOS

Concentracion de ficocianina

FICOCIANINA (mg mL)

Figura 6

Efecto de la interaccion intensidad de luz mas AlA aplicadoen T1, T2, T3, T4

0,225

0,182

0,139

0,095+

0,052-

Blanca:0

0,132 ——0,132

0,064

Parametros productivos

Wang et al., (2007)
Ondas de luz = 34,30 ymol m~2s~]
Ficocianina = 0,215 mg. mL™1

| 0,215

umol m~2s~1

Ficocianina= 0, 390 mg. mL ™"

Blanca:10 Hnja:[l
Luz*AlA

B rcocienmaT | FcocianmaTz

[ ] FicociammaTs [] FICOCIANINA-T4

Roja:10
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CONCLUSIONES

El cultivo de espirulina (Arthrospira platensis), present6 los mejores

resultados cinéticos en velocidad de crecimiento y tiempo de
duplicaciéon, para el tratamiento con luz roja y 10 mg L~ 1de AIA

obteniendo 195 + 10 filamentos dia~ y 10,46 + 0,64 h~1

respectivamente.

El tratamiento de Luz roja con dosis de10 mg L~T AIA 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 prolongo a 60 dias, teniendo un efecto

positivo en la densidad celular con 7,23x105 filamentos mL_1.

La produccion de biomasa presentd los

mejores resultados con la aplicacion del

tratamiento con Luz roja y 10 mg L1 AlA,

obteniendo 12,25 g LT,

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.

@HESPE
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RECOMENDACIONES

e Se recomienda el uso de luz roja mas la aplicacion de 10 mg mL~TAIA debido a gue presento las
mejores promedios en densidad celular, cantidad de biomasa y contenido de ficocianina.

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

e Se recomienda realizar una investigacion con distintas irradiaciones de luz LED roja desde 50,

100, 150 y 600 pmol/mz.s_1 mas la aplicacion de dosis de 10 mg L~1 Ala para evaluar si las
distintas irradiaciones aumentan las concentraciones de ficocianina una vez extraida.
e 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.

@ESP
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