View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

brought to you by .{ CORE

provided by Repositorio Digital Universidad Politécnica Salesiana

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
SEDE QUITO

CARRERA: INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS
NATURALES

Trabajo de Titulacion previo a la obtencion del titulo de: INGENIERA EN
BIOTECNOLOGIA DE LOS RECURSOS NATURALES
TEMA:

CULTIVO DISCONTINUO DE LA MICROALGA Coenochloris sp. CON
FRACCION SOLUBLE DE PAPA (Solanum phureja) EN CONDICIONES
MIXOTROFICAS

AUTORA:
VERDUGO CASTRO KARLA BEATRIZ

TUTORA:
MARIA FERNANDA GUEVARA GRANJA

Quito, julio de 2016


https://core.ac.uk/display/84699286?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Cesion de derechos de autor

Yo, Karla Beatriz Verdugo Castro, con documento de identificacion N° 030261527-3,
manifiesto mi voluntad y cedo a la Universidad Politécnica Salesiana la titularidad sobre
los derechos patrimoniales en virtud de que soy/somos autor/es del trabajo de
grado/titulacién intitulado: “Cultivo discontinuo de la microalga Coenochloris sp. con
fraccion soluble de papa (Solanum phureja) en condiciones mixotréficas”™, mismo que ha
sido desarrollado para optar por el titulo de: Ingeniera en Biotecnologia de los Recursos
Naturales, en la Universidad Politécnica Salesiana, quedando la Universidad facultada

para gjercer plenamente los derechos cedidos anteriormente.

En aplicacién a lo determinado en la Ley de Propiedad Intelectual, en mi condicién de
autora me reservo los derechos morales de la obra antes citada. En concordancia, suscribo
este documento en el momento que hago entrega del trabajo final en formato impreso y
digital a la Biblioteca de la Universidad Politécnica Salesiana.

C.1. 0302615273

Quito, julio de 2016



Declaratoria de coautoria del docente tutora

Yo declaro que bajo mi direccion y asesoria fue desarrollado el Trabajo Experimental, “Cultivo
discontinuo de la microalga Coenochloris sp. con fraccién soluble de papa (Solamum phureja) en
condiciones mixotréficas”, realizado por Karla Beatriz Verdugo Castro, obteniendo un producto
que cumple con todos los requisitos estipulados por la Universidad Politécnica Salesiana, para ser
considerados como trabajo final de titulacion.

Quito, julio de 2016

C.1 1002454948



Dedicatoria
Quiero dedicar este trabajo de titulacién con todo mi corazon a mis padres por su infinito
amor que gracias a su trabajo y esfuerzo me han brindado la educacion y apoyo
incondicional para cumplir esta gran meta. A mi hermana gracias por brindarme su apoyo

y carifio.

A Ever Morales ya que mas que un docente es un gran amigo al que lo considero como

un padre por su apoyo absoluto, consejos y gran carifio.

A Daniel por su apoyo, motivacion y carifio, estuviste a mi lado inclusive en los momentos

y situaciones mas dificiles siempre ayudandome gracias por tu apoyo infinito.



Agradecimiento

A Dios por haberme permitido llegar a este momento especial y a mi familia por su apoyo

incondicional.

A la Universidad Politécnica Salesiana por las ensefianzas impartidas durante toda la

carrera universitaria.

Al Doctor Ever Morales, por incluirme en su proyecto de investigacion y brindarme la

guia necesaria para la elaboracion de la fase experimental de mi trabajo de titulacion.

A la Ing. Maria Fernanda Guevara por su paciencia y oportuna guia al colaborar de manera

incondicional en la fase teérica de mi proyecto de titulacion.

A la Msc. Laura Huachi por ser una gran amiga, guia y confidente.

A mis compafieras tesistas que a pesar de pertenecer a otra institucion logramos formar
una gran amistad y fortalecer nuestros conocimientos durante la elaboracion de mi trabajo
de titulacion; gracias amigos y amigas, Ing. Daniel Coronel, Ing. Marco Ibarra, Karina de
la Cruz, Cindy Maldonado y Carolina Nacato por ser un gran apoyo durante la elaboracion

de mi trabajo de investigacion.



indice

INEFOAUCCION ..ottt b bbbt ne e 1
MArCO CONCEPTUAL ........eeieceiccieee et sre e enes 6
1.1. Descripcion taxonomica de Coenochloris SP. .....cccecvieivececiese e 6
01, USOS ittt 6

1.2, NULFICION d& MICIOAIGAS ... ...eviviiieieirie e e 7
1.3.  Meétodos de cultivo de mMiCroalgas ..........cccoovrerrireneneineeee e 8
1.3.1.  Cultivos fOtOrOFICOS ......uciiiiieieiesie s 10
1.3.2.  Cultivos heterotrOfiCOS.......ccoviiiiiiiiieiicesee e 10
1.3.3.  Cultivo discontinuo (batch culture).........ccccoeveviiieeieiic e 11

1.3.4.  Cultivo discontinuo alimentado (batch alimentado (BA) Fed Batch) .12

1.4.  Descripcion botanica y taxonoémica de Solanum phureja..........c.ccccceveveenenn 12
1.4.1. Ubicacién geografica de Solanum phureja en Ecuador ........................ 14
1.4.2.  Composicién quimica y nutricional de Solanum phureja..................... 15

MaterialeS Y MELOAOS .........cccuiiieiiee et sre e e 17

2.1  Muestras: obtencidn y procesamiento ..........ccccecvevieieericiieseese e 17

2.2.  Recuento celular por cAmara Neubauer ............ccocoeoiineininiiecc e 19

2.3. ANALISIS de reSUITATOS. .....ccveivieieeie e 24

RESUITAAOS Y TISCUSION ...ttt 26

3.1. Identificacidn de CoenoChIOriS SP........cceiiiiiiieiieie e 26



3.2.  Generacion de biomasa y analisis por recuento celular por camara

N CTU] =T 1= SRS 27
3.3.  Generacion de biomasa en un sistema mixotrofico .........cccccvvvviviiviiviiveiinnn, 31
3.3.1.  Primer ensayo: generacion de biomasa en un sistema mixotroéfico.....31

3.3.2.  Andlisis proximal de la biomasa de Coenochloris sp. en un sistema
autotrofico Y MIXOtrOfiCO......coovviiii i, 41

3.3.3.  Andlisis de metales de la biomasa de Coenochloris sp. en un

SiStema aULOLIOfICO.......ccviieiecccc e 43
(0] 0] 11 ] o] g 1S SR 45
RECOMENUACIONES ...ttt e st e e st e sreenteaneeaneenreens 47
RETEIENCIAS ... o vttt ettt bbbt e et nees 48

Y ) (01T TR 57



indice de Tablas

Tabla 1. Ubicacion taxonomica de Coenochloris SP. ......cccccvveiieieiiieiveie e 6
Tabla 2. Ubicacion taxonomica de la papa chaucha (Solanum phureja).................. 13
Tabla 3. Composicion quimica de Solanum phureja........c.ccccoevveieiieiceece e 16

Tabla 4. Comparaciéon morfologica de la microalga catalogada como

(Of0T=T o ToTod 1 (0] ¢ TSI o FAT USRS 27
Tabla 5. Densidad celular generada en 46 dias en sistema autotroéfico................... 29
Tabla 6. Crecimiento mixotrofico de Coenochloris sp. generada en 3 dias en

sisterma mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion

EI 2090 (V/V) ettt ettt 32
Tabla 7. Crecimiento mixotréfico de Coenochloris sp. generada en 7 dias en

sisterma mixotrdéfico con fraccion soluble de papa a una concentracion

o T IO N (V7Y ) OSSPSR 33
Tabla 8. Crecimiento mixotrofico de Coenochloris sp. generada en 21 dias en

sisterma mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion

o[- I SRS 34
Tabla 9. Analisis de varianza con medidas repetidas - Prueba de efectos

INEFASUJEEOS ...ttt bbb bbb 37
Tabla 10. Analisis de varianza con medidas repetidas - Prueba de efectos

INEEISUJETOS ...ttt bbbt b bbbt 38
Tabla 11. Analisis post HOC de DUNCAN .......cccouiiiiiiieiiiereee e 38
Tabla 12. Curvas de crecimiento celular en sistema mixotroéfico (FSPGSC

Mixotrofico y FSPGSC CDA) y autotroéfico (control) con fraccion



soluble de papa determinadas por conteo en cdmara Neubauer en un
PEriodo de B0 AI@S........ccveiueiieiieii e 40
Tabla 13. Anélisis proximal de Coenochloris sp. en sistema autotréfico y
MIXOTFOTICO . bbb 41
Tabla 14. Analisis bromatoldgico de sustrato organico de papa Solanum phureja 'y
composicion quimica NITROFOSKA foliar para obtencion de biomasa
(o (SO0 =T ool o] (o] 13 o OSSR 42

Tabla 15. Anélisis de metales de Coenochloris sp. en cultivo control autotrofico..43



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Indice de figuras

Sistema de escalado con solucion de NITROFOSKA Foliar .........cc.c.c...... 18
Diagrama de recuento celular en hematocitometro Neubauer ................. 19
Elaboracion de cultivo con fraccion soluble de papa (FSP) y montaje

de la experimentacion con Coenochloris sp. y (FSP) a diferentes
CONCENTFACIONES. ....evviete ettt b bbbttt bbb nes 21
Elaboracion de cultivo con fraccion soluble de papa (Solanum phureja)

y montaje de la experimentacion con Coenochloris sp. y (FSP) en una
€oNCeNtracion del 5Y0. ..o 22
Fraccion soluble de papa brotada sin cascara (Solanum phureja) y
montaje de la experimentacion con Coenochloris sp. con FSP con mejor
evaluacion a una concentracion del 5%0. ........c.ccocevvvenene i 23
Curvas de crecimiento celular evaluados por su densidad en un periodo
0B 46 AIAS .. 30
Curvas de crecimiento celular evaluados por su densidad en un periodo
0B 21 dI8S .o 35
Curvas de crecimiento celular evaluados por su densidad en un periodo

B 21 AIBS. ettt et aaaaaas 40



Indice de Anexos

Anexo 1. Preparacion de la Fraccion Soluble de papa brotada con cascara

(FSPGCC), brotada sin cascara (FSPGSC), no brotada sin

cascara (FSPNGSC) y no brotada con cascara (FSPNGCC).................. 57
Anexo 2. Biomasa seca de Coenochloris sp. tras un proceso de secado en estufa ...57
Anexo 3. Segundo ensayo de generacion de biomasa basado en etapas de

germinacion de papa Solanum phureja - FSP brotada y no

brotada a conCcentracion 5%0. ..........cccooviviiieiiiiieie e 58
Anexo 4. Segundo ensayo de generacion de biomasa basado en etapas de

germinacion de papa Solanum phureja - FSP brotada y no

brotada a concentracion 1090. ..........ccccoovieieineieine e 58
Anexo 5. Segundo ensayo de generacion de biomasa basado en etapas de

germinacion de papa Solanum phureja - FSP brotada y no

brotada a concentracion 2090. ...........cccocuiereiniieise e 59
Anexo 6. Bidones en los que se realiza generacion de biomasa en un sistema

de escalado CONTINUO...........cooiiiiiiiecc e 59

Anexos 7. Curvas de crecimiento de Coenochloris sp. en sistema autotrofico tras

conteo en camara NEWDAUET .........cccoceiiiiiiiieieie e 60
Anexos 8. Analisis proximal del Coenochloris sp en cultivo autotroéfico.................. 62
Anexos 9. Analisis proximal del Coenochloris sp en cultivo mixotrofico.................. 63

Anexos 10. Analisis de metales del Coenochloris sp en cultivo autotrofico.............. 64



Resumen

El cultivo de microalgas constituye una alternativa biotecnoldgica por su mayor eficiencia
en la produccion de biomasa en relacién a cultivos autotréficos y heterotroficos. Se estudid
el crecimiento y calidad de la biomasa de la microalga Coenochloris sp., se cultivo en un
medio control con fertilizante NITROFOSKA, un medio con fraccion soluble de papa
(Solanum phureja) y un medio con fraccion soluble de papa y NITROFOSKA. Se
realizaron ensayos en cultivos discontinuos alimentados (CDA) con una concentracion
inicial de 1x108cel/mL (agitacion constante a 21.5+2°C durante 20 dias). En los primeros
ensayos se utilizé fraccion soluble de papa: brotada con cascara (FSPGCC) y sin cascara
(FSPGSC), no brotada con cascara (FSPNGCC) y sin cascara (FSPNGSC); Coenochloris
sp. alcanzé el mayor crecimiento en FSPGSC logrando una concentracion de
12.54x105cel/mL. A continuacion se comparé el crecimiento en FSPGSC con relacion al
control. En el FSPNGSC con NITROFOSKA (FSPNGSC-CDA) se produjo la mayor
densidad celular de 35.12x108 cel/mL (1.71 mg/mL de biomasa seca), superando al control
que presentd una concentracion de 26.72 x10%cel/mL. La significancia estadistica obtenida
es de 0.479 indicando la diferencia de densidades celulares determinadas por los
tratamientos. El analisis proximal revelé un contenido de proteinas de 42,00% en el control
y de 33,89% en FSPNGSC-CDA. El valor de grasa para el control y FSPNGSC-CDA fue
de 2,40% y 7,95%, respetivamente.

Estos resultados confirman que Coenochloris sp. cultivada en condiciones mixotréficas
con fraccion soluble de papa constituye una alternativa como sustrato organico para la
produccion de biomasa con un elevado contenido proteico.

Palabras claves: Coenochloris, cultivo mixotréfico, microalga, Solanum phureja.



Abstract

The cultivation of microalgae is a biotechnological alternative due to its greater efficiency
in the production of biomass in relation to autotrophic and heterotrophic cultures. The
growth and quality of the biomass of the Coenochloris sp. microalgae was studied and it
was cultured in a medium control with NOTROFOSKA fertilizer, a medium potato
soluble fraction (Solanum phureja) and a medium potato soluble fraction and
NITROFOSKA. Some tests were made in fed batch cultures (CDA) that had an initial
concentration of 1x106cel/mL (constant shake at 21.5+2°C for 20 days). A potato soluble
fraction was used in the first trial: sprout skin (FSPGCC) and without skin (FSPGSC), not
sprout with skin (FSPNGCC) and without skin (FSPNGSC); Coenochloris sp. has reached
the highest growing in FSPGSC and it got a concentration of 12.54x10%cel/mL. The
growing of FSPGSC was compared related to control. A higher cellular density of
35.12x10%el/mL (1.71 mg/mL of dry biomass) was produced with FSPNGSC with
NITROFOSKA (FSPNGSC-CDA) and it surpassed the control that showed a
concentration of 26.72x10° cel/mL. The obtained meaningful statistics was 0.479 showing
the difference in cellular density determined by treatments. The proximal analysis
revealed a protein concentration of 42.00% inside control and 33.89% in FSPNGSC-CDA.
The fat value for control and FSPNGSC-CDA was 2,40% and 7,95% respectively.

These results prove that Coenochloris sp. cultured in mixotrophic conditions with potato
soluble fraction is an alternative for organic substratum in order to produce biomass with
a high protein concentration.

Key Words: Coenochloris, mixotrophic culture, microalgae, Solanum phureja.



Introduccion

Las microalgas conforman un grupo de los microorganismos fotosintéticos, caracterizados
por el uso de la energia luminica, para convertir el diéxido de carbono y nutrientes en
energia quimica almacenada en los enlaces de glucosa, adicionalmente libera oxigeno.
Asimismo, al poseer un alta tasa de crecimiento en comparacion con otros organismos,
son capaces de generar una gran cantidad de biomasa por superficie (Barsanti & Gualtieri,
2006) (Schulz, 2006). La funcionalidad de las microalgas en estado natural radica en la
reduccion de carbono atmosférico mediante la captura de CO, y como base alimenticia de
muchas especies acuaticas. A nivel industrial pueden ser utilizadas como fuente de
biocombustibles a partir de aceite de microalgas, ofreciendo asi una opcion de bioenergia;
la cual es econdmicamente factible y ambientalmente sustentable (Li, Horsman, Wu, Lan,

& Dubois Calero, 2008) (Lee & Lee, 2003).

La microalgas han sido utilizadas desde la antigliedad por el ser humano como
complemento de su alimentacion, son consideradas como alimentos funcionales por su
capacidad para elevar el contenido nutricional y son utilizadas como biofertilizantes. En
la actualidad las microalgas tienen un reconocido valor econdémico a nivel comercial por
sus diversos componentes celulares (Albarracin, 2007), pueden incidir positivamente en
las salud de animales y humanos obteniendo apreciables cantidades de proteinas, acidos
grasos, minerales y vitaminas (Martin et al., 2002). Ademas de su uso como suplemento
alimenticio, han sido atribuidas diversas propiedades farmacoldgicas debido a la

produccidn de sustancias bioactivas (Cheng-Ng, 2005).



Durante los ultimos 30 afos se ha incrementado la produccién de biomasa microalgal, la
cual va a la par con el avance de la biotecnologia, llegandose a producir 5000 toneladas

anuales de biomasa seca microalgal (Barsanti & Gualtieri, 2006; Borowitzka, 1999).

Se considera que estos organismos poseen gran cantidad de metabolitos con utilidad para
aprovechamiento comercial, no solo en la nutricion humana y animal, sino también en
cosméticos, cremas, lociones y biocombustibles como biodiesel y bioetanol, aunque se
estima que existen 10000 especies comercialmente se explotan solo 10 especies
(Dimitrov, 2007) (Wang, Li, Wu & Lan ,2008). Los medios de cultivos facilitan el
crecimiento de microalgas de algunas especies; lo que implica una rapida obtencion de
biomasa con relacion a otras especies vegetales por lo cual permiten una mayor
produccién, existen a nivel industrial varias limitantes como son el costo de los
componentes del medio de cultivo similares al medio BBM (Bold’s Basal Medium)
(NaNOs, MgSQO4, K2HPO4, KH2PO4, CaClz) y el aumento de precios de fertilizantes
inorgénicos (Svrin-Reyssac, 1998). Los medios de cultivo para microalgas ayudan a la
generacion de proteinas, lipidos y carbohidratos, que componen aproximadamente el 90%
en peso seco de una célula microalgal (Brown, 1991; Gatenby et al., 2003), siendo el
componente principal de la biomasa la proteina, con relacion a las concentraciones de
lipidos y carbohidratos dependiendo estrictamente de cada especie y las condiciones de

cultivo (Cano et al., 2007).

La microalga Coenochloris ha sido usada como base nutricional y como un agente de

biorremediacion (Prabakaran & Ravindran, 2012) (Schulz, 2006) (Vinod, Ashish, &
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Guru, 2012) (Diaz-Borrego, 2012). Este genero ha sido poco estudiando a diferencia de
Chlorella que se encuentran en investigacion para la produccion de biodiesel e
inmovilizacion de carbono, este género posee un gran potencial en la produccion de aceite
y secuestro de carbono atmosférico, lo que conlleva un alta produccién de biodiesel.
También posee en comparacion con otras especies una mayor acumulacion de lipidos y
metales bajo los mismos factores y condiciones de crecimiento, Fabregas y sus
colaboradores (1997) corroboran esta afirmacion al tratar suelos contaminados con

Chlorella y Coenochloris.

Al exponer la utilidad que podria tener Coenochloris, es necesario conocer y determinar
cuales son las mejores condiciones de crecimiento de este organismo. Los parametros mas
importantes a determinar son temperatura, nutrientes, pH, aireacion y agitacion los cuales
no han sido descritos en anteriores investigaciones, ademas de conocer la calidad
nutricional de esta microalga y su utilidad en el mercado. De esta manera esta
investigacion se enfoca en evaluar: la concentracion de nutrientes a base de sustrato
organico de papa en condiciones experimentales en comparacion con sustrato inorganico
comercial. Finalmente el presente estudio determinara las pautas para que se realicen
futuras investigaciones sobre productos biologicos y aplicarlas en el campo

biotecnoldgico.

Diversas microalgas como Coenochloris y Chlrorella presentan la capacidad de ser
cultivadas con sustratos organicos tales como: aminoacidos, acidos organicos, azucares,
derivados agricolas o de origen animal, aguas residuales y mediante la degradacion parcial

de hidrocarburos como fuentes de carbono. Por lo que, el manejo paralelo de luz y sustrato
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organico en el crecimiento muestra la capacidad mixotréfica de estas (Fabregas, 1997,
Sanchez, 2008). Los cultivos en mixotrofia pueden originar biomasa en altas cantidades
en relacion con los cultivos obtenidos en condiciones autotroficas y esto se debe al efecto
de la energia de la luz y el sustrato organico. Debido a esto, la atencion mundial se ha
tornado hacia el uso de sustratos organicos de varios origenes como son los recursos

agricolas (Camargo & Alonso, 2006).

En Ecuador el cultivo de papa (Solanum tuberosum) se desarrolla especialmente en la
region sierra, lo que implica un excedente de residuos agricolas que pueden ser utilizados
como un sustrato, a razén de esto la elaboracién de la fraccion soluble de papa pretende
ser para el cultivo de microalgas una fuente de nutrientes por su elevado contenido de
aminoéacidos, amonio, nitrato, fosfato y carbono (Vera, 2002), y la evaluacion de sus
resultados sera determinado por andlisis proximal y metales de un sistema de escalado a

20 litros para la obtencién de biomasa seca necesaria para los analisis.

El presente trabajo experimental cultivé de manera discontinua la microalga Coenochloris
sp. con fraccion soluble de papa chaucha (Solanum phureja) en cultivos discontinuos
mixotréficos Por lo expuesto anteriormente, los objetivos de esta investigacion son:
determinar la factibilidad de crecimiento de la microalga Coenochloris sp. en fraccion
soluble de papa (Solanum phureja), en comparacion al crecimiento con el fertilizante
comercial Nitrofoska, para escalar los cultivos que presenten mayor produccion de
biomasa hasta la obtencion de un volumen de 20L para ser evaluada la biomasa seca

obtenida mediante para la realizacion de andlisis proximales y de metales pesados.



Las hipotesis planteadas en este estudio fueron: Hipdtesis nula (Ho): La fraccion soluble
de papa (Solanum phureja), no es un sustrato de alta calidad nutritiva para la produccién
de biomasa de la microalga Coenochloris sp. Hipotesis alternativa (Ha): La fraccion
soluble de papa (Solanum phureja), es un sustrato de alta calidad nutritiva para la

produccion de biomasa de la microalga Coenochloris sp.



Capitulo 1

Marco conceptual

1.1. Descripcion taxonoémica de Coenochloris sp.

Posee colonias de 4, 8, 16 células (a veces mas), 4 u 8 colonias hijas dentro de una
envoltura gelatinosa; restos de la pared celular de la madre presentes en torno a las células
hijas; el cuerpo de la célula es esférico, tiene un pirenoide en forma de copa que posee un

solo cloroplasto (Korshikov, 1953), (John, 2002).

En la Tabla 1 se puede ver la Ubicacion taxonémica de Coenochloris sp.

Tabla 1.
Ubicacion taxondmica de Coenochloris sp.
Coenochloris sp.

Reino Viridiplantae
Filo Chlorophyta
Clase Trebouxiophyceae
Orden Chlorellales
Familia Oocystaceae
Género Coenochloris
Nombre Cientifico Coenochloris sp.

Nota: Ubicacién taxondmica de Coenochloris sp. en base a la descripcion realizada por Korshikov.
Autor: John (2002).

1.1.1. Usos

Numerosas investigaciones detallan que las algas son capaces de transformar muchos
xenobidticos incluyendo fenoles. La modificacion de la estructura de xenobidticos por

organismos eucariotas afecta en el aumento de la susceptibilidad del compuesto al ataque



metabolico de bacterias en un proceso de hidroxilacion (Semple, 1999). En el caso de
Coenochloris pyrenoidosa es capaz de degradar 4-nitrophenol en un tratamiento corto de
3 dias dando resultados optimos en consorcio con Chlorella vulgaris var. vulgaris f.

minuscula (Lima, 2003).

La capacidad de biorremediacion se ilustra bajo ensayos de densidad celular de las
microalgas tanto en los cultivos unialgales como en el mixto, siendo Coenochloris sp. la
gue exhibe mejor crecimiento. Las bacterias asociadas a los cultivos estimularon su
crecimiento en presencia del xonobidtico como puede ser sustancias fendlicas y
queroseno, desempefiando un papel importante en la biodegradacion. Dentro de las
bacterias asociadas a las microalgas, Xanthobacter y Burkholderia han estado vinculados

con la actividad biodegradativa sobre hidrocarburos (Diaz, 2012).

1.2. Nutricion de microalgas

La biotecnologia algal es un campo que se compone de diversas disciplinas para lograr el
aprovechamiento de microalgas (dulceacuicolas y marinas) y macroalgas (marinas) con el
objetivo de generar nuevos productos de interés comercial; estas aplicaciones se deben a
la intensa y diversa actividad metabdlica, la cual esta relacionada con su nutricién o trofia.
La trofia determina las rutas metabolicas involucradas en los procesos fisicos y quimicos
de la microalga que convierten o usan energia en los procesos de anabolismo y

catabolismo (Pérez, 2009).



Kaplan, (1986) postula dos grandes formas de nutricion: autotrofica o litotrofa, y la
heterotrofica, estableciéndose diferentes tipos de nutricion dependiendo de la naturaleza

de la microalga.

1.3. Métodos de cultivo de microalgas

En las ultimas décadas, han ganado interés las posibles utilidades que se otorgan a las
microalgas, las mismas que han sido tratadas como modelo biol6gico en la investigacion
debido a su flexibilidad metabdlica y caracteristicas fisiologicas. La biotecnologia
microalgal ha permitido el desarrollo a nivel industrial y por ende comercial de cultivos
de nuevas especies, sin embargo también se ha centrado en el incremento de aplicaciones
de estos microorganismos Yy otras especies que han sido cultivadas a microescala para la
obtencion de sustancias de interés quimico, industrial y farmacéutico que de ellas se

extraen (Gomez, 2007).

Los sistemas de cultivo tienen un protagonismo en procesos biotecnoldgicos al ser un paso
intermedio entre las materias primas y los productos finales (Cooney, 1983). Los sistemas
de generacion de biomasa efectivos y eficientes son aquellos que permiten la dptima
utilizacion de los sustratos por medio de procesos de biocatalisis (Lee, 2001). El objetivo
principal en el disefio de un sistema de cultivo biotecnoldgico es minimizar los costos de
produccién para la obtencion de productos (biomoléculas o servicios) de alta calidad,
considerando que estos sistemas incluyen procesos de sintesis, bioconversién y la

recuperacion del producto (Cooney, 1983).



El cultivo moderno de microalgas inicio en la década de los 50°s, empleando luz solar y
agua marina, con lo que se logro obtener grandes cantidades de biomasa. En las décadas
subsiguientes diversos grupos de investigacion en paises desarrollados y en vias de
desarrollo, centraron sus esfuerzos en aumentar la produccion de biomasa y bioproductos
que pudieran generar resultados comparables a los obtenidos con microorganismos como

levaduras y bacterias (Contreras-Flores, 2003).

Las microalgas han sido producidas con diferentes propdsitos sean alimentarios o
farmacoldgicos, esto se ha manejado en condiciones naturales propicias. Por lo que, se
conocen lagos o sistemas lacustres en los que surgen blooms masivos de especies

favorables para el hombre, explotandose el cultivo in situ de forma temporal.

El cultivo de microalgas generan ventajas que se pueden resumir segun Cohen (1986) y
John (2002). Es un sistema biologico que utiliza de forma eficiente energia solar para
generar materia organica. Las microalgas se desarrollan en periodos de tiempo mas cortos

que las plantas terrestres, por ende se obtiene un mayor rendimiento anual.

Ademas la composicion bioquimica de la biomasa puede alterarse para obtener
bioproductos especificos variando las condiciones ambientales y/o la composicion del
sustrato y los compuestos considerados de interés comercial pueden ser acumulados en
altas concentraciones, tales como: proteinas, lipidos, almidon, glicerol, pigmentos

naturales o biopolimeros.



1.3.1. Cultivos fototroficos

Los cultivos fototréficos engloban sistemas nutricionales fotoautotroficos y mixotréficos,
por lo que dependen de luz como fuente de energia. Los cultivos fotdtrofos se realizan en

sistemas abiertos o en fotobiorreactores (PBS - Photobioreactor System).

Las microalgas son fotoautdtrofas esto implica que la fuente de energia es la luz solar o
luz blanca artificial y el dioxido de carbono (CO2) como fuente de carbono, ambos
factores son utilizados durante el proceso fostosintético. En sistemas mixotréficos la
fuente de energia es provista por la luz y el sustrato, del cual se asimila el carbono

necesario (Lee, 2001).

La fotosintesis se la puede definir como una forma de transformacion de la energia
luminosa. Todas las formas de vida estan sujetas directa o indirectamente de este proceso
como fuente de energia para su metabolismo o crecimiento. En el cultivo de microalgas

se utiliza la productividad fotosintética para generar bienes y servicios (Masojidek, 2004).

1.3.2. Cultivos heterotroficos

La condicién heterotréfica en microalgas es capaz de conservar un crecimiento constante
y sostenido en presencia de un sustrato organico en carencia de luminosidad, pero al
utilizar de manera simultanea para su crecimiento luz y sustratos organicos como fuente
de energia, y como fuente de carbono CO2 la microalga manifiesta una capacidad

mixotréfica (Bermudez, 2003).

Un numero significativo de microalgas poseen la capacidad de desarrollarse de forma

heterotrofica (Droop, 1974). En los sistemas de cultivos cerrados, se estan obteniendo
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avances adaptando las tecnologias de la fermentacion a microalgas, descartando los

sistemas de luz y los problemas que esto conlleva (Apt y Behrens, 1999).

El crecimiento quimioheterotrofico o heterotrofico, da la posibilidad de generar altas
densidades en biorreactores o fermentadores (BR - bioreactor) (Chen. 1996; Lee, 2004).
Este tipo de crecimiento da la opcion de un método econdmicamente viable a escala
industrial para el cultivo de microalgas que disponen de sustancias de carbono organico
como unica fuente carbono y energia. La quimioheterotrofia elimina total o parcialmente
la necesidad de luz y brinda la opcion de aumentar de forma amplia las concentraciones
de microalgas o de bioproducto consiguiendo optima produccién por unidad de volumen

(Chen, 1996).

Se puede tener un proceso controlado por medio de la tecnologia de fermentaciones que
nos permite optimizar recursos lo que implica disminuir los costos de obtencion de

bioproducto por las altas densidades celulares generadas (Chen & Chen, 2006).

1.3.3. Cultivo discontinuo (batch culture)

Este método de cultivo se presenta como el mas simple, en este el microorganismo se
desarrolla a partir de una cantidad restringida de medio hasta que se termina un nutriente
fundamental o se almacenan sustancias toxicos hasta niveles que limitan el crecimiento,
el incremento no inicia de forma inmediata después de la inoculacion del medio de
cultivo, la fase previa al crecimiento activo se conoce como fase de latencia 0 como un
periodo de adaptacion. Este proceso culmina cuando la biomasa consume todo el sustrato

(Tovar, 2012).
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1.3.4. Cultivo discontinuo alimentado (batch alimentado (BA) o Fed

Batch)

El cultivo batch es alimentado de forma continua con medio nutritivo fresco o alguno de
sus componentes, si el nutriente que se alimenta es el limitante del desarrollo. Esta técnica
consiente en controlar la velocidad de crecimiento del microorganismo.
El BA es caracteristicamente ventajoso en procesos como el crecimiento celular y la
formacion de producto son sensibles a la concentracion del sustrato limitante es decir,
cuando la productividad de la biomasa o del metabolito buscado se ven afectados. Asi,
este método es de gran utilidad cuando se pretende obtener una alta concentraciéon de

biomasa (Tovar, 2012).

1.4. Descripcion botanica y taxondémica de Solanum phureja

Es una planta perenne de aproximadamente 60 cm de alto, conformada por varios tallos
herbaceos con muchas ramificaciones. Presenta numerosas hojas de color verde oscuro,
de pequefa longitud, alternas, pecioladas, y compuestas. Las flores hermafroditas,
moradas o rojas, se hacen presentes cuando la planta alcanza una altura de 30 cm y se

conservan hasta el final del ciclo (Mosquera 1992, Huaman & Spooner 2002).

El fruto de la papa es una baya esférica bilocular, contiene numerosas semillas de formas
planas, ovaladas y pequenas. El embrion tiene la forma de una “U” orientada hacia el
punto de union con la placenta. En uno de los extremos del embrion esta la radicula o

primordio radicular, y en el otro, la plamula con los cotiledones (Lujan, 1996). El color
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de los tubérculos tiene distintos matices de amarillo y, en algunos casos, presenta tintes
rojos; tiene forma de redonda a ovoide y hoyos distribuidos por toda la superficie. Visto
tras un corte longitudinal, la parte exterior se denomina peridinal y es mayoritariamente
de color amarillo, en seguida se reconoce una franja estrecha Illamada corteza (Mosquera

1992).

En la tabla 2 se puede ver la ubicacion taxondmica de la papa chaucha (Solanum phureja).

Tabla 2.
Ubicacién taxondmica de la papa chaucha (Solanum phureja)

Solanum phureja

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Nombre Cientifico Solanum phureja
Epiteto especifico Juz. & Bukasov

Nombres vulgares:
Ecuador:  Papa criolla, papa chaucha,
yema de huevo

Colombia: Papa criolla

Nota: Ubicacién taxonémica de Solanum phureja,
Autor: Informacion: Botanica Sistematica Ecuatoriana

Esta variedad de tubérculo Solanum phureja es altamente valorada por investigadores y
agricultores indigenas, debido a sus propiedades organolépticas como: color, sabor,
textura, formay también por sus propiedades agricolas e identidad cultural. Las variedades
nativas como Solanum phureja poseen un alto contenido de solidos, flavonoides,

carotenoides, y antocianinas (sustancias antioxidantes naturales) por lo que son nutritivas,
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haciendo de estas variedades un producto unico en el mundo, esto las diferencia de las

variedades de papas mejoradas, (INIAP, 2005).

1.4.1. Ubicacion geografica de Solanum phureja en Ecuador

Las principales zonas productoras de papa en Ecuador se identifican en Norte, Centro y
Sur del pais (Ramirez, 2010). Zona Norte: En la zona norte en las provincias del Carchi e
Imbabura se presenta la mayor produccion de papa por area a nivel nacional. El
rendimiento promedio en estas provincias es de 21.7 t/ha. En Carchi el 25% de la
superficie nacional se dedica al cultivo de papa (15.000 ha), la provincia produce el 40%
de la cosecha anual del pais. El area papera de la provincia se distribuye a lo largo de las
cordilleras oriental y occidental, entre los 2.800 hasta los 3.200 m.s.n.m. y con clima frio

de alta montafia (Ramirez, 2010).

En la regién céntrica del pais se localizan las provincias de Bolivar, Chimborazo,
Tungurahua, Cotopaxi y Pichincha. Chimborazo tienen una mayor representatividad
papera con respecto a las otras de esta zona, con una produccion de 11 t/ha. En cuanto a
la zona sur, Cafiar es la provincia méas papicultora, donde su produccion es de las 8 a 10
toneladas por hectarea. En esta zona de transicion sub-humeda (2.000 a 2.600 m.s.n.m.),
se presentan una temperatura de 13°C a 15°C y precipitaciones anuales entre 750 a
1.100mm. En la zona de Cafiar el cultivo es temporal, ademas de papa, la rotacion habitual

incluye arveja, maiz, fréjol y pasto nativo (Ramirez, 2010).
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1.4.2. Composicion quimica y nutricional de Solanum phureja

La papa Solanum tuberosum es el alimento de mayor consumo en el mundo ocupando el
cuarto lugar este tubérculo posee alto contenido de agua en un 72-75%, es un alimento de
alto valor energético por su alta concentracion de carbohidratos, pero con bajo contenido
de grasa, en menor medida aporta proteinas (Borba, 2008). Este tubérculo presenta gran
cantidad de micronutrientes como vitamina C, también de forma moderada hierro ademas
posee vitaminas B1, B3 Y B6, tiamina, niacina, riboflavina y minerales como: acido

pantoténico, calcio, folato, fésforo, magnesio y potasio (FUNSEPA, 2009).

La papa chaucha (Solanum phureja) que se emple6 en el presente estudio posee un alto
poder nutritivo, ya que reporta el doble de nutrientes con relacion a la papa comdn. La
papa chaucha como alimento, ofrece un excelente valor nutricional de vitaminas A, B 'y
C, carbohidratos, niacina, tiamina, y minerales como el sodio, calcio, fosforo, hierro

magnesio y potasio, aporte nutricional importante en la dieta diaria. (FAO, 2008).

Para realizar este ensayo se seleccion6 la Solanum phureja debido a su rapida generacién
de brotes ademas de ser un cultivo tradicional en la region sierra de nuestro pais y debido
a su alto contenido de nutrientes (CORPOICA, 2000). En la tabla 3 se puede ver la

composicion quimica de Solanum phureja.
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Tabla 3.

Composicion quimica de Solanum phureja.

Composicion quimica del

S - UNIDADES NIVEL +/-
olanum phureja
Contenidos Aproximados
Humedad (9/100g FW*) 74,80 0.20
Grasas (9/100g FW) 0,10 0.04
Proteina (9/100g FW) 2,50 0.02
Cenizas (9/100g FW) 1,10 0.03
Carbohidratos totales (9/100g FW) 21,60 0.10
Fibras totales (9/100g FW) 2,20 0,25
Fibras solubles (9/100g FW) 1.21 1.00
Fibras insolubles (9/100g FW) 3,62 1,81
Minerales

Fe (mg/100g FW) 0,77 0.20
K (mg/100g FW) 337,30 730
Ca (mg/100g FW) 8,20 2.30
Mg (mg/100g FW) 10.20 1.10
Cu (mg/100g FW) - -
Zn (mg/100g FW) - -

I.C.B.F (Instituto Colombiano del Bienestar Familiar).2005

*: F.W= Fresh Weight (peso fresco)
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Capitulo 2

Materiales y métodos

2.1 Muestras: obtencion y procesamiento

El presente estudio fue realizado en el Laboratorio de Ciencias de la Vida de la
Universidad Politécnica Salesiana. Las muestras de la microalga Coenochloris sp. fueron

donadas por el cepario de la Universidad Central del Ecuador.

Se ejecutaron dos experimentaciones: la primera fue la identificacion de Coenochloris sp.
de manera que las colonias de la microalga chlorophyta Coenochloris sp. fueron
caracterizadas de acuerdo a la coloracion, tamafio, aspecto a nivel de microscopia 6ptica

y patrén de crecimiento (Gao, 1998) (Su J, Jia S, Chen X & Yu H, 2008).

Posteriormente se efectud una segunda experimentacion basada en el escalado en sistema
autotrofico, este consiste en incrementar el volumen de cultivo en un sistema discontinuo

alimentado para obtener mayor produccion de biomasa.

El escalado se inici6 en tubos de ensayo con un volumen de 20 mL en un medio de cultivo
NITROFOSKA foliar (Tabla 11) sin aireacion, luego de ello se incremento el volumen a
200 mL, en envases de vidrio de 473 mL, teniendo en cuenta la densidad celular de

Coenochloris sp. mediante recuento celular.

Para considerar el aumento de volumen del cultivo en la siguiente etapa de escalado, a

partir de una poblacion de 1x10°® cel/mL, se incrementé al volumen de la solucion
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NITROFOSKA Foliar en una concentracion de 3 mL en un litro de agua destilada, a
envases de 1000 mL. Progresivamente, el volumen de la solucion de NITROFOSKA
Foliar se fue aumentando y consecuentemente el volumen de los envases se incrementé a
partir de 10 millones y 20 millones a envases de 5 litros y 20 litros respectivamente. Las
condiciones de escalado fueron: agitacion constante las 24 h a 21.5°C de temperatura

ambiental y a una intensidad luminica de 115 pmol quanta m? s,

Sistema de escalado

—
10° células de Coenochloris sp _l
Aforo a 250 ml = nitrofoska 3mi/L

Agitacion constante
Temperatura de 21,5°C
= Intensidad luminosa de
115 umol quanta m2 -1

I_::
——
E 2
(128
i
F 3
Lz g
|
= B
-
13 8
: 3

Figura 1. Sistema de escalado con solucion de NITROFOSKA Foliar.

Elaborado por K. Verdugo (2015)
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2.2. Recuento celular por camara Neubauer

El recuento en microscopio se establece para determinar la etapa estacionaria,

utilizando un contador hematocitometro Neubauer. La cuantificacion de la cinética de

crecimiento se calculo a partir de los datos obtenidos relacionados a la densidad celular

en fase exponencial, por medio de las formulas planteadas por Lobban, (1988).
Conteo = n células (promedio de recuento de cuadrantes)

Factor de Dilucién = cci
Concentracion muestra inicial = n x104x cci = # células/ML

Diagrama de recuento celular

1.0mm
~ =Y
> -
— =
f"
7
Large Central Square (bounded by triple lines) am—"—

Frvadde U af Sx5 medium squares, and each 0.1
of 25 medium squares made up of 4x4 small squares

Area Large Square = 1% 1 man = Tmma of 000 om2

Hasmacytomster snd view
Vil = Tim2 5 0.1 mim deep = 0.1 mms o 9.00012ms

sk TaCtar = 10,040 ey i S of e il

LAY
W

=

Convention far counting cells

cells tauching the autermost line of the
latthand and 1op square adges are countad,

\/ ‘\/ jﬁ; \":; \/ Cells teuching the botom or right hand edge

— ;-\_\_:’ [ are not counted,
= &
Il

L % )
Figura 2. Diagrama de recuento celular en hematocitémetro Neubauer
Tomado de Lobban, (1988), pag. 182
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La preparacion de fraccion soluble de papa (Solanum phureja) se realizd
considerando las diferentes etapas de madurez de la papa. Para los tratamientos se
utiliz6 100 g. de papa no brotada sin cascara, 100 g de papa brotada sin cascara, 100
g. de papa no brotada con cascara y 100 g de papa brotada con cascara. Cada uno de
los tratamientos fueron licuados en 250 mL de agua destilada y tamizados, se dejo
reposar durante 3 horas cada uno de los tratamientos y con ayuda de una pipeta se
removio la fase liquida libre de sélidos perceptibles la cual fué esterilizada a 121°C

y conservo en un congelador.

La tercera experimentacion se fundamentd en 4 tratamientos con fraccion soluble
de papa (Solanum phureja) (FSP) como medio de cultivo para microalgas. Los
tratamientos se basaron en diferentes concentraciones de FSP (5%, 10% y 20%) y
en el desarrollo germinativo de papa (Solanum phureja), brotada con céascara
(FSPGCC), brotada sin céascara (FSPGSC), no brotada con cascara (FSPNGCC) y
no brotada sin cascara (FSPNGSC). Las condiciones de escalado fuerdn: agitacion
constante las 24 h a 21.5°C y a una intensidad luminosa de 115 umol quanta m? s™.
Los cultivos mixotroficos se compararon con un control autotréfico en un medio

liquido de NITROFOSKA a una concentracion de 3mL/L.
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Elaboracion de cultivo con fraccion soluble de papa (FSP) y montaje de la
experimentacion con Coenochloris sp. y FSP a diferentes concentraciones

(Y Y Papachaucha I
™\, (Sofonum phureja) "

10
100

-5
€
e
S
L= D=0

; I Filtracion

: % PRIMER TRATAMIENTO

x10° células de Coenochloris sp.
Aforo a 250 mL = NITROFOSKA 3mL/L

— ne
— 3¢
-t
50 Yo
E F®1 Conservacién
s -121°C
FSP

5% FSP =12,5mL

SEGUNDO TRATAMIENTO

10% FSP = 25 mL
x10° células de Coenochloris sp.
Aforo a 250 mL = NITROFOSKA 3mL/L
<N
% TERCER TRATAMIENTO
20% FSP = 50 mL
x10° células de Coenochloris sp.

Aforo a 250 mL = NITROFOSKA
3mL/L

Figura 3. FSP- Fraccion soluble de papa.

Primer tratamiento — 5% Fraccién soluble de papa; Segundo tratamiento — 10% Fraccién
soluble de papa. Tercer tratamiento — 20% Fraccion soluble de papa.

Elaborado por K. Verdugo (2015)
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Elaboracion de cultivo con fraccion soluble de papa (FSP) y montaje de la
experimentacion con Coenochloris sp. y FSP en una concentracion del 5%

Papa chaucha no germinada  Papa chautha germinada con ; PRIMER TRATAMIENTO
con y sin cascara ¥ sin cascara
(Sadanum phureja) (Solanum phureja) . FSP - GCC

5% FSP = 12.5 mL
x10°8 células de Coenochloris sp.
Aforo a 250 mL = NITROFOSKA 3mL/L

% SEGUNDO TRATAMIENTO

FSP - GSC
5% FSP =12.5mL

x10° células de Coenochloris sp.

‘CS"\ Afora a 250 mL = NITROFOSKA 2mL/L
wog/som |11
de agua | § y TERCER TRATAMIENTO
I‘—} FSP - NGSC

5% FSP = 12.5 mL
x106 células de Coenochloris sp.
Aforo a 250 mL = NITROFOSKA 3mL/L

I Filtracion FSP - NGCC
5% FSP = 12.5 mL
§=v :l:}',\\?'— x106 células de
- e % }:‘;:,\ Coenochloris sp.
&0 ne Aforo a 250 mL =
6 - Conservacitn NITROFOSKA 3mL/L
: = -1217C
FSP

Figura 4. FSP- Fraccion soluble de papa.

Primer tratamiento — (FSP-GCC) Fraccién soluble de papa brotada con cascara; Segundo
tratamiento — (FSP-GSC) Fraccion soluble de papa brotada sin cascara; Tercer tratamiento —
(FSP-NGSC) Fraccion soluble de papa no brotada sin cascara; Cuarto tratamiento — (FSP-
NGCC) Fraccién soluble de papa no brotada con cascara.

Elaborado por K. Verdugo (2015)

Para el crecimiento de Coenochloris sp. con fraccion soluble de papa (Solanum phureja)
a una concentracion del 5% (v/v) se realiz6 el ensayo mediante tratamientos (cultivo
mixotréfico discontinuo alimentado y CDA -cultivo discontinuo alimentado) con fraccién
soluble de papa (FSP) como medio de cultivo para microalgas, basandonos en el
tratamiento de mejor resultado. Las condiciones de escalado fueron agitacion constante

las 24 h a 21.5°C y a una intensidad luminosa de 115 pmol quanta m2 s*. Los cultivos
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mixotréficos se compararon con un control autotrofico en un medio liquido de

NITROFOSKA a una concentracion de 3 mL/L.

Fraccion soluble de papa brotada sin cascara (Solanum phureja) y montaje de la
experimentacion con Coenochloris sp. con FSP con mejor evaluacién a una
concentracion del 5%.

Papa chautha germinada sin cascata

{Sotonum phurejo) FSP GSC
/-<\\ = !
\ \_J 80

\/‘/ ,\A—d'—/ — ol -
(&0 = ) 0|
hen, S5 ¢ as

| FSP GSC 1%
2,5mL

l l l Cada 5 dias

3mL/L

u Autotrdfico ; Mixotréfico Cultivo Discontinuo
a A g Alimentado

Figura 5. FSP-GSC - Fraccion soluble de papa brotada sin cascara.

Primer tratamiento — Autotréfico (Control); Segundo tratamiento — (FSP-GSC-M) Fraccion
soluble de papa brotada sin cascara-mixotréfico. Tercer tratamiento — (FSP-GSC-CDA) Fraccion
soluble de papa brotada sin c&scara- cultivo discontinuo alimentado).

Elaborado por K. Verdugo (2015).

% PRIMERTRATAMIENTO . SEGUNDO TRATAMIENTO T TERCERTRATAMIENTO
' \
b J - - \ FSP — GSC - CDA
3 4o Coon 4 e rore 12.5m . 5% FSP =125 mL
¥ x10° células de Coenochloris sp. ¥ 5% FSP=12.5mL e 6 FSP=12.5m '
Aforo a 250 mL = NITROFOSKA %106 células de Coenochloris sp. x106 células de Coenochloris sp.
3mL/L Aforo a 250 mL = NITROFOSKA 3mL/L Aforo a 250 mL = NITROFOSKA

23



2.3. Analisis de resultados.

El peso seco se determind tras un proceso de decantacion donde la fase liquida se sometid
a centrifugacion (30 minutos a 1200 rpm) para obtener mayor cantidad de biomasa para
el proceso de secado. La fase solida obtenida del proceso de decantacion junto con el pellet
resultante de la centrifugacion fueron sometidas a secado en una cdmara climatica para

condiciones constantes (BINDER KBF 240) a 60°C durante 24 h.

Los andlisis de laboratorio se centraron en el analisis proximal de la biomasa algal, para
determinar su alta calidad nutricional, a partir de alimentacion con fraccion soluble de
papa (Solanum phureja) los mismos que fueron efectuados en el Centro de soluciones

analiticas integrales Centro CESAL.

Los ensayos realizados fueron de humedad (INEN 518), esta norma establece el método
para determinar el contenido de humedad y otras materias volatiles en las harinas de origen
vegetal. EI método se basé en calentar las harinas de origen vegetal a 130 + 3°C y pesar

(NTE INEN 0518, 1981).

Proteina (INEN 519), la norma detalla el método para la determinacién del contenido de
proteina en las harinas de origen vegetal. El contenido de proteina se determina mediante
el método Kjeldahl el valor obtenido se multiplica por un factor y este resultado es

expresado como proteina (NTE INEN 0519, 1981).

Grasa (INEN 523), la norma detalla el método para establecer el contenido de grasa o
extracto etéreo en harinas de origen vegetal. Mediante un solvente organico el contenido
de materia grasa fue extraido de una muestra de harina de origen vegetal (NTE INEN

0523, 1981).
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Ceniza (INEN 520), la norma detalla el método para establecer la cantidad de cenizas en
las harinas de origen vegetal, para esta determinacion se incinerd la muestra a 550 + 15°C
y peso el residuo que corresponde a las cenizas en las harinas de origen vegetal (NTE

INEN 0520, 1981).

Fibra (INEN 522), la norma detalla el método para establecer el contenido de fibra cruda
en harinas de origen vegetal. Se digirio la muestra sin grasa con solucion de &cido
sulfarico, se lavd y nuevamente se digirié con solucion de hidroxido de sodio, se lavo,
secO y pesO. La muestra calciné hasta destruccion de la materia organica. La pérdida de
peso después de la calcinacion es el contenido de fibra cruda en la muestra (NTE INEN

0522, 1981).

La determinacién la cantidad de metales de la biomasa algal, se realiz6 en el Centro de
Soluciones Analiticas Integrales (Centro CESAL), se analiz6 calcio, sodio, potasio,
magnesio, hierro, plomo y cobre mediante método interno de absorcién atomica y azufre

mediante método interno espectofotométrico (Anexo 10).

La estadistica realizada fue un analisis de varianza con medidas repetidas (ANOVA -
MR), que nos permitio estudiar el efecto de uno o mas tratamientos cuando al menos uno
de ellos es un tratamiento intrasujetos. Un tratamiento intrasujeto o con medidas repetidas
se caracteriza porque todos los niveles del tratamiento se aplican a las mismas muestras
(Pardo, 2000), para definir similitudes entre muestras se aplicé una analisis post Hoc de
Duncan. Estos andlisis se realizaron mediante el programa de SPSS (Statistical Package

for the Social Sciences) Version 21.0.
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Capitulo 3

Resultados y discusion

3.1. Identificacion de Coenochloris sp.

Las colonias de la microalga Chlorophyta Coenochloris sp. fueron caracterizadas de
acuerdo a los parametros establecidos por Gao (1998) y Su et al. (2008), que involucra
su diferenciacion por la coloracion, tamafio, aspecto a nivel de microscopia optica y

patrén de crecimiento (Tabla 4).

La caracterizacion por medio de su coloracion es un parametro basico de identificacion
que no involucra su diferenciacion a nivel de género y especie. Sin embargo, este
pardmetro permite diferenciar de manera general microalgas con un alto contenido de
clorofila a y clorofila b color verde caracteristico de microalgas clorofitas, de las
microalgas con un alto contenido de pigmentos carotenoides que otorga a la microalga

coloracion rojiza como es el caso de las microlagas xantofilas (Abbayes, 1989).

Coenochloris sp. por su descripcion taxondmica se encuentra en el orden de los
Chlorellales, denominadas algas verdes (Graham, L. 2000), la coloracién observada
en la muestra de estudio es un color verde intenso que corrobora la coloracién
observada por Mikhailovna (1998) quien describe a Coenochloris sp. como una

microalga de color verde brillante.

La descripcion de Coenochloris sp, observada revela colonias de 4 células que suelen
presentarse en envolturas gelatinosas y de forma esférica. Esta descripcion es
corroborada por Korshikov (1953), al describir a Coenochloris pyrenoidosa, como una

microalga que forma colonias de 4, 8, 16 células plancténicas; dentro de una vaina
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mucilaginosa, que puede presentar restos de la pared celular de la madre en torno a las

células hijas, de forma célula esférica; con un solo cloroplasto y un piretroide.

Tabla 4.
Comparacién morfoldgica de la microalga catalogada como Coenochloris sp.
Descripcién préctica Descripcién bibliografica
Color Verde Color Verde
Tamarno aprox. 12 um Tamafo |aprox. 15 um
Aspecto Circulares Aspecto | Esférico
D. MICROSCOPICA D. MICROSCOPICA
FOTOGRAFIA PRACTICA FOTOGRAFIA BIBLIOGRAFICA
PR S 5 -
C‘;' \ o
¥ e
& DA 4 e v
f’ » '"ﬁ:.’, g"("(-
6'{ L3 oz ,b'A ¢‘: '..‘_, e
§- 3 s
[y e e Y
Sl 1) 3 R O L
(Verdugo, 2015) (Korshikov, 1953)

Nota: Identificacion microscopica de células de Coenochloris sp. vaina mucilaginosa, que puede
presentar restos de la pared celular de la madre en torno a las células hijas, de forma célula esférica.
Elaborado por: K. Verdugo (2015)

3.2. Generacion de biomasa y analisis por recuento celular por cAmara

Neubauer

Como se explicé en el capitulo anterior la experimentacion fue realizada con 4
repeticiones (Tabla 5) con el objetivo de obtener la mayor cantidad de biomasa
e ir comparando el crecimiento celular en un periodo de tiempo de 46 dias. Se
puede observar que las muestras no poseen una diferenciacion considerable en
la densidad celular hasta el dia 14, la densidad celular de la muestra 3 fue de
13.79x108 cel/mL en este dia, lo que representa que esta muestra posee 1.6 veces
mayor crecimiento con relacion a la muestra de menor densidad celular (muestra
2); en el dia 39, la muestra 4 presenta la densidad celular méas elevada en 0.815,

0.824 y 0.899 veces mas con relacién a las muestras 1, 2 y 3 respectivamente.
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Esto se puede atribuir a la adaptacion de las microalgas a un mayor volumen del
sistema de cultivo en el que esta desarrollado. Esto es corroborado en el estudio
realizado por Richmond (2004), quien manifiesta que el retraso en el crecimiento
de una microalga se atribuye a la adaptacion fisiologica del metabolismo de la
célula para el crecimiento; tales como, el aumento de los niveles de enzimas y

metabolitos implicados en la division celular y la fijacion de carbono.
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En la tabla 5 se puede ver la densidad celular generada en 46 dias en un sistema autotréfico

Tabla 5.
Densidad celular generada en 46 dias en sistema autotrofico

Densidad celular en sistema autotrofico (x10°cel/mL)

Edad del
Cultivo 0 3 4 8 14 18 21 25 32 39 42 46

(Dias)
M1| 1,000 | 6,915 | 6,930 | 9,480 | 11,7970 | 19,5900 | 24,020 | 26,6700 | 33,1200 | 45,120 | 11,6775 | 5,0325

M2| 1,000 | 6,375 | 6,660 | 10,832 | 8,6175 | 21,7125 | 16,720 | 16,9900 | 39,5800 | 45,610 | 22,5675 | 5,8950

M3| 1,000 | 4,440 | 5947 | 12,795 | 13,7925 | 19,5075 | 21,790 | 23,5500 | 33,7900 | 49,750 | 24,6975 | 5,8425

M4 | 1,000 | 4,665 | 5992 |6,0275| 9,5250 | 33,2100 | 42,495 | 49,5775 | 52,0300 | 55,330 | 23,6625 | 8,0250

Nota: Recuento celular en camara de Neubauer en un periodo de 46 dias en las 4 muestras de analisis. La densidad inicial fue de 1x10%cel/mL.
M: muestra. (M1-Cultivo autotréfico, M2- Cultivo autotrofico, M3- Cultivo autotréfico, M4- Cultivo autotréfico). Elaborado por: K. Verdugo (2015)
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Curvas de crecimiento celular (cel/mL) en cultivos discontinuos autrotroficos
(control) alimentado

Escalado Tratamiento Nitrofoska
56
51
46
41
36
31
26
21
16
11

Densidad ceuluar x108 cel/mL

0 3 4 8 14 18 21 25 32 39 42 46
Edad del Cultivo (Dias)

e=@==Muestral ==@=—=Muestra2 ==@=Muestra3 ==@=Muestrad

Figura 6. Curvas de crecimiento celular evaluados por su densidad en un periodo de 46 dias, se evaluaron 4
muestras escaladas en un sistema autotrofico. Densidad celular vs. Edad del cultivo expresado en dias.
M1-Cultivo autotréfico, M2- Cultivo autotréfico, M3- Cultivo autotréfico, M4- Cultivo autotréfico
Elaborado por: K. Verdugo (2015)

A partir del dia 42 se evidencia la fase de muerte en la que la densidad celular tiene un
promedio de 20.651x10° cel/mL al alcanzar 20 litros en el sistema de escalamiento, lo
que involucra un decrecimiento en los nutrientes del medio, estudios de Hernandez
(2013) manifiestan que la fase de muerte se inicia cuando los nutrimiento que estan en
medio de cultivo no son suficientes para que los microorganismos puedan

reproducirse.
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3.3. Generacién de biomasa en un sistema mixotrofico

3.3.1. Primer ensayo: generacion de biomasa en un sistema

mixotroéfico

Se presentaron 4 tratamientos de sustrato con fraccion soluble de papa (Solanum
phureja) (FSP) en diferente concentraciones de 5%, 10% y 20%, basados en desarrollo
germinativo de papa: brotada con cascara (GCC), brotada sin cédscara (GSC), no
brotada con cascara (NGCC), no brotada sin cascara (NGSC), Todos estas fracciones
solubles, en idénticas condiciones para el crecimiento celular (agitacion constante las
24 h a 21.5°C y a una intensidad luminosa de 115 umol quanta m? st). Se analizé la
densidad celular por recuento en camara Neubauer en los 4 tratamientos y 3 ensayos

en un periodo de 21 dias.

El tratamiento 1 basado en una concentracion de fraccion soluble de papa al 20% inicid
con una densidad celular de 1x108 cel/mL, a los 3 dias de recuento este disminuy6 en
un promedio de 0.276x10° cel/mL, esto es atribuido a una alta concentracion de
materia organica lo que implica competencia con bacterias y microrganismos
fermentativos, esta observacion es corroborada por Berland (1972) quien asegura que
existen sustancias liberadas por algunas bacterias que inhiben el crecimiento de
algunas algas, hasta sobrevenir la muerte. En la Tabla 6 podemos ver la densidad
celular generada en 3 dias en sistema mixotréfico con fraccion soluble de papa a una

concentracion del 20% (v/v) (tratamiento 1).
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Tabla 6.
Crecimiento mixotrofico de Coenochloris sp. generada en 3 dias en sistema
mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion del 20% (v/v)

Densidad Celular x10° mL/L
Edad del Cultivo (Dias)

0 3 7 14 21

FSPNGSC 1 0,32167

El ensayo no continud por un

FSPGCC 1 0,25667| proceso de fermentacion del
cultivo al haber gran cantidad

FSPGSC 1 0,35750 de materia organica.

FSPNGCC 1 0,16917

Nota: Crecimiento celular determinado por la densidad celular en un periodo de 3 dias en 4 ensayos
con fraccion soluble de papa a una concentracién del 20% (FSPNGSC-Fraccion soluble de papa no
brotada sin céscara, FSPGCC-Fraccion soluble de papa brotada con céscara, FSPGSC-Fraccion
soluble de papa brotada sin c&scara, FSPNGCC-Fraccion soluble de papa no brotada con céscara)
Elaborado por: K. Verdugo (2015)

El tratamiento dos basado en una concentracion de fraccion soluble de papa al 10%
(v/V) inicié con una densidad celular de 1x10%cel/mL al igual que el tratamiento
anterior, a los 3 dias de recuento este disminuy6 en un promedio de 0.285x10° células,
se realizd un recuento a los 7 dias, sin embargo, de los 4 ensayos, el ensayo
correspondiente a Fraccion Soluble de Papa Brotada con Céscara (FSPGCC) tuvo
crecimiento en 0.99x10°cel/mL mas con relacion al dia 0, este tratamiento fue
descartado a razén de contaminacién y un proceso fermentativo por bacterias, este
resultado es similar al obtenido por Prieur y Carval (1979) y Brown (1989) quienes
mencionan que algunas especies bacterianas con necesidad de sustrato organico para
su crecimiento se asocian a cultivos microalgales generando enfermedades y por ende

la muerte de la microalga.

En la Tabla 7 podemos ver la densidad celular generada en 7 dias en sistema

mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion del 10% (v/v).
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Tabla 7.
Crecimiento mixotrofico de Coenochloris sp. generada en 7 dias en sistema
mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion del 10% (v/v)

Densidad Celular x10°® mL/L

Edad del Cultivo (Dias)

0 3 7 14 | 21
FSPNGSC El ensayo no

1 0,190833|0,11000 | corinut por un
FSPGCC 1 0,203333| 199167 | Proceso de

fermentacion del

FSPGSC cultivo al haber gran
1 0,430833| 0,60833 cantidad de materia
FSPNGCC 1 0,318333| 0,37833|organica.

Nota: Crecimiento celular determinado por la densidad celular en un periodo de 7 dias en 4 ensayos
con fraccion soluble de papa a una concentracion del 10% (FSPNGSC-Fraccion soluble de papa no
brotada sin cascara, FSPGCC-Fraccion soluble de papa brotada con céscara, FSPGSC-Fraccion
soluble de papa brotada sin cascara, FSPNGCC-Fraccidn soluble de papa no brotada con céascara)
Elaborado por: K. Verdugo (2015)

En el tratamiento tres basado en una concentracion de fraccion soluble de papa al 5%
(v/v) inicié con una densidad celular de 1 x 10° células, al igual que los otros
tratamientos, presenta desde el primer recuento crecimiento exponencial siendo el
ensayo de Fraccion Soluble de Papa Brotada Sin Cascara (FSPGSC), el que presenta
una densidad celular de 3.9167x10° células, este tratamiento es el que mayor densidad
celular muestra en el transcurso de 21 dias. Esto puede ser atribuido a que la cascara
de papa posee acido clorogénico que inhibe la actividad fosforilasa (Plaza y Valdés,
2003, p. 286), lo que revela que en ausencia de la cascara de papa Coenochloris sp.

puede crecer de manera 6ptima.

El ensayo con FSPGSC comprado con FSPNGSC, FSPGCC y FSPNGCC presenta

una densidad celular mayor en 5.78034, 2.79985 y 6.64254 cel/mL veces mas

respectivamente.
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En la Tabla 8 podemos ver la densidad celular generada en 21 dias en sistema

mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion del 5% (v/v).

Tabla 8.
Crecimiento mixotrofico de Coenochloris sp. generada en 21 dias en sistema
mixotréfico con fraccion soluble de papa a una concentracion del 5%

Densidad Celular x10® mL/L
Edad del Cultivo (Dias)
0 3 7 14 21
FSPNGSC 1 1,0192 | 1,0683 | 2,1700 | 3,2050
FSPGCC 1 1,3058 | 1,3867 | 4,4800 | 4,1500
FSPGSC 1 3,9167 | 6,2392 | 12,5433 | 9,9700
FSPNGCC 1 0,3383 | 0,8800 | 1,8883 | 0,8200

Nota: Crecimiento celular determinado por la densidad celular en un periodo de 21 dias en 4 ensayos
con fraccion soluble de papa a una concentracion del 5% (FSPNGSC-Fraccion soluble de papa no
brotada sin céscara, FSPGCC-Fraccion soluble de papa brotada con céscara, FSPGSC-Fraccion
soluble de papa brotada sin c&scara, FSPNGCC-Fraccion soluble de papa no brotada con céscara)
Elaborado por: K. Verdugo (2015)
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Curvas de crecimiento mixotréfico de Coenochloris sp. en presencia de fraccion
soluble de papa

Tratamientos de fraccién soluble de papa 5%

12,33
10,33
8,33
6,33
4,33

2,33 —=
0,3 e ®

0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Edad del cultivo (Dias)

Densidad Celular x 10 ml/L

FSPNGSC FSPGCC =——=FSPGSC -—e—FSPNGCC

Figura 7. Curvas de crecimiento celular evaluados en un periodo de 21 dias, se evaluaron 4 muestras escaladas
en un sistema mixotréfico con fraccion soluble de papa. Densidad celular vs. Edad del cultivo expresado
en dias. (FSPNGSC-Fraccion soluble de papa mo brotada sin cascara, FSPGCC-Fraccién soluble de
papa brotada con céscara, FSPGSC-Fraccién soluble de papa brotada sin cascara, FSPNGCC-Fraccion
soluble de papa no brotada con céascara) Elaborado por: Verdugo, Karla

A partir de estos resultados se extrajo la mayor cantidad de biomasa posible para
analizar el peso seco de Coenochloris sp. por mililitro de muestra, la muestra
correspondiente a FSPGSC gener6 1.7089 g de materia seca algal por cada mililitro de

muestra para su posterior analisis proximal.

El segundo ensayo se centr6 en 3 repeticiones con el objetivo de obtener la mayor
cantidad de biomasa e ir comparando el crecimiento celular en un periodo de tiempo
de 60 dias, los tratamientos de cultivo mixotrofico y CDA -cultivo discontinuo
alimentado- con fraccion soluble de papa (FSP) son los analizados en este ensayo.

Con esta consideracion se puede observar que las muestras no poseen una
diferenciacion considerable en la densidad celular hasta el dia 18, la densidad celular
de la muestra control del alga Coenochloris sp. en un sustrato de NITROFOSKA

(CNFK) a una concentracion de 3 mL/L. es de 52.26x10° células, lo que representa
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que esta muestra posee 1.30 veces mayor crecimiento con relacion a la muestra de
menor densidad celular correspondiente a la muestra de FSPGSC en sistema

mixotrofico.

En el dia 25, se presenta el mayor indice de densidad celular, aunque la muestra CNFK
presenta la densidad celular méas elevada con 132.77x10° células que corresponde a un
crecimiento de 2.367 y 2.096 veces mas con relacion a las muestras de FSPGSC en
condiciones mixotréficas (FSPGSC M) y FSPGSC en sistema de alimentacion
discontinua (FSPGSC CDA) respectivamente. Estos resultados se confirman en base
a la investigacion realizada por Ortiz (2012), quien evalu6 el crecimiento de la
microalga Chlorella sorokiniana en diferentes medios de cultivo en condiciones
autotrdficas y mixotroficas, el estudio revela que en condiciones autotroficas existe un
rapido crecimiento celular sin embargo esto no posee un efecto prolongado con

relacion a cultivos mixotroficos.

A partir del dia 39 se presenta un descenso en la densidad celular de la muestra CNFK,
esto puedo atribuirse al consumo de nutrientes inmediatos que posee el sustrato
inorganico comercial, se puede observar que las muestras de FSPGSC M y FSPGSC
CDA otorgan nutrientes al medio de cultivo de manera prolongada sin que se presente
un descenso considerable en la densidad celular, Richmond (2004), confirma esto al
asegurar que el retraso en el crecimiento de una microalga se atribuye a la adaptacién
fisiolégica del metabolismo de la célula para el crecimiento, tales como el aumento de
los niveles de enzimas y metabolitos implicados en la division celular y la fijacion de

carbono en un medio organico.
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En la Tabla 12 podemos ver las curvas de crecimiento celular en sistema mixotrofico
(FSPGSC Mixotrofico y FSPGSC CDA) y autotrofico (control) con fraccion soluble

de papa determinadas por conteo en cdmara Neubauer en un periodo de 60 dias.

El andlisis estadistico definié el mejor tratamiento con un analisis de varianza con
medidas repetidas (ANOVA — MR), en el que se plantean dos hipotesis: nula (La
densidad celular de Coenochloris sp. cultivada con tratamientos distintos tiene un
crecimiento estadistico similar); alternativa (Al menos uno de los promedios de
densidad celular de Coenochloris sp. cultivada con tratamientos distintos tiene un

crecimiento estadistico diferencial).

La prueba de efectos intra-sujetos (Tabla 9) revela que los tratamientos analizados por
Dia y por Dia x Tratamiento tienen una baja significancia esto implica que las
diferencias observadas no se deben al azar sino a una respuesta bioldgica relacionada

a los tratamientos utilizados.

Tabla 9.
Analisis de varianza con medidas repetidas - Prueba de efectos intrasujetos.
Tipo Il Promedio
Fuente Anélisis estadistico Suma de DF de F Significancia
Cuadrados cuadrados
Dia Greenhouse-Geisser | 67086,109 1,514 | 44305,858| 13,195 0,003
Huynh-Feldt 67086,109| 2,592 | 25881,698| 13,195 0,000
Dia x Greenhouse-Geisser | 18541,366 3,028 | 6122,662| 13,195 0,212
tratamiento Huynh-Feldt 18541,366| 5,184| 3576,612| 13,195 0,165
.. | Greenhouse-Geisser | 30505,637| 9,085| 3357,820
Error(Dia)
Huynh-Feldt 30505,637| 15,552| 1961,503

Nota: Andlisis de varianza con medidas repetidas - Prueba de efectos intra-sujetos relacionada al
crecimiento celular en un periodo de 60 dias en 3 ensayos con (FSP) a una concentracion del 5%.

(DF) — Factor diferencial (F) - Factor

Tratamientos: (FSP-GSC-M) Fraccién soluble de papa brotada sin cascara cultivo mixotréfico; (FSP-
GSC CDA) Fraccion soluble de papa brotada sin cascara cultivo discontinuo alimentado) y un cultivo
autotrofico (nitrofoska foliar - CNFK). Analisis realizados con SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences).

Elaborado por: K. Verdugo (2015)
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La prueba de efectos inter-sujetos (Tabla 10) revela que los tratamientos analizados
tienen una baja significancia, esto nos permite concluir que las diferencias observadas

se deben a una respuesta bioldgica en base a la densidad celular influenciada a los

tratamientos utilizados.

Tabla 10.
Anadlisis de varianza con medidas repetidas - Prueba de efectos inter sujetos
Tipo 111 Suma de Promedio de L .
Fuente Cuadrados DF o F Significancia
Tratamiento 5454,035 2 2727,018 7,936 0,021
Error 2061,682 6 343,614

Nota: Analisis de varianza con medidas repetidas - Prueba de efectos inter sujetos relacionada al
crecimiento celular en un periodo de 60 dias en 3 ensayos con (FSP) a una concentracion del 5%.

(DF) - Factor diferencial, (F) — Factor. Tratamientos: (FSP-GSC-M) Fraccion soluble de papa brotada
sin cascara cultivo mixotrofico; (FSP-GSC CDA) Fraccién soluble de papa brotada sin cascara cultivo
discontinuo alimentado) y un cultivo autotrofico (nitrofoska foliar - CNFK). Anélisis realizados con
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences).

Elaborado por: K. Verdugo (2015)

El andlisis post Hoc realizado fue Duncan, el que nos permite comparar los
tratamientos realizados sobre las muestras (Tabla 11).

Tabla 11.
Anélisis post Hoc de Duncan
Tratamiento N 1 Subconjunt02
FSPGSC M 3 44,851
FSPGSC CDA 3 48,019
CNFK 3 60,6559
Sig. 0,479 1,000

Nota: Analisis post Hoc de Duncan relacionada al crecimiento celular en un periodo de 60 dias en 3
ensayos con (FSP) a una concentracion del 5%.

(N) Numero de repeticiones por tratamiento

Tratamientos: (FSPGSC-M) Fraccion soluble de papa brotada sin cascara cultivo mixotréfico;
(FSPGSC CDA) - Fraccién soluble de papa brotada sin cascara cultivo discontinuo alimentado) y un
cultivo autotrofico (nitrofoska foliar - CNFK). Analisis realizados con SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences).

Elaborado por: K. Verdugo (2015).
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El andlisis de Duncan evidencia dos grupos claros, el primer grupo conformado por
FSPGSC — M y FSPGSC CDA, el segundo grupo conformado por CNFK, la
significancia obtenida es de 0.479 mayor al alpha de comparacién, lo que nos permite
aceptar la hipotesis alternativa que se refiere a que al menos uno de los promedios de
densidad celular de Coenochloris sp. cultivada con tratamientos distintos tiene un

crecimiento estadistico diferencial.

El cultivo de CNFK (Cultivo NITROFOSKA Foliar), presenta una mayor densidad
celular promedio en el dia 25 correspondiente a 132.77x108 cel/mL, comparandolo con
los cultivos Mixotrofico y Cultivo Discontinuo Alimentado cuya densidad celular
promedio es de 59.71x10° cel/mL, esto permite inferir que el cultivo CNFK permite
obtener mayor biomasa celular, sin embargo la densidad celular promedio del cultivo
CNFK en el dia 46 es de 57.50x10° cel/mL y la de los cultivos Mixotréfico y Cultivo
Discontinuo Alimentado corresponde a 59.93 y 62.23x10° cel/mL, respectivamente.
Estos resultados permiten inferir que los cultivos Mixotroficos y Cultivo Discontinuo
Alimentado otorgan nutrientes al medio de cultivo de manera prolongada, con una
densidad celular estable a lo largo del tiempo, el andlisis estadistico y cuantitativo
permite revelar que el Cultivo Discontinuo Alimentado puede ser considerado la mejor
alternativa para la produccion de biomasa de microalgas con valores de 62.23x10°

cel/mL y una significancia de 0.479.
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Tabla 12.
Curvas de crecimiento celular en sistema mixotréfico (FSPGSC Mixotrofico y FSPGSC CDA) y autotréfico (control) con fraccion
soluble de papa determinadas por conteo en camara Neubauer en un periodo de 60 dias

Edad del Cultivo (Dias) - Densidad Celular x 10° cel/mL
0 3 6 10 13 18 25 28 35 39 41 46 53 60

CNFK 1 1,00|5,58| 18,51 | 26,69 | 27,57 | 61,76| 250,89| 97,23| 84,00| 48,30 88,20| 57,60| 64,70 | 61,70
CNFEK 2 1,00/5,63] 12,54| 39,14 | 38,28| 43,35| 62,22| 111,80| 155,70 | 49,30| 120,90 | 50,10| 34,00 | 49,80
CNFK 3 1,00)2,42| 11,33 | 14,34 | 36,12| 60,68| 85,20| 100,60| 117,20| 43,00| 79,50 64,80| 60,40 | 24,50

FSPGSC M 1 100/1,11] 17,69 32,76 | 37,29| 39,78| 48,53| 45,05| 92,60| 60,90| 80,75| 56,40| 52,80 | 41,30
FSPGSC M 2 1,00/9,74| 17,18 36,84 | 25,55| 39,08| 79,55| 45,00| 59,90| 51,90| 66,20| 69,00| 67,90 | 54,00
FSPGSC M 3 1,00/6,17| 21,80 32,18| 27,86| 41,16| 40,20| 39,10| 55,70| 47,00| 66,60 | 54,40 | 44,80 43,40
FSPGSC-CDA1/100]1,82| 21,62 38,12| 41,21|58,32| 6554| 61,00 74,20|57,60] 63,70| 63,10| 49,10]| 48,70
FSPGSC-CDA21,00]|4,73|21,81| 33,00| 29,72| 33,68 70,23| 57,90| 84,10| 74,70| 39,50| 62,90| 53,40| 74,00
FSPGSC - CDA 3 11,0015,85] 22,34 | 34,25| 29,28| 32,49| 54,23| 58,80| 71,60| 47,10] 75,40 60,70| 69,30| 27,70

Curvas de crecimiento de Coenochloris sp. en CNFK, FSPGSC M, FSPGSC CDA

140
120
100
80
60 — N
40
20

Densidad Celular x 10° ml/L

0 3 6 10 13 18 25 28 35 39 41 46 53 60
Edad del cultivo (Dias)

CNFK FSPGSCM =e=FSPGSC CDA

Figura 8. Curvas de crecimiento celular evaluados por su densidad en un periodo de 21 dias, se evaluaron 3 tratamientos, CNFK: sistema autotréfico; FSPGSC M y
FSPGSC CDA: sistema mixotréfico. (CNFK-Cultivo Nitrofoska, FSPGSC M- Fraccion soluble de papa brotada sin cascara mixotréfico, FSPGSC CDA- Fraccion
soluble de papa brotada sin cascara Cultivo discontinuo alimentado). Elaborado por: K. Verdugo (2015).
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3.3.2. Analisis proximal de la biomasa de Coenochloris sp. en un

sistema autotrofico y mixotrofico

El analisis proximal se realizo a partir de la biomasa obtenida tanto en los cultivos
mixotréficos (FSPGSC) como en los autotroficos (CNFK). En la Tabla 13 se puede ver el

analisis proximal de Coenochloris sp. en sistema autotrofico y mixotréfico (Anexo 8).

Tabla 13.
Anaélisis proximal de Coenochloris sp. en sistema autotréfico y mixotrofico
Parametro Meétodo Unidades Autotréfico | Mixotroéfico
Humedad INEN 518 %p/p 11,12 10,24
Proteina INEN 519 %p/p 42,00 33,89
Grasa INEN 523 %p/p 2,40 7,95
Ceniza INEN 520 %p/p 15,34 15,05
Fibra INEN 522 %p/p 4,14 3,78
Carbohidratos Célculo %p/p 25,00 29,08
Energia Célculo K cal/ 100g 289,60 323,44

Nota: Andlisis proximal de Coenochloris sp. en sistemas autotr6fico y mixotréfico, los ensayos fueron
realizados por Centro CESAL.
Elaborado por: K. Verdugo (2015)

Este andlisis revela 2 puntos comparativos de alta relevancia, bajo el método INEN 519
para determinacion de proteinas establece que Coenochloris sp. en el medio de cultivo
control correspondiente al sistema autotrofico genera un valor de 42,00% p/p, y en el

sistema mixotrofico con FSPGSC un valor de 33.89%.

Esta diferencia puede ser determinada en base a la composicion de los medios de cultivo,
ya que el medio de cultivo NITROFOSKA foliar posee una cantidad de nitrégeno
directamente asimilable (Nitrdgeno amoniacal -NH4+ - y nitrico —-NOz) que permite una
mayor generacidn de compuestos proteicos, en el caso del medio de cultivo en base a papa
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Solanum phureja este posee altos indices de aminoacidos no asimilables de forma

inmediata como es el caso de metionina, lisina y treonina, (IICA 1984).

En la Tabla 14 podemos ver el anélisis bromatolégico de sustrato organico de papa Solanum
phureja y composicién quimica NITROFOSKA foliar para obtencion de biomasa de Coenochloris

sp.

Tabla 14.
Analisis bromatologico de sustrato organico de papa Solanum phureja y composicién
quimica NITROFOSKA foliar para obtencion de biomasa de Coenochloris sp.

Papa chaucha- Solanum phureja NITROFOSKA FOLIAR PS
Humedad 75,66% Nitrégeno (N) 25%
Grasa 0,14 g/100g Fadsforo (P205) 10%
Proteina 2,56 ¢/100g Potasio (K20) 17,50%
Carbohidratos 18,23 g/100g Magnesio (MgO) 1,57%
Fibra 0,99 ¢g/100g Manganeso (Mn)* 3mg/100g
Cenizas 1,45 g/100g Hierro (Fe)* 4mg/100g
Magnesio 21,5 mg/100g Cobre (Cu)* 0,5 mg/100g
Potasio 569,6 mg/100g Boro (B) 1,5 mg/100g
Calcio 9,0 mg/100g Molibdeno (Mo) 0,05 mg/100g
Vitamina C 30,63 mg/100g Zinc (Zn)* 4 mg/100g

Oferta de Servicios y Productos OSP - UCE *ME: microelementos quelatizados con EDTA

Nota: La comparacion realizada esta basada en la composicion de sustratos organico e inorganico comercial
para obtencion de biomasa de Coenochloris sp. Elaborado por: K. Verdugo (2015)

Bajo el método INEN 523 para determinacion de grasa se establece que Coenochloris sp.
en el sistema mixotréfico FSPGSC fue de 7.95% siendo superior al control en 3.312 veces

mas.

Estos valores implican un aumento considerable de lipidos generados por el metabolismo
de Coenochloris sp. este valor de grasa no puede ser otorgado por la fraccion soluble de

papa considerando que los valores de grasa en papa es 0.1 gramos por cada 100 gramos
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de papa cruda, esta aseveracion es confirmada por estudios realizados por Feng (2011),
en la que se evalud la produccion de lipidos en Chlorella vulgaris, y en estudios de
Fernandez (2013), quien revela una obtencién de 147 mg/l/dia de &cidos grasos a partir de

Chlorella vulgaris en un medio autotrofico cuya variable fue el fotoperiodo.

3.3.3. Analisis de metales de la biomasa de Coenochloris sp. en un

sistema autotrofico

El analisis de metales se realizé a Coenochloris sp. en el medio de cultivo control (CNFK).
En la Tabla 15 podemos ver el analisis de metales de Coenochloris sp. en cultivo control

autotréfico (Anexo 10).

Tabla 15.
Anélisis de metales de Coenochloris sp. en cultivo control autotréfico
Ensayo Meétodo Unidades | Autotrofico
Calcio Interno Absorcion atbmica g/Kg 4,70
Sodio Interno Absorcién atomica 9/Kg 16.65
Potasio | Interno Absorcion atdmica 9/Kg 166.25
Magnesio | Interno Absorcién atomica 9/Kg 8.71
Hierro Interno Absorcion atémica mg/Kg 314.93
Plomo Interno Absorcion atdmica mg/Kg 1.29
Azufre Interno Espectofotométrico 9/Kg 36.21
Cobre Interno Absorcion atdmica mg/Kg 46.51

Nota: Andlisis de metales de Coenochloris sp. en un sistema autotréfico, los ensayos fueron realizados por
Centro CESAL.
Elaborado por: Verdugo, Karla.

El andlisis de metales revela dos valores elevados que corresponden a hierro y potasio con

valores de 314.39 mg/Kg y de 166.25 g/Kg respectivamente.
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La elevada concentracion de hierro y potasio puede justificarse considerando la relacion
directa de estos metales en el crecimiento del alga y en la formacion de clorofila y por
ende un elevado poder de fotosintesis, esto es corroborado por el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC, 1991), quienes sustentan que la reduccion del
contenido de clorofila de hasta un 90 a un 100% se debe a la deficiencia de hierro,
provocando caidas en las absorcion de luz y por Kratz (1995) quien sostiene que los

niveles de potasio mejora la accion enzimatica en algas y se asocia a la osmoregulacion.
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Conclusiones

La biomasa de Coenochloris sp. obtenida en el cultivo mixotréfico (fraccion soluble de
papa brotada sin céscara) contiene un elevado contenido de proteinas en un valor de
33.89% p/p, 29.08 % p/p de carbohidratos y un aporte energético de 323.44 Kcal/100g
comparado con la biomasa de Coenochloris sp. en un sistema autotréfico (fertilizante
foliar NITROFOSKA) que contiene un valor de 42% p/p de proteinas, 25.00 p/p de
carbohidratos y energia de 289.60 Kcal/100g, esto nos indica la posible utilidad de esta
microalga como un complemento alimenticio, de igual manera se puede aseverar que el
uso de la fraccion soluble de Solanum phureja brotada sin céscara constituye una
alternativa como sustrato organico asimilable por la microalga, lo que nos permite aceptar

la hipétesis alternativa.

La generacion de biomasa tratada con altas concentraciones de sustratos organicos
mayores al 10% provocan una disminucion en la densidad celular, esto es atribuido a una
competencia con bacterias y microrganismos fermentativos que se desarrollan en altas
concentraciones de materia organica, sin embargo Coenochloris sp. es capaz de crecer
adecuadamente con condiciones mixotroficas en medios a base de residuos agricolas de

papa en una concentracion de 5 % (v/v) alcanzando el mayor rendimiento a los 21 dias

con una densidad celular de 9.97 x10°cel/mL a un volumen de 240 mL de agua destilada.

El crecimiento de la microalga Coenochloris sp. en sustratos organicos (fraccion soluble
de papa) muestra una densidad celular de 59.93x10°8 células/mL en 46 dias de cultivo

escalar, esta densidad es mayor a la generada en el cultivo autotrofico (fertilizante
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NITROFOSKA foliar) cuya densidad celular fue de 57,50x10° células/mL, esta
observacidn permite concluir de manera cuantitativa que los cultivos mixotréficos otorgan
nutrientes al medio de cultivo de manera prolongada sin que se presente un descenso

considerable en la densidad celular.

El anélisis estadistico permite concluir que los cultivos mixotroficos con fraccion soluble
de papa brotada sin cascara en cultivo discontinuo y con fraccion soluble de papa brotada
sin cascara en cultivo discontinuo alimentado, poseen crecimiento similar en el dia 25y
a lo largo de los 60 dias de evaluacion evidenciado por la densidad celular promedio de
59.71x10° cel/mL , con una significancia estadistica de 0.479, sin embargo el cultivo
conformado por el tratamiento autotréfico (fertilizante NITROFOSKA foliar) gener6 una
mayor densidad celular en el dia 25 correspondiente 132.77x10° cel/mL con una

significancia estadistica de 1.00.

El cultivo en fraccién soluble de papa (Solanum phureja) es una alternativa para la
produccion de cultivos de microalgas de forma organica, puesto que genera buen

rendimiento de generacion de biomasa.
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Recomendaciones

Se recomienda generar cultivos mixotréficos en rangos de concentracion intermedios de
5 a 10% con fraccién soluble de residuos agricolas ya sea arroz, otras variedades de papa
0 yuca, especies que por su composicién bromatologica parecida pueden ser un buen

sustrato.

Se sugiere que se realicen ensayos similares con fraccion soluble de papa (Solanum
phureja), con diferentes algas, considerando multiples tratamientos basados en la
concentracion de sustrato, intensidad luminica, horas luz y consorcios para aumentar la
densidad celular y por ende obtener mayor biomasa, esto permitird corroborar que este
medio se preste como una alternativa organica para la generacion de complementos

alimenticios.

El uso de la microalga Coenochloris sp. puede abrir nuevos campos de investigacion
fundamentados en la obtencién de biomasa con fines de produccion de pigmentos como

clorofila y carotenoides utiles en la industria quimica y alimenticia.

Dado que Coenochloris sp. formar grasa en cantidades representativas en el sistema

mixotrofico, genera la posibilidad de su obtencion para la produccion de biocombustibles

o lipidos esenciales en la nutricion animal.
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Anexos

Anexo 1.

Preparacion de la Fraccion Soluble de papa brotada con cascara (FSPGCC), brotada
sin cascara (FSPGSC), no brotada sin cascara (FSPNGSC) y no brotada con cascara

(FSPNGCC).

Foto: Verdugo, Karla (2015)

Anexo 2.

Biomasa seca de Coenochloris sp. tras un proceso de secado en estufa

Foto: Verdugo, Karla (2015)
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Anexo 3.

Segundo ensayo de generacion de biomasa basado en etapas de germinacion de papa

Solanum phureja - FSP brotada y no brotada a concentracion 5%.

&V e
-,

Y

A: FSPNGSC-Fraccion soluble de papa no brotada sin cascara. B: FSPGCC-Fraccion soluble de papa
brotada con cascara. C: FSPGSC-Fraccion soluble de papa brotada sin cascara. D: FSPNGCC-Fraccion
soluble de papa no brotada con cascara

NinE—

Foto: Verdugo, Karla (2015)

Anexo 4.
Segundo ensayo de generacion de biomasa basado en etapas de germinacion de papa

Solanum phureja - FSP brotada y no brotada a concentracion 10%.

A FSPNGSC-Fraccion soluble de papa no brotada sin cascara. B: FSPGCC-Fraccién soluble de papa
brotada con céscara. C: FSPGSC-Fraccidn soluble de papa brotada sin céscara. D: FSPNGCC-Fraccion
soluble de papa no brotada con cascara

Foto: Verdugo, Karla (2015)
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Anexo 5.

Segundo ensayo de generacion de biomasa basado en etapas de germinacion de papa

Solanum phureja - FSP brotada y no brotada a concentracion 20%.

A: FSPNGSC-Fraccion soluble de papa no brotada sin cascara. B: FSPGCC-Fraccion soluble de papa
brotada con céscara. C: FSPGSC-Fraccion soluble de papa brotada sin cdscara. D: FSPNGCC-Fraccién
soluble de papa no brotada con cascara

Foto: Verdugo, Karla (2015)

Anexo 6.

Bidones en los que se realiza generacion de biomasa en un sistema de escalado continto

Foto: Verdugo, Karla (2015)
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Anexos 7.

Curvas de crecimiento de Coenochloris sp. en sistema autotrofico tras conteo en camara

Newbauer

Primera Muestra

Dens. Cel
Fecha |Dias| x10%cel/mL
24-jul 1 6,9150
28-jul 4 6,9300
05-ago 8 9,4800
11-ago 14 11,7970
15-ago 18 19,5900
18-ago 21 24,0200
25-ago 25 26,6700
01-sep 32 33,1200
08-sep 39 45,1200
11-sep 42 11,6775
15-sep 46 5,0325

Segunda Muestra

Fecha | Dias| Dens. Cel 10®
24-jul 1 6,3750
28-jul 4 6,6600
05-ago 8 10,8325
11-ago| 14 8,6175
15-ago| 18 21,7125
18-ago| 21 16,7200
25-ago| 25 16,9900
0l-sep| 32 39,5800
08-sep | 39 45,6100
11-sep| 42 22,5675
15-sep | 46 5,89500

Densidad Celular x 10°®

Densidad Celular x 10°

45,0000
40,0000
35,0000
30,0000
25,0000
20,0000
15,0000
10,0000

5,0000

45,0000
40,0000
35,0000
30,0000
25,0000
20,0000
15,0000
10,0000

5,0000
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Escalado Muestra 1

02 4 6 810121416182022242628303234363840424446
Edad del cultivo (Dias)

Escalado Muestra 2

024 6 810121416182022242628303234363840424446
Edad del cultivo (Dias)



Tercera Muestra

Dens. Cel

Fecha |Dias 108

24-jul 1 4,4400
28-jul 4 5,9475
05-ago 8 12,7950
11-ago 14 13,7925
15-ago 18 19,5075
18-ago 21 21,7900
25-ago 25 23,5500
01-sep 32 33,7900
08-sep 39 49,7500
11-sep 42 24,6975
15-sep 46 5,8425

Cuarta Muestra

Dens. Cel

Fecha |Dias 10°

24-jul 1 4,6650
28-jul 4 5,9925
05-ago 8 6,0275
11-ago 14 9,5250
15-ago 18 33,2100
18-ago 21 42,4950
25-ago 25 49,5775
01-sep 32 52,0300
08-sep 39 55,3300
11-sep 42 23,6625
15-sep 46 8,0250

Densidad Celular x 10°

Escalado Muestra 3

49,0000
44,0000
39,0000
34,0000
29,0000
24,0000
19,0000
14,0000

9,0000

4,0000

0246 810121416182022242628303234363840424446

60,0000
55,0000
50,0000
45,0000

61

Edad del cultivo (Dias)

Escalado Muestra 4

0 2 4 6 810121416182022242628303234363840424446
Edad del cultivo (Dias)



Anexos 8.

Anélisis proximal del Coenochloris sp. en cultivo autotrofico
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Anexos 9.

Anélisis proximal del Coenochloris sp. en cultivo mixotrofico

CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
CENTROCESAL Cia, Ltda.
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Anexos 10.

Anélisis de metales del Coenochloris sp. en cultivo autotréfico
< ‘ CENTRO DE SOLUCIONES ANALITICAS INTEGRALES
m CENTROCESAL Cla. Lida.
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