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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion proporciona informacion de la influencia de diferentes
foto-periodos sobre el crecimiento poblacional y la tasa de crecimiento de dos especies de
microalgas: Chlorella sp y Nannochloropsis oculata a escala de laboratorio. Ademas, se
presentan las respuestas de estas microalgas frente al incremento y la deficiencia de los
macronutrientes nitrégeno y fésforo sobre la sintesis de flavonoides, polifenoles y

carotenoides medidos mediante espectrofotometria.

Los resultados revelaron el foto-periodo mas beneficioso para cada especie en estudio;
resultando asi 14/10 horas luz/oscuridad para Chlorella sp., y 10/14 horas luz/oscuridad
para Nannochloropsis oculata. Ademas, se pudo observar que el nitrégeno afecta la
produccién de polifenoles y flavonoides, mientras que el fésforo lo hace sobre la
produccién de carotenoides en las dos especies de microalgas estudiadas. Esto
representa un avance importante en la produccién de cultivos fotosintéticos y abre las
posibilidades de mejorar la metddica y reducir los costos en la produccion total de

biomasa.

Palabras claves: microalgas, foto-periodo, macronutrientes, Chlorella sp.,

Nannochloropsis oculata.
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ABSTRACT

The present research provides information on the influence of different photo-periods on
the growth and the rate of growth of two species of microalgae: Chlorella sp. and
Nannochloropsis oculata cultured at laboratory scale. In addition, the responses of these
microalgae to the increasing and deficient of macronutrients nitrogen and phosphorus on
synthesis of flavonoids, polyphenols and carotenoids measured by spectrophotometry are
presented.

The results revealed the more beneficial photo-period for each species; resulting in 14/10
hours light/dark for Chlorella sp., and 10/14 hours light/dark for Nannochloropsis oculata.
In addition, it was observed that nitrogen affects the production of polyphenols and
flavonoids, while phosphorus does on the production of carotenoids in the two species of
microalgae studied. This represents an important advance in photosynthetic culture
production and opens the possibilities to improve the methodology and reduce cost in the
total of production of biomass.

Key words: microalgae, photo-period, macronutrients, Chlorella sp., Nannochloropsis
oculata.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos unicelulares, eucariotas y fotosintéticos

biomasa organica a partir de CO, y luz.

Se caracterizan por generar biomasa til para la obtencion de producto
afadido. Esta biomasa esta constituida principalmente por metabolitos
como carbohidratos, proteinas, lipidos y metabolitos secundarios tales cor
polifenoles y carotenoides. Es por ello que se les considera como una fuer
sustancias con actividad biologica explotable en diversos campos,
farmaceéutico. Como ejemplo, se puede citar la presencia de varios n
actividad antioxidante, entre los cuales destacan: carotenoides, tocoferole
acido ascoérbico (vitamina C), flavonoides y otros compuestos fendlicos.
2016) (Goiris y otros, 2014).

No obstante, el empleo de microalgas presenta grandes desafios, como el
de las instalaciones requeridas para su crecimiento, determinacion c
especificas de cultivo 6ptimo como por ejemplo: foto-periodo (horas de
oscuridad), temperatura, pH, concentracion de macro y micro nutrientes €
cultivo, entre otras. El crecimiento y la divisiéon celular de estos microor
afectados por el foto-periodo por ejemplo, un foto-periodo continuo (horas
prolongada) produce crecimientos rapidos, sin embargo, se puede lleg
inhibicidbn o hasta la muerte celular, mientras que un foto-periodo con |
oscuridad semejante al solar, mantiene un crecimiento normal y saludabl

asi la biomasa.

Ademas de los factores antes mencionados, se requieren macro y micl
concentraciones variables destacandose entre ellos el nitrogeno y fésforo,

1iNa <inte<ic Antima de metabholitoe aditle variara <i1 cantidad <ediin
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la cantidad y calidad de biomasa producida a partir de Nannochloro

Chlorella sp. Por tal razon, se plantean los siguientes objetivos:
Objetivo general

Evaluar el efecto que tienen sobre la produccion de biomasa y su c
diferentes periodos de foto-exposicion y la cantidad de nutrientes dispon

cultivos de Nannochloropsis oculata y Chlorella sp.
Objetivos especificos

e Determinar la influencia de diferentes foto-periodos sobre el
productividad de biomasa de las microalgas Nannochloropsis ocul
sp.

e Evaluar el efecto de la concentracion de nutrientes sobre |
flavonoides, polifenoles y carotenoides en cultivos de Nannochlort
Chlorella sp.

e Cuantificar flavonoides, polifenoles y carotenoides de Nannochlor

Chlorella sp. mediante espectrofotometria.
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CAPITULO 1
1. MARCO TEORICO

1.1. Definicion y clasificacion de las microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas, capaces de lle
fotosintesis, varian en forma y tamafio, estan distribuidas en casi todo
conocidos como por ejemplo: aguas marinas, dulces, salobres, residuales
Se caracterizan por ser eficientes en la fijacion de CO, y utilizacion de |

para generar biomasa organica.

Numerosas microalgas tienen la capacidad para crecer de mane
heterotréfica o mixotrofica. Cumplen el mismo papel que las plantas en el 1
decir son los productores primarios. Se les considera responsables de la
50% del oxigeno y de la fijacion del 50% del carbono en el planeta (Gariba
(Ruiz, 2013).

De acuerdo con la clasificacion sistematica, las cientos de miles de espec
agrupan en nueve divisiones entre las mas importantes destacan: Chloro
verdes), Phaeophyceae (algas pardas), Pyrrophyceae (dinoflageladas),

(algas rojas) y Chrysophyceae (algas verde-amarillas) (Ruiz, 2013).

1.2. Importancia biolégica

Respecto a su importancia bioldgica, las microalgas constituyen un recursc
la naturaleza, son organismos fotosintetizadores, fabrican suministros para
transformando la materia inorganica en organica, que es aprovechada
como son hongos y animales. Ademas en este proceso se libera oxigen

utilizado por organismos aerobios.
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mas destacadas. Se emplean por lo tanto a nivel agricola, industrial,
principalmente alimenticio ya que constituyen una valiosa fuente de
vitaminas y minerales, entre ellos calcio, potasio, magnesio, zinc, hierro y
otros, 2011).

Las microalgas, tienen importantes aplicaciones industriales, pues se
fuente de vitaminas, de acidos grasos y de pigmentos naturales, princig
caroteno que tienen un amplio rango de aplicaciones como por ejem
cosmeéticos, como colorante y como fuente de provitamina A. Especies
como Chlorella spp., Dunaliella spp. y Scenedesmus spp. tienen importar
de lipidos, proteinas, clorofila, carotenoides, vitaminas, minerales y pigmer
se utilizan como alimentos densos en nutrientes y fuentes de productos
(AST Ingenieria S.L., 2013) (Rolim, 2013).

1.3. Composicion bioguimica de las microalgas

La biomasa de las microalgas esta constituida generalmente por: prote
carbohidratos (20-30%), lipidos (10-30%) y cenizas (5-10%) (Garcia, y otro

porcentajes varian en funcion de las especies y las condiciones de cultivo.

Las microalgas sintetizan acidos grasos como precursores para la sintesis
de lipidos, los cuales se dividen en lipidos polares (glicolipidos y fosfol
neutrales (trigliceridos, diglicéridos, hidrocarburos, alquenonas, esteroles y
mayoria de los lipidos microalgales son lipidos polares, que son co
membranas; y los triglicéridos que son una reserva de acidos grasos [
celular, energia metabdlica, mantenimiento de la membrana, sintesis
variedad de funciones fisiologicas (Quezada y Olguin , 2010). Cabe de
acidos grasos esenciales también suministran pigmentos como carotenoide

que acentdan la coloracién en organismos que los ingieren. Estos pigme
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Entre los compuestos antioxidantes de las microalgas se encuentran: I
antioxidantes apolares, como los derivados clorofilicos (clorofila A),
carotenoides y los compuestos antioxidantes polares que son compuestt
como los flavonoides y &acidos fendlicos y cindmicos, entre los prin
metabolitos, por sus estructuras quimicas son capaces de donar elec
metales pro- oxidantes, inhibir reacciones de oxidacion, entre otros (Bati
otros, 2009).

1.4. Efecto de estimulos fisicos y quimicos sobre la composicién bi
las microalgas

Las microalgas estan ampliamente distribuidas en la biésfera, por |
expuestas a condiciones ambientales extremas; es por ello que muchas de
a modificar su ruta metabdlica lipidica desviando su metabolismo hacia la

sustancias de reserva como son los lipidos.

Cuando las microalgas se someten a condiciones de estrés impuestas
qguimicos vy fisicos, solos o0 en combinacién, ocurre sintesis y acumulaci
cantidades de triglicéridos, acompafada por considerables alteraciones en
de los lipidos y acidos grasos. Los principales estimulos quimicos son la
nutrientes (nitrégeno, fosforo, azufre y silicio), la salinidad y el pH del met
estimulos fisicos son la temperatura y la intensidad luminosa. Ge
deficiencia de nitrégeno respecto a los nutrientes, es el factor que

metabolismo de los lipidos (Quezada y Olguin , 2010).
1.5. Fotosintesis
e Definicion

La fotosintesis en un proceso metabdlico que tiene lugar en organu
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e Estructurade los cloroplastos

Los cloroplastos estan constituidos por una membrana tilacoidal de naturale
y diferentes pigmentos accesorios captadores de luz; entre ellos destacan
C y la fucoxantina. Ademas, en la membrana tilacoidal de las microalgas
dos complejos fotoquimicos denominados fotosistema | (PSI) y fotosistema
gue tienen lugar las reacciones iniciales de almacenamiento de energia y
proteicos: el complejo citocromo B6F y la ATP sintasa (Pérez & Carril, 20089

Reacciones
bioquimicas en el
~ estroma de los
™ _ cloroplastos

TILACOIDES

Figura 1.1: Cloroplasto y esquema general de las fases luminosa y oscura de la fotosintes
(Ruiz, 2013)

e Proceso de lafotosintesis

Para que se dé el proceso de la fotosintesis, el primer paso es la captaciol

es realizado por los cloroplastos de las microalgas (Figura 1.1).

Los pigmentos accesorios de la membrana tilacoidal de los cloroplasto
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- El complejo citocromo B6F recibe electrones del PSIl y los cede a

transporta protones al lumen desde el estroma.

- El PSI reduce el NAP+ a NADPH en el estroma gracias a la

ferredoxina (fd) y una flavoproteina ferredoxina-NADP reductasa (FI

- La ATP sintasa produce ATP en el estroma a medida que los proto

su través desde el lumen hacia el estroma (Pérez & Carril, 2009).

De esta forma se convierte la energia luminosa en energia quimica estab
trifosfato (ATP) es la primera molécula en la cual dicha energia
almacenada, dichas moléculas de ATP se utilizan para sintetizar of

organicas mas estables (Ruiz, 2013).

1.6. Dinamica del crecimiento de las microalgas

Durante el crecimiento microalgal, se puede apreciar cinco fases (Figura 1..

e Fase deretraso o induccion (1)

En esta fase se produce un ligero aumento en la densidad celular, estc
adaptacion de las microalgas al medio de cultivo. En esta fase las microa

su metabolismo principalmente aumentando los niveles de enzimas.

e Fase exponencial (2)

Durante la segunda fase, se observa un aumento acelerado de la dens
funcion del tiempo. No obstante, esta fase de crecimiento, depende princi

especie de microalga, la intensidad de la luz incidente y de la temperatura.

e Fase delatasade disminucion del crecimiento (3)
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e Fase estacionaria (4)

En la cuarta fase, el numero de células se mantiene constante por cie

tiempo debido al balance entre la natalidad y la mortalidad que presenta el
e Fase de muerte o fase de “accidente” (5)

Durante la fase final, se deteriora la calidad del agua y los nutrientes
densidad celular disminuye rapidamente y el cultivo colapsa eventual
Esteve, 2013) (Cabrera Cabrera & Pulla Tenemaza , 2014).

& o 1

Log n” células
b

Tiempo

Figura 1.2: Fases en el crecimiento de los cultivos de microalgas, adaptado de (Cab
1.7. Descripcion de las especies de microalgas investigadas

e Chlorella sp.

El género Chlorella pertenece a la division Chlorophyta y a la clase de las

1 A ArAaaniecrMnce noartoanoacriontace Al AdAnorn Chlaralls ecn enn alAanace viard
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El género Chlorella se caracteriza por un rapido crecimiento en medios |
permite una facil adaptacion a cambios bruscos de pH y temperatura. Ade
de desarrollarse en condiciones autotréficas, heterotréficas y mixotrd
Amores, 2016).

Los cultivos de Chlorella sp. contienen diversas vitaminas, lo cual fay
nutricional de su biomasa, que contiene carotenoides, tiamina, riboflav
cobalamina, bioctina, acido pantoténico, y acido nicotinico. Ademas preser
significativas de lipidos, proteinas, clorofila, carotenoides, vitaminas
pigmentos Unicos que se emplean como alimentos densos en nutrients
obtenidos en estudios nutricionales donde se utilizan cultivos de Chlor
suplemento alimenticio, demuestran que estas algas pueden sustituir fuent
comunes; aungque su contenido vitaminico depende del genotipo, estad
crecimiento, estado nutricional, intensidad de la luz y otros factores

desarrollo y metabolismo de las cepas (Quintana, y otros, 2001) (Rolim, 20:

Chlorella es uno de los géneros de mayor importancia comercial y ademas
de forma intensiva con fines de alimentacion y produccion de metabolitos. L
diversos productos a partir de esta especie, le confiere gran interés bi

terapéutico (Angulo, y otros, 2012).
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especialmente en el crecimiento y desarrollo de larvas de peces, moluscc
(Sanchez y otros, 2008).

En su fase de crecimiento presenta una forma elipsoidal, su tamafo os
um. Esta microalga es inmévil, desprovista de flagelos y posee un crom
parietal de color verde palido que ocupa gran parte de la célula. El citoplas
gran acumulacion de lipidos. La pared celular es lisa. No tiene zoospor;
resistencia y la reproduccién se realiza exclusivamente mediante fision
células (Catala Esteve, 2013).

Figura 1.4: Células de Nannochloropsis oculata observadas en la camara de Neubauer, ad:
2016)

1.8. Cultivo de microalgas

A nivel de laboratorio se pueden utilizar diferentes técnicas de cultivo

intervienen factores como:
o Luz

Es uno de los principales parametros para la fotosintesis. Con el «
intensidad luminica, se presenta un incremento de la fotosintesis, y por en
de la tasa de crecimiento; la cual se amplia hasta alcanzar el punto de sat

Pasado e<te npiinto <e alcanza el nunto de fotoinhibicion con restiltadc
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produccion de microalgas, que puede resultar en aumentos de la pr
biomasa y la calidad, dos factores clave para el éxito de cualquier prod
industrial (Schulze et al., 2014).

e Temperatura

La temperatura 6ptima de crecimiento de las microalgas varia entre las esj
general esta entre 28° y 35°C. La produccion algal aumenta proporcion
temperatura hasta alcanzar la temperatura 6ptima de cada especie. Por €
aumenta la respiracion y la fotorrespiracion reduce la productividad glob
Pérez & Labbé, 2014).

° pH

El pH del cultivo estd influenciado por varios factores como la prodi
respiracion, alcalinidad, composicion ionica del medio de cultivo, eficiencia
adicion de CO, entre los mas destacados. Cada especie necesita un rang
de pH gque permita un crecimiento Optimo, siendo un pH de 8 el mas
especies dulce acuicolas. Por encima o debajo de éste, se presenta un ¢
productividad, que no solo afecta el crecimiento algal, sino también la
remover el nitrdgeno en sistemas de tratamientos de aguas (Hernandez-F
2014).

e Aireacioén

La aireacion es un factor muy importante para la homogenizacion de los nt
evitar la sedimentacion de las microalgas. EI movimiento del agua,
significativamente la asimilacion de nutrientes para algunas especies. El ir

este fendmeno se basa en que el movimiento del agua disminuye Ig

1 1 1 1 1 1 " 1 '] " r 1 1" -y 1 s " " [ — m
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gue se desee obtener (Fernandez -Sevilla, 2014). Los requerimientos ge
mismos para microalgas son carbono (obtenido del CO, o HC(
(generalmente como NO3), fosforo (en forma de ortofosfato), azufre (
elementos traza como sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobalt
(Manahan, 2007). Estos pueden dividirse en dos grupos: macro y mict

funcion de la cantidad disponible.

Los macronutrientes (incluye compuestos de nitrdgeno, fosforo, silicio
componentes fundamentales de macromoléculas y tienen un papel clave ¢
celular. El silicio difiere de los demas macronutrientes por tener un limitad
su importancia es estructural (no metabadlica) y limitada al grupo de las diat
crisoficeas. Por su parte, los micronutrientes (sodio, potasio, calcio, me
cobalto y molibdeno) tienen un papel metabodlico especifico en la fis

microalgas (Gonzalez Gonzalez, 2010). Dentro de los macronutrientes dest
e Nitrégeno

El nitrdgeno es el nutriente mas importante para las microalgas (después
se incorpora como nitrato (NO3) o como amonio (NH,"). Se presenta de dif
en el agua, incluyendo nitrégeno diatdémico (N,), amonio (NH,;"), nitrito
(NO3), otros oxidos de nitrégeno y nitrégeno en compuestos organic
normalmente es bajo en aguas oxigenadas donde las bacterias lo oxida
habitats naturales, las principales fuentes de nitrégeno son nitratos y se
(Roldan & Ramirez, 2008).

En medios de cultivo, el nitrégeno se suple usualmente en la forma de sale
nitratos ya que son estas las principales formas de nitrdgeno que &
microalgas. Sin embargo, puede utilizar también nitritos, urea y otras form:

oraanico. El nitrbaeno es aceptado en las vias metabolicas de las microala
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A nivel bioquimico, la limitacion de nitrégeno influye directamente en |z
aminoacidos, lo cual a su vez limita la traslacion del acido ribonucleico men
y por lo tanto se reduce la sintesis de proteinas. Un incremento en la di
nitrdgeno inorganico generalmente deriva en un incremento de la @
productores primarios. Sin embargo, altos niveles de nitrdgeno inorganico
ser asimilados por los sistemas ecoldgicos pueden causar efectos ac

organismos menos tolerantes (Gonzalez Gonzalez, 2010).
e Fosforo

El fésforo se encuentra en la naturaleza en dos formas principales:
polifosfatos. La liberacion del fosforo ocurre aun en las capas superficiale
antes de sedimentarse. El fosfato esta formado en principio por fosforo org
rapidamente descompuesto por microorganismos y asimilado por el fitc

plantas acuéticas (Roldan & Ramirez, 2008).

A pesar de que las algas pueden utilizar el nitrégeno en diferentes formas,
exclusivamente debe ser asimilado en forma de fosfatos y es la concen
compuesto la que determina la tasa de crecimiento algal, ya que |t
importante en la mayoria de procesos celulares, especialmente los que es

en la generacion y transformacion de energia metabolica (Gonzalez Gonza

A nivel bioquimico, la limitacion de fésforo influye directamente en el cr
debido a una limitacion de la sintesis de acidos nucleicos, la cual puede d
la replicacion del genoma o al nivel de la sintesis de ARN. Esta limitacion p
conversion de energia fotosintética reduciendo la tasa de sintesis de
aparato fotosintético, resultando en un efecto negativo en el proceso de fc
otra parte, al presentarse altas tasas de crecimiento aumenta la demal

particularmente de ARN ribosomal. por lo tanto la deficiencia de fés
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Aunque el contenido en fosforo de las microalgas es menor al 1%, su d
medio de cultivo es una de las mayores limitaciones al crecimiento (Hern
Labbé, 2014).

1.9. Efecto de la limitaciobn y exceso de nutrientes sobre €
microalgal

Conforme la poblacion celular aumenta, mayor cantidad del nutriente limit
incorporado en las células, mientras que menor cantidad esta disponible [
crecimiento posterior. Por lo tanto, si no hay un reabastecimiento de
concentracién declina hasta que eventualmente es muy baja para soports
biomasa. Si hay reproduccion continua, la cantidad de recurso conts
organismo disminuye (cuota celular). La reduccion de la cuota celul
decremento en la tasa de crecimiento hasta que alcanza su valor minimo,
cual no puede haber mas crecimiento (fase estacionaria). Por otra parte, |
los organismos consumen los nutrientes depende de la disponibilidad de €
de la habilidad misma del organismo para consumirlos. Adn si un nu
abundante, existen limites en la tasa a la cual un organismo puede cc
microorganismos tienen un numero limitado de sistemas de transporte
celular, limitando la cantidad de recursos disueltos que pueden ser tr.
interior de la célula por unidad de tiempo. Sin embargo, varios grupos :
desarrollar una interesante adaptaciéon para asegurar la disponibilidad
mediante la asimilacion excesiva de nutrientes usualmente limitantes durar

gue se presenten en altas concentraciones (Gonzalez Gonzalez, 2010).

1.10. Actividad farmacologica de las microalgas

La biomasa de las microalgas esta constituida por proteinas, carboh

esenciales, pigmentos, minerales y vitaminas. Es por ello que la mayor

| PR (- [ R (- [ R [ NP P [ R
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contenidos en las microalgas (0,01 - 0,3%) pueden ser mas altos que lo
oliva, una fuente comun de tocoferoles naturales. Contienen ademas c
altas de vitamina C (0,1 - 1,5%), incluso mas alto que el contenido de vita

encuentra en las naranjas (0,3 - 0,5%) (Goiris y otros, 2014).

Dentro de los antioxidantes presentes en microalgas destaca el 3-carote
captador de radicales libres. Disminuye el riesgo de cataratas y
degenerativas de la retina relacionada con el envejecimiento (AST Ingenie

Se puede emplear también como fuente de provitamina A (Santos y otros,

Los compuestos antioxidantes utilizados como aditivos alimentarios o corr
farmacéuticos, pueden neutralizar el efecto dafino de los radicales libres
del organismo antes de que causen la oxidacion de las biomoléculas
pudieran ayudar a la prevencion de muchas de estas enfermedades a
especies reactivas del oxigeno (Catala Esteve, 2013). Partiendo de estos
microalgas se presentan como excelentes candidatos, porque han desarro
antioxidantes en respuesta a las condiciones oxidativas en que viven, con
en condiciones de estrés, las células de ciertas especies de microalga:
contenido de carotenoides como una respuesta fisioldgica para evitar da
Dichos factores estresantes incluyen intensidad luminosa, temperatura

nutrientes, entre otros (L6pez y otros , 2013).

Algunas especies de microalgas son utilizadas en la industria de la cos
cuidado de la piel (cremas), que las incluyen por sus propiedades :
protectoras de los rayos ultravioletas, tales como Arthospira y Chlorella (cr
productos refrescantes o regenerantes de la piel, emolientes y antiirritantes
Chlorella vulgaris estimulan la sintesis de colageno, apoyando la regenerac

la reduccion de arrugas. En el caso de Nannochloropsis oculata, estudi

I B T Y B I T . T B AL I Y 4 T DA T
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CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Introduccion

La Universidad de Cuenca a través del proyecto VLIR de Plantas Medicine
experimentaciones con microalgas con posible interés farmacologico en el

de Biociencias de la Facultad de Ciencias Quimicas.

En el presente trabajo se estudid dos cepas de microalgas: C
Nannochloropsis oculata; las cuales fueron aisladas y proporcionadas
VLIR de plantas medicinales de la Universidad de Cuenca. Las mic
cultivadas en medios liquidos estandar: WC o de Wright y F/2 de Guilla
esterilizados. Las condiciones de cultivo incluyeron: temperatura de 35 +
fluorescentes como fuente de iluminacion artificial calibradas a foto-peric
agitacion permanente mediante un compresor de aire. El mantenimientc
balones de vidrio de fondo redondo con capacidad de 250 mL emple:

cantidad de cultivo.

En este capitulo se desarrollan las diferentes técnicas implementada:
utilizados para la puesta en marcha y experimentacion de cultivos de micrec
de laboratorio; ademas cada uno de ellos cuenta con una breve des

funcionalidad.
2.2. Disefno experimental para la concentracion de metabolitos inve:

Por medio del software MATLAB version 7.10 se realizO un andlisis
(ANOVA) de tres y dos vias para analizar simultAaneamente los e

concentraciones de nitrdgeno, fosforo, ubicacion de los medios de cultivo
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e Factores o variables independientes: Son las variables ci
contemplan una serie de poblaciones a comparar, siendo estas f
niveles de un factor. Se representa como G1, G2, G3 y G31 corr
nitrégeno, fésforo y ubicacion de los medios de cultivo por estantes
respectivamente. Ademas se crea la variable group, a la cual
valores: 1 y 0 representando a alta concentracion y baja

respectivamente (+N+P=1; -N-P=0).

El ANOVA que se realiz0 tanto en los resultados de Chlorrella sp.

Nannochloropsis oculata, partié de un nivel de significancia de a=0,05y do

v' Hipétesis nula (Ho): No existen diferencias entre los tratamientos.

v' Hipétesis alternativa (H;): Si existen diferencias entre los tratamier

Se denomina tratamientos a las cuatro combinaciones formadas el

concentraciones de nitrogeno y fosforo (Tabla 3.3).

Si el nivel de significacion (valor p) es mayor que a se acepta la hip
independencia entre las variables (no existen efectos diferenciales entre |os
Sin embargo, si el nivel de significacion es menor que a se rechaza la hipc
acepta la hipotesis alternativa (si existe una relacién de dependencia enti
(Pérez J. L., 2012).

Para aplicar el ANOVA respectivo en ambas especies de microalgas s

siguientes factores con sus respectivos niveles:

NIVELES DEL

{ ALT
NITROGENO (G1) | | BAJ

[ .
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2.2.1.

Factores empleados en ANOVA para la determinacion de flavon
polifenoles y carotenoides en Chlorella sp.

Y G1 G2 G3 G31
CONCENTRACION | COMPUESTO1 | COMPUESTO2 | ESTANTES | COLUMNAS
98,95 +N +P ESTANTE1 | 1,00
101,58 +N +P ESTANTEZ2 |2,00
100,53 +N +P ESTANTE3 | 3,00
108,42 +N +P ESTANTE4 | 4,00
54,74 +N -P ESTANTEL |2,00
53,16 +N -P ESTANTE2 | 1,00
54,74 +N -P ESTANTE3 |4,00
50,53 +N -P ESTANTE4 |3,00
41,05 -N +P ESTANTE1 | 3,00
40,00 N +P ESTANTE2 | 4,00
43,16 -N +P ESTANTE3 | 1,00
38,42 N +P ESTANTE4 | 2,00
37,89 -N -P ESTANTEL1l |4,00
35,79 -N -P ESTANTEZ2 | 3,00
37,37 -N -P ESTANTE3 | 2,00
38,42 -N -P ESTANTE4 | 1,00

Tabla 2.1: Factores empleados en ANOVA para la determinacién de flavonoides en C

Y G1 G2 G3 G31
CONCENTRACION COMPUESTO1 | COMPUESTO2 ESTANTES COLUMNAS
12,33 +N +P ESTANTE1 1,00
12,27 +N +P ESTANTE2 2,00
12,14 +N +P ESTANTES 3,00
11,96 +N +P ESTANTE4 4,00
8,31 +N -P ESTANTE1 2,00
8,44 +N -P ESTANTE2 1,00
8,13 +N -P ESTANTES 4,00
8,50 +N -P ESTANTE4 3,00
6,03 -N +P ESTANTEL1 3,00
5,97 -N +P ESTANTE2 4,00
578 -N +P ESTANTES3 1,00



ERUTT0 essivewnsy

é!*r 505% UNIVERSIDAD DE CUENCA.

2.2.2.

Y Gl G2 G3 G31
CONCENTRACION COMPUESTO1 | COMPUESTO?2 ESTANTES COLUMNAS
17,53 +N +P ESTANTE1 1,00
16,73 +N +P ESTANTE2 2,00
17,92 +N +P ESTANTES 3,00
16,32 +N +P ESTANTE4 4,00
7,98 +N -P ESTANTE1 2,00
8,37 +N -P ESTANTE2 1,00
7,70 +N -P ESTANTES 4,00
7,75 +N -P ESTANTE4 3,00
10,55 -N +P ESTANTE1 3,00
11,22 -N +P ESTANTE2 4,00
11,66 -N +P ESTANTES 1,00
12,87 -N +P ESTANTE4 2,00
7,26 -N -P ESTANTEL1l 4,00
7,67 -N -P ESTANTE2 3,00
6,82 -N -P ESTANTES 2,00
5,23 -N -P ESTANTE4 1,00

Tabla 2.3: Factores empleados en ANOVA para la determinacion de carotenoides en

Factores empleados en ANOVA para la determinacion de flavon
polifenoles y carotenoides en Nannochloropsis oculata

Y Gl G2 G3 G31
CONCENTRACION | COMPUESTO1 | COMPUESTO2 ESTANTES COLUMNAS
64,43 +N +P ESTANTE1 1,00
70,86 +N +P ESTANTEZ2 2,00
65,14 +N +P ESTANTES3 3,00
68,00 +N +P ESTANTE4 4,00
43,00 +N -P ESTANTE1 2,00
40,86 +N -P ESTANTEZ2 1,00
45,14 +N -P ESTANTES 4,00
48,71 +N -P ESTANTE4 3,00
36,57 -N +P ESTANTE1 3,00
35,14 -N +P ESTANTEZ2 4,00
33,71 -N +P ESTANTES3 1,00
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Y Gl G2 G3 G31
CONCENTRACION | COMPUESTO1 | COMPUESTO2 | ESTANTES COLUMNAS
10,06 +N +P ESTANTE1 1,00
8,96 +N +P ESTANTEZ2 2,00
9,35 +N +P ESTANTES 3,00
9,51 +N +P ESTANTE4 4,00
6,52 +N -P ESTANTE1 2,00
6,91 +N -P ESTANTEZ2 1,00
6,36 +N -P ESTANTES 4,00
7,07 +N -P ESTANTE4 3,00
6,05 -N +P ESTANTE1 3,00
6,13 -N +P ESTANTEZ2 4,00
5,97 -N +P ESTANTES3 1,00
5,89 -N +P ESTANTE4 2,00
5,42 -N -P ESTANTE1 4,00
5,26 -N -P ESTANTEZ2 3,00
5,57 -N -P ESTANTES 2,00
5,34 -N -P ESTANTE4 1,00

Tabla 2.5: Factores empleados en ANOVA para la determinaciéon de polifenoles en Nanno

Y Gl G2 G3 G31
CONCENTRACION | COMPUESTO1 | COMPUESTO?2 | ESTANTES COLUMNAS
11,58 +N +P ESTANTE1 1,00
11,15 +N +P ESTANTE2 2,00
10,94 +N +P ESTANTES 3,00
10,99 +N +P ESTANTE4 4,00
4,09 +N -P ESTANTE1 2,00
3,78 +N -P ESTANTE2 1,00
3,91 +N -P ESTANTES 4,00
4,09 +N -P ESTANTE4 3,00
8,80 -N +P ESTANTE1 3,00
8,47 -N +P ESTANTE2 4,00
8,93 -N +P ESTANTE3 1,00
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2.3. Tipos de medio de Cultivo:

e Medio WC o de Wright

Se utiliza para cultivar criptofitas. EI medio WC es ligeramente alcalino (
una concentracion de 1 mM de nitrato, contiene bicarbonato de sodio, clc
silicato y sulfato magnesio y una baja concentracion de fosfato (0.05 mM
2001), contiene ademas elementos traza adicionales tales como aluminic

litio, niquel y estafio (Guillard and Lorenzen, 1972).
e Medio F/2 de Guillar

Es un medio de enriquecimiento marino, contiene nutrientes principales c
fésforo, silicio. Ademas, contiene traza de metales y vitaminas, es amplia

para el cultivo de diatomeas (Sigma-Aldrich Co. LLC., 2016).

2.3.1. Materiales parala preparacion de medios de cultivo WCy F/2

Materiales Uso

Frascos de vidrio de 500ml Medios de cultivo

Autoclave (Tuttnauer) Esterilizacion

Camara de flujo laminar (Labconco) | Adicion de vitamina

Tabla 2.7Materiales empleados en la preparacion de medios de cultivo WC 'y

2.3.2. Procedimiento parala preparacion de medios WCy F/2

Los medios de cultivo empleados fueron WC o medio de Wrighty F/2 o ir

para Chlorella sp y Nannochloropsis oculata respectivamente.
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Medio WC
Componente Volumen empleado
NaNO3 500uL
Ca Cl;2H,0 500uL
MgSO47H,0 500pL
NaHCOs 500uL
Na,SiOz9H,0 500puL
K2HPO4 500uL
Solucién traza de metales | 500uL
Tabla 2.8: Medio WC para Chlorella sp. (ANEXO A)
Medio F/2
Componente Volumen empleado
NaNO; 500 pL
NaH,PO, - H,0O 500 pL
Na,SiO3 - 9H,0* 500 pL

Solucion traza de | 500 uL

metales

Solucion de vitaminas | 500 pL
Tabla 2.9: Medio F/2 para Nannochloropsis oculata (ANEXO A)

Se adicion6 en frascos de vidrio de 500 mL de capacidad los

detallados en las tablas respectivas.

Se completo el volumen de cada frasco empleado a 500 mL con a

se homogenizo.
Se esterilizo los medios preparados en la autoclave a 121 °C por 1°

Finalmente dentro de la camara de flujo laminar. se adicion6
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2.3.3. Materiales para controlar las condiciones de cultivo y estimar |z

crecimiento microalgal

Materiales

Uso

Lamparas fluorescentes (Ts smartlux 54W/840SL
Cool White 5000Im Osram)

Fuente de iluminac

Cartones de 0,5 cm de espesor forrados de aluminio

Reflejar la luz incid

Compresor de aire (Acg-009, 105 W de poder, output
160 L/min)

Agitacion 'y  ox
microalgas

Mangueras (Tricoflex) con un diametro de 0.5 cm

Agitacion 'y  ox

microalgas
Temporizadores (Hydrofarm 15 amperios/1725 W Determinar el foto-
Ventiladores (Sunor 110-120 V 50 -60 Hz/0.26) Mantener la
adecuada
Cinta parafiml (Laboratorio “M”) de 4 pulg x 125 pies | Asegurar la perr

(10.16 cm x 38.10 m)

medio de cultivo

Balones fondo redondo

Crecimiento de mic

Pipetas automaticas de 100pl

Toma de muestras

Tubos miniCollect

Colocar las muestr:

Camara de Neubauer
profundidad

(Boeco) de 0.1mm de

Recuento celular

Cubreobjetos

Recuento celular

Microscopio Invertido de 120Voltios (Olympus Modelo
CKX41)

Recuento celular

Tabla 2.10: Materiales para el control de los cultivos y tasa de crecimiento

2.3.4. Procedimiento para el montaje del cultivo

1. En la camara de flujo laminar y a partir de muestras madre de |

Nannochloropsis oculata (Figura 2.2), se colocé un inoculo de 27 mL er

vidrio fondo redondo de 250 mL de capacidad por cada especie.

2. Se anadié 250 mL del medio de cultivo WC en el caso de Chlorella sp

medio F/2 el caso de Nannochloropsis oculata.
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5. Se colocé los balones con los cultivos respectivos, en el estante acon
los mismos (ANEXO B) en el laboratorio de microalgas del proyec

Universidad de Cuenca.

6. Se encendié la bomba de aire y se puso en marcha los temporizador
Para evitar la maxima evaporacion del medio, se adiciono a cada balon

estéril pasando un dia hasta completar el volumen inicial.

a) Muestra madre de Chlorella b) Muestra madre de
sp. Nannochloropsis ocul:

Figura 2.2: Muestra madre de las dos cepas en estudio.

Figura 2.3: Proceso de siembra de las microalgas

2.3.5. Procedimiento para estimar latasa de crecimiento microalgal m

recuento celular con camara de Neubauer.

El método empleado para contar microalgas implica el uso de un dispositi
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El procedimiento detallado a continuacion de realizé por triplicado para la «

los resultados.
e Preparacion de la muestra:

Empleando una pipeta automatica de 100 pL, se tomd una muestra del
microalgal correspondiente y se coloco en tubos miniCollect previamente

etiquetados.

e Camara de Neubauer

Se trata de una gruesa placa de cristal con forma de portaobjetos, de api
30 x 70 mm y 4 mm de grosor, en la cual existen 2 zonas de conteo, una
inferior al eje longitudinal de la cAmara. Una reticula completa mide 3 mm x
Subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1 mm de lado cada uno
corresponde a un volumen de 0,1 pL. Los cuatro extremos estan subc

cuadros pequenos (Bastidas, 2013), como se muestra en la Figura 2.4.

Figura 2.4: Diagrama de una rejilla de la camara de Neubauer, adaptado de (Bastic

e Cubreobjetos

Para observar al microscopio se emplea un cubreobjetos de aproximadan

22 mm el cual se coloca de tal forma aue cubra la parte central de la cAmea
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e Recuento Celular

Se colocé el cubreobjetos sobre la superficie en la camara de Neubauer y ¢
pipeta automatica, se coloco la muestra previamente homogenizada y cont
exista aire en el interior de la misma, se ubicé la punta de la pipeta en la
cubreobjetos y la superficie de la camara, y se introdujo la muestra cont
volumen depositado sea suficiente, de tal manera que llegue hasta los ca
pero sin inundarlos completamente. Se dejé reposar la muestra por dc
coloco la camara de Neubauer en el microscopio y se enfocd con el objeti
verificar que las células tengan una distribucion homogénea. Luego se entf
con el objetivo de 40X, hasta lograr una imagen nitida de las células |

binocular.

De acuerdo a la técnica de recuento celular con camara de Neubaue
Bastidas (2013), se cuentan las células presentes en las cuatro cuadric

como I, Il, Iy IV (Figura 2.6).

YAl 1811 A

Figura 2.6: Recuento de cuatro cuadros grandes de la camara de Neubauer, adaptado de

Se realizé el recuento en la primera cuadricula, para lo cual se conside
convencioén: Si las células tocan el limite superior o el limite izquierdo de ¢
correspondiente a la primera cuadricula, deben contabilizarse, pero no se

tocan el limite inferior o el limite derecho (Figura 2.7).
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C

En el caso de concentraciones celulares altas, para no confundir el recue
un orden de conteo en forma de zig-zag. (Figura 2.8). Para determinar
células presentes en determinada muestra, se hizo un promedio

contabilizadas en las cuatro cuadriculas.
e Cdalculo delaconcentracion
Se aplico la siguiente formula del calculo de concentracién celular:

., N
Concentracion (cel/mL) = v

Dénde:

N Es el promedio resultante de la suma de las células correspondient
cuadros grandes.

V Es el volumen total de un cuadro grande.
Como el volumen de un cuadro grande resulta de:
A =1 mm x 1 mm = 1 mm? de superficie

V =1 mm?®x 0.1 mm (profundidad)= 0.1mm®=1 x 10 “* mL

Dénde;:
A Es el area del cuadrado |
V Es el volumen total

Por lo tanto, la concentracion celular seria:

N

C (cel/mL)= =N x 10.000 (Bastidas, 2013).

0,0001
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Foérmula para la tasa de crecimiento poblacional:

1
Pt+n£
r=( )—1
Pt

Dénde: (Torres

r Es la tasa de crecimiento anual geométrico.
P " Es la poblacion al momento actual.
= Poblacion al momento inicial o poblacién base o poblacion inicial.

a Amplitud o distancia en tiempo entre las dos poblaciones de referen

2.3.6. Preparacién de medios de cultivo con modificacién en la conce

nitrégeno y fosforo

Tomando en cuenta los resultados obtenidos de las condiciones ic
crecimiento de las dos cepas en estudio; se procedié a la preparacion de
cultivo en los cuales se modificé Unicamente las concentraciones de nitr¢

de la siguiente manera:

CONCENTRACION DE CONCENTR;

DENOMINACION NITROGENO FOSFC
ALTO (+N) (+P) Representa el doble de Representa el dol
concentracion estandar de nitrato. concentracion de

BAJO (- N) (- P) Representa la mitad de Representa la mit
concentracion estandar de nitrato. concentracion de

Tabla 2.11: Representacion de las concentraciones de nitrogeno y fosforo aplicadas a los r

e Chlorella sp.



é‘\-*r 5@ UNIVERSIDAD DE CUENCA.

La cantidad necesaria para obtener el doble de concentracion de nitrato

170.02 gramos en 1 litro de agua destilada.

N+
Cantidad inicial en 1 litro de agua: 85.01 g * L™

Doble concentracion de nitrato de sodio: X =85g*2=170.02

Para preparar una solucion de 10 mL de nitrato de sodio (NaNO3) se ne

de nitrato de sodio en 10 mL de agua destilada.
v' Bajo nitrogeno (-N)

La cantidad necesaria para obtener la mitad de concentracion de nitrato

42.505 gramos en 1 litro de agua destilada.

N-
Cantidad inicial en 1 litro de agua: 85 g * L*

Mitad concentracion de nitrato de sodio: X= % X =42505g* "

Estos calculos se realizan tanto para el nitrato de sodio como para el fc

potasio, dando como resultados las siguientes cantidades a emplear.

Componente Concentracion Masa empleada
NaNOs3 Alto 1.7002 g
Bajo 0.42505 g
KoHPO4 Alto 0.1742 g
DA~ N NADOXECEE A~
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nitrato de sodio y el fosfato diacido de potasio monohidratado dando com

siguientes cantidades a emplear.

Masa empleada en

Componente Concentracion 10 mL
NaNO; Alto 1.59
Bajo 0.35¢
NaH,PO, - H,O Alto 0.1g
Bajo 0.025¢g

Tabla 2.13: Concentracién empleada en medio F/2.

2.3.7. Procedimiento parala preparacion de medios WCy F/2 con mo

la concentracién de nitrégeno y fosforo

La preparacion de los medios de cultivo se realizé de la misma manera

punto 2.3.2, previa modificacion de los componentes nitrogeno y fosforo.

total de ocho frascos de 500mL de capacidad distribuidos de la siguiente m

Numero de frascos de 500 Concentracion de Concentra
mL de capacidad nitrégeno fosfol

2 ALTO ALTO

2 ALTO BAJO

2 BAJO ALTO

2 BAJO BAJO

Tabla 2.14: Frascos preparados para el montaje del cultivo.

2.3.8. Procedimiento para el montaje del cultivo modificado

El proceso de siembra para las dos microalgas en estudio, se realiza de la

Aeatallada an al nitintn 2 R A4
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2.3.9. Materiales para la extraccion de microalgas

Equipos Usos

Centrifuga rotor sigma 173/H codigo | Separacion de muestra
11030 (Shropshire - Reino Unido)
Microcentrifuga 120 (Hettich cddigo | Separacion de muestra
357574 Fohrenstr. 12- Alemania)

Balanza Analitica (Boeco) Peso de reactivos
Ultrasonido (LD 20kHz £ 50KHZz) Rompimiento celular
Ultrasonido (Coler-Parmer 8893) Rompimiento celular
Rotavapor Eliminaciéon del solvente
Generador de nitrégeno Eliminacion del solvente
Secador al vacio Eliminacion del solvente
Campana de Extraccién Extraer vapores toxicos

Tabla 2.15: Materiales para la extraccion de microalgas.

2.3.10. Procedimiento para la extraccion de microalgas

Una vez que los cultivos de microalgas alcanzaron la fase estacionaria de
decir el dia octavo y séptimo de crecimiento para Chlorella sp. y Nannochl
respetivamente, se procedid a centrifugar cada muestra durante 5 r

revoluciones por minuto (rpm).

v' Preparacion de extracto

e [asel:

La biomasa centrifugada se almacend en 16 vasos de precipitacion
capacidad, la cantidad obtenida se pes6 en la balanza analitica y se realizc

procedimiento normalizado para la obtencion de extractos de microalgas

siguiente relacion:



2. Se aplico ultrasonido directo a las muestra maceradas a >20 KHz
cada muestra. Este proceso fue realizado en el laboratorio

Departamento de Ingenieria Civil de la Universidad de Cuenca (FigL

Figura 2.9: Ultrasonicador LD (Tiempo 15min. Temperatura: 10°C).

3. Se macero las muestras en el ultrasonido por 5 horas a una tempe

35° Cy se filtro. El filtrado se guardo en refrigeracion.

4. Se coloco en un balén de 150 mL de capacidad la parte restante ¢

anadio 30 mL de metanol absoluto.

5. Se macerd nuevamente en las mismas condiciones por 5 horas

almacend con el filtrado anterior.

6. A la parte restante del filtrado se agregd 30 mL de metanol y se v«

en las mismas condiciones por 5 horas.

7. Se filtré y recolectd con los filtrados anteriores. El sobrenadante c

papel filtro se elimind.

8. Finalmente se concentro los filtrados en el rotavapor a 35°C.

E N L
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e Fase 2: Eliminacion del solvente

El solvente restante se eliminG mediante una leve corriente de nitrégenc
una cantidad entre 0,5y 1 mL del extracto aproximadamente. Las muestras

colocaron en el secado al vacio por 15 horas para obtener muestras totalme

2.4. Andlisis cuantitativo de flavonoides, polifenoles y carotenoides

e Espectrofotémetro

Este tipo de metodologia de densidad optica o absorbancia es muy uf
determinacion de biomasa de las microalgas presentando la ventaja
rapidamente. Para poder basarse en este método es necesario reali

calibraciéon para cada especie que se desee cuantificar (Romo Pifiera, 2002

2.4.1. Materiales para la cuantificacion de flavonoides, polifenoles y ¢

de Chlorella sp. y Nannochloropsis oculata

Equipos Materiales React
Ultrasonido (Coler- | Balones de aforo de 100y 10 | Reactivo
Parmer 8893) MI Ciocalteu
Balanza Analitica | Espatula Acido cafeic
(Boeco)

Espectrofotometro Papel aluminio Agua destile

(GENESYS 10 UV
SPECTRONIC)
Campana de Extraccion | Vasos de precipitacion de | Hidréxido d

100 mL

Soportes, nudos, pinzas Metanol
Pera de succion Quercetina
Embudos de separacion con | Acetato de
llave de paso , varillas M

Papel filtro (Whatman # 4) Nitrato de :

10%
Pinetas seroldaicas de 2 5 v | Ftanol al 80
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2.4.2. Procedimiento para la cuantificacion de flavonoides, |

carotenoides de Chlorella sp. y Nannochloropsis oculata

v' Extraccion y cuantificacién de polifenoles

e Fundamento

El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tu
gue reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos

fosfotingstico. (ANEXO C). La transferencia de electrones a pH basi
complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en éxidos, cromdgenos de color a
tungsteno (WgOy3) y de molibdeno (MogO,3), siendo proporcional este cola

grupos hidroxilo de la molécula (Cafibano Alberoa, 2012).
e Elaboracion de la curva de calibracion
Para cuantificar fenoles se realizo el siguiente procedimiento:

Se elabor6 una curva o gréfica de absorbancia contra concentraciones de
50 ppm, utilizando una solucion patron de acido cafeico de 200 ppm. Par
0.1 g de acido cafeico y se afor6 a 100 mL con agua destilada. La concen
solucion fue de 1000 ppm. Se tomo6 20 mL de la solucion de 1000 ppm y
mL y se obtuvo una solucion final de 200 ppm. Posteriormente se

estandares de acuerdo a la siguiente tabla:

Volumen
Volumen de la final Concentracion
ina
solucién patrén (mL) (ppm)
(mL)
2.5 100 mL 5
5 100 mL 10
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agitdé por 5 minutos, posteriormente se procedid a la lectura de la abs

espectrofotometro a 650 nm.
e Cuantificacion en el extracto seco

Se pes6 5 mg del extracto seco de la muestra problema y se disolvid el
mezcla de metanol-agua (1:1). Se llevo la solucion hasta un volumen de 5
destilada, posteriormente se tomaron 2 mL de la solucidén anterior y se llev
de 100 mL con agua destilada. A 2 mL de la solucion finalmente obtenida
500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu, y 400 pyL de una solucion de NaO
por 5 minutos y posteriormente se realizd la lectura de la abso
espectrofotometro a 650 nm. Este procedimiento se realizé con cada una c

de microalgas respectivas (Jiménez Herraez & Bravo Rodriguez, 2011).

v' Extraccion y cuantificacién de flavonoides

e Elaboracion de la curva de calibracion

Para la cuantificacion de flavonoides se partié de una solucidn patron. Pare
de la curva de calibracion se peso6 2.7 mg de quercetina en un balon de af
se llevo a volumen con etanol al 80%, posteriormente se tomaron alicuote
50 y 25 pL de esta solucion en balones de aforo de 10 mL, y se aiadio er
UL de acetato de potasio uno molar (1M) y 200 pL de nitrato de aluminio a
con etanol al 80% y se procedid a su lectura a 415 nm utilizando la técnic
empleando como blanco una solucién de todos los reactivos excepto
usando esta curva se calculo la concentracion de flavonoides totales exf

mg de quercetina (Jiménez Herrdez & Bravo Rodriguez, 2011).

Volumen de la ‘ Volumen final ‘

solucion patron (mL)
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e Cuantificacion en el extracto seco.

Se pesd 5 mg del extracto seco de la muestra problema y se disolvié en 1
al 80%, se coloco 100 pL de la solucién anterior en un balén de aforo
adiciono 200 pL de acetato de potasio 1My 200 pL de nitrato de aluminio a
con metanol al 80%, luego se dejo reposar por 40 minutos y se procedio

absorbancia a 415 nm.

v' Extraccion y cuantificacién de carotenoides

Se peso6 0.3 g del extracto seco y se afiadié 0.02 g de Carbonato de magni
1.8 mL de acetona fria (previamente refrigerada por 2 horas). El extract

filtr6 usando un papel de filtro Whatman # 4.

Se armo el equipo de destilacion y se coloco en el embudo de separacion
de petréleo, se anadid 1.12 mL del extracto anterior resultante y se dejo r
15 minutos. Se afiadié 11.25 mL de agua destilada de tal manera que fluy:
las paredes del embudo. Se dejo separar la mezcla en dos fases, y se d
acuosa. Se lavo la fase de éter de petroleo cuatro veces con 7.5 mL de
con el objeto de eliminar la acetona residual. La fase de éter de petroleo s¢
tubo de ensayo, para lo cual previamente se pasé dicha fase a través de L
contuvo 0.5 g de sulfato de sodio anhidro con el objeto de eliminar el
Posteriormente, el embudo de separacion se lavo con éter de petrole
volumen de 2 mL con éter de petroleo. El contenido total de carotenoides s
el espectrofotdmetro a 450 nm (Sahabi, Shehu, Y., & A.S, 2012).

Para obtener la cantidad de carotenoides en las microalgas se aplica la sigt

Carotenoides (ug/g)= (E*v* 10°%) / (E* 1c»*100*p)
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P Peso de la muestra (g)

E™ .., 2500 Coeficiente de extincién de carotenoides de una solucién al

una cubeta con 1cm de paso de luz (Garcia & Flores
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion de la fase estacionaria y foto-periodo ideal para

y Nannochloropsis oculata.

A partir de los recuentos celulares realizados mediante la camara de Neu
Chlorella sp. como de Nannochloropsis oculata, se logré determinar medi
de la tasa de crecimiento geométrico la fase estacionaria y foto-periodo i

cepa mencionada.

El andlisis se realizé a partir del dia uno posterior a la fecha de siembra de
el dia 13, en el cual se presentd un descenso significativo de I
poblacionales de las dos cepas en estudio. Cada dia, las 16 muestras fue
por triplicado; de tal manera que las tablas correspondientes a cada espe

muestran el promedio de las tres cantidades obtenidas diariamente.

3.1.1. Resultados del maximo crecimiento de Chlorella sp.

En la tabla 3.1 se puede observar los siguientes parametros partiendo
derecha: numero de estante, tiempo de exposicion a la luz artificial, tempe

de balon y el dia en el cual se obtuvo la mayor densidad poblacional para C

Tiempo de Temperatura DIA 8
N° de estante exposicion a luz (°C) P N° de balon (conc
artificial (hrs) cel/pL

Estante 1 10 33-35

G| |W[IN|F



Estante 4

16
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13

14
34-37

15

16

Tabla 3.1: Dia de mayor obtencion de la densidad poblacional de Chlorella <

3.1.2. Determinacion de latasa de crecimiento geométrico de C

Para determinar con mayor confiabilidad el inicio y final de cada fase

celular, se realizé un analisis de la tasa de crecimiento geométrico (ANEX

la siguiente formula:

1

Pt+n§
r=< Pt> -1

(Torre

200%

Tasa de crecimiento (%)

150%

100%

50%

0%

Tasa de crecimiento (%)

-50%

200%

Tasa de crecimiento (%)

to (%)

150%
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Tasa de crecimiento (%)

300%
£ 200% \
o) CuU
g
€ 100% CU
S e CU
Q
© 0 2 4 6 8 10 12
s -100%
- Dias

Tasa de crecimiento (%)
__ 400%
S
o 300%
1= Ccu
"g’ 200% \
< Ccu
- (o)
: 100% oL
e]
g 0% = S — CcuU
L 0 2 4 6 8 10 12
’ Dias

Figura 3.1: Tasa de crecimiento de Chlorella sp.

De las figuras resultantes se puede observar que el dia 6ptimo de crec
estacionaria de Chlorella sp., es el dia octavo ya que corresponde a la fa

en la cual la poblacion se mantiene constante.

Cabe resaltar que en las figuras resultantes no se observa la fase de lat

luego de la fase estacionaria debido a que el objetivo fue iniciar un nue\

i S [ . A [P R N A (P [P R [ I [ -
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Dia octavo
S
o 40,00%
c
o
£ 20,00% A\
3 \ N‘/
g
o 0,00% M
3 0 ¥ 12 14 16
& -20,00%
= Fotoperiodo (h)

Figura 3.2: Foto-periodos correspondientes al octavo dia de crecimiento celular de C

3.1.4. Resultados del maximo crecimiento de Nannochloropsis

Tiempo de
L Temperatura ’
N° de estante | exposiciéon aluz ¢0) N° de baldn (Con
artificial (hrs) (

1
2

10 33-35
3
4
5
6

12 34-37
-
8
9
10

14 33-35
11
12
13
14

16 34-37
15
16

T AllAa D9 D MNiA AA maitwvuirmarm AlhFAarmAaricdm AAla AAarmdecidAA AARRIAAIAAS AL AA N Aarm e e ILlAvAaS e~
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90%

Tasa de crecimiento (%)

£ 70%
2
()
G 10% R
3

-10N0°
e -30%

-50% -

Dias
Tasa de crecimiento (%)

__100%
X
(] —
t 50%
2
E —
(8]
e 0% —
) 3 4 5 6 1 12
t L]
3 -50%
- ’ Dias

100%

50%

cimiento (%)

Tasa de crecimiento (%)




Tasa de crecimiento (%)

90%
70%
50% C
30% C
C
C

10% = "=
-10% ~~ o Y,
-30%
-50%

Tasa de crecimiento (%)

Dias

Figura 3.3: Tasa de crecimiento de Nannochloropsis oculata.

3.1.6. Determinacion del foto-periodo ideal para Nannochlorop:

A patrtir del dia octavo se realizé una grafica de dispersion (Figura 3.4.) em
de crecimiento Unicamente del dia mencionado versus los cuatro los fc

estudio, obteniendo como resultado que el mejor foto-periodo es de 1(

oscuridad.
Séptimo dia
S 20,00%
o 10,00%
= M
&)
= 0,00%
3 10 \ 12 14
g -10,00%
: \
-('.é ‘20,00% W
0
©
~ -30,00% :
Fotoperiodo (h)
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medios de cultivo de iguales caracteristicas (Tabla 3.3) y se emf
calibracion de flavonoides, y polifenoles a partir de disoluciones patror

el capitulo 2 numeral 2.4.2.

GRUPOS ESFNR%%NEL%ACION ECC))SNFCCI)EQ(;R ACION
1A ALTA (+N) ATA G
2B ALTA (+N) BAJA (-P)
3C BAJA (-N) ALTA (+P)
4D BAJA (-N) BATA (D)

Tabla 3.3: Grupos formados para el andlisis de metabolitos secundarios.

3.2.1. Andlisis cuantitativo de flavonoides en Chlorella sp y Nai
oculata.

Para obtener la concentracion de flavonoides tanto de Chlorella sp.

Nannochloropsis oculata, se realizd una curva de calibracion utilizanc

guercetina.

3.2.1.1. Curvade calibracion de flavonoides en Chlorella <

Curva de calibracion de flavonoides
Patrén: quercetina
CONCEZIETLA‘CION ABSORBANCIA (415 nm)

175 0.31

100 0.152

50 0.052

25 0.027

0 0

Tabla 3.4: Resultados obtenidos de las soluciones patron para la curva de calibr
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CURVA DE CALIBRACION DE FLAVONOIDES y

=0.001
Chlorella sp. RZ = (
0,35 0,3
€ 03 4
[ =
1 0,25
<
< 0.2 0,152
> /
< 015
&2
o 0,1 O/y
2 0,05 0'&
0
0 50 100 150
CONCENTRACION mg/mL
Figura 3.5: Curva de calibracién de flavonoides en Chlorella sp.
GRUPO 1 (+N+P)
MEDIOS DE :
CULTIVO ABSORBANCIA |CONCENTRACION (m
1A 0.154
2B 0.159 ]
3C 0.157 ]
4D 0.172 ]
GRUPO 2 (+N-P)
MEDIOS DE )
CULTIVO ABSORBANCIA |CONCENTRACION (m
2A 0.07
1B 0.067
4C 0.07
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4B 0.042

1C 0.048

2D 0.039

GRUPO 4 (-N-P)

MEDIOS DE )
CULTIVO ABSORBANCIA CONCENTRACION (m
4A 0.038

3B 0.034

2C 0.037

1D 0.039

Tabla 3.5: Concentracién de flavonoides en Chlorella sp.

3.2.1.2. Curva de calibracion de flavonoides en Nal

oculata

Curva de calibracion de flavonoides

Patron: quercetina

CONCENTRACION mg/mL | ABSORBANCIA (415 nm)
700 0.951
350 0.431
175 0.205
100 0.111
50 0.059

Tabla 3.6: Resultados obtenidos de las soluciones patron para la curva de calibr

A partir de los datos obtenidos (Tabla 3.6), se grafico la curva de calibraci

y se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9977.
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ABSORBANCIA (450 nm)

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

CONCENTRACION (mg/mL)

. =0.0C
CURVA DE CALIBRACION DE FLAVONOIDES y R2 |
Nannochloropsis oculata
0,9
_~
0,431
0,205/
59U,.LJ..L =~
0 100 200 300 400 500 600 70

Figura 3.6: Curva de calibracion de flavonoides en Nannochloropsis oculatz

GRUPO 1 (+N+P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA |CONCENTRACION (
1A 0.068
2B 0.077
3C 0.069
4D 0.073
GRUPO 2 (+N-P)

MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA |CONCENTRACION (

2A

0.038

1B

0.035
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3A 0.029
4B 0.027
1C 0.025
2D 0.03
GRUPO 4 (-N-P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA |CONCENTRACION (
4A 0.02
3B 0.026
2C 0.023
1D 0.028

Tabla 3.7: Concentracién de flavonoides en Nannochloropsis oculata.

3.2.2. Andlisis cuantitativo de polifenoles en Chlorella sp. y Nai

oculata.

Para obtener la concentracion de polifenoles tanto de Chlorella sp.

Nannochloropsis oculata, se realiz6 una curva de calibracion sec

espectofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito en la metodologia, L

patron acido cafeico.

3.2.2.1. Curvade calibraciéon de polifenoles en Chlorella s

Curva de calibracién de polifenoles

Patréon: Ac. cafeico

CONCENTRACION (ppm)

ABSORBANCIA (650 nm)

0

0

5

0.084
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AD

CURVA DE CALIBRACION DE POLIFENOLES
Chlorella s y =0.0162x
P- R2=0.C
0,5
— 0,45
E o4
2 0,35
(-}
< 03
S 0,25 0:191
g 02 —e—
m 7
S Ofoli 0.08%
m Vi
< 0,05 _—
0
0 5 10 15 20
CONCENTRACION (p.p.m)

Figura 3.7: Curva de Calibracién de polifenoles en Chlorella sp.

GRUPO 1 (+N+P)

MEDIOS DE CULTIVO

ABSORBANCIA CONCENTRACION

1A 0.214
2B 0.213
3C 0.211
4D 0.208
GRUPO 2 (+N-P)

MEDIOS DE CULTIVO

ABSORBANCIA CONCENTRACION

2A 0.149
1B 0.151
4C 0.146
3D 0.152
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‘ 2D 0.11
GRUPO 4 (-N-P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA |CONCENTRACION
4N 0.078
3B 0.08
2C 0.079
1D 0.077

Tabla 3.9: Concentracion de polifenoles en Chlorella sp.

3.2.2.2. Curvade calibracion de polifenoles en Nannochlo

Curva de calibracion Polifenoles
Patron: Ac. cafeico

CONCENTRACION (ppm) | ABSORBANCIA (650 nm)
0 0

5 0.062

10 0.13

25 0.318

Tabla 3.10: Resultados obtenidos de las soluciones patron para la curva de calib

A partir de los datos obtenidos (Tabla 3.10), se graficé la curva de calibrac

y se obtuvo un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9997.

CURVA DE CALIBRACION DE POLIFENOLES
Nannochloropsis oculata y=0.0127x +
’ g R?=0.99
__ 035 0318
E 03 e
13_ 0,25
< 0,2
J 013
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GRUPO 1 (+N+P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA CONCENTRACION
1A 0.128
2B 0.114
3C 0.119
4D 0.121
GRUPO 2 (+N-P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA CONCENTRACION
2A 0.083
1B 0.088
4C 0.081
3D 0.09
GRUPO 3 (-N+P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA CONCENTRACION
3A 0.077
4B 0.078
1C 0.076
2D 0.075
GRUPO 4 (-N-P)
MEDIOS DE CULTIVO |ABSORBANCIA CONCENTRACION

4A

0.069
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3.2.3. Anadlisis

Nannochloropsis oculata
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cuantitativo d

e carotenoides

en Chlo

Para obtener la concentracién de carotenoides en las microalgas en estuc

procedimiento descrito en el capitulo 2 y con las lecturas obtenidas, se apl

formula:

Carotenoides (ug/g)= (E*v* 10°%) / (E* 1c»*100*p)

3.2.3.1.

(Rodriguez

Cuantificacion de carotenoides en Chlorella sp.

En la tabla 3.12 partiendo de izquierda a derecha se observa los siguient

medios de cultivo, absorbancia y concentracion de carotenoides.

GRUPO 1 (+N+P) GRUPO 2 (+N-
Msjl_?i/zlz ABSORBANCIA CONCI(E:,\'QT/QR)ACION MES&?ISVEE ABSORBANCIA
1A 0.681 17.53 2A 0.31
2B 0.65 16.73 1B 0.325
3C 0.696 17.92 4C 0.299
4D 0.634 16.32 3D 0.301

GRUPO 3 (-N+P) GRUPO 4 (-N-
MEELCT)?/EE ABSORBANCIA CONC'(EN'\'QTIS)AC'ON M(I:ESiCT)i/zE ABSORBANCIA
3A 0.41 10.55 4A 0,282
4B 0.436 11.22 3B 0,298
1C 0.453 11.66 2C 0,265
2D 0.5 12.87 1D 0,203

T Alla D 1. ™ A A s PR
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3.2.3.2. Cuantificacion de carotenoides en Nannochlorop:
GRUPO 1 (+N+P) GRUPO 2 (+N
MEDIOS DE ; MEDIOS DE
ABSORBANCIA | CONCENTRACION ABSORBANCIA
CULTIVO (ng/g) CULTIVO
1a 0.45 11.58| [2A 0.15¢
2B 0.433 11.15| [1B 0.14
3C 0.425 10.94| [4C 0.15:
4D 0.427 10.99| [3D 0.15¢
GRUPO 3 (-N+P) GRUPO 4 (-N-
MEDIOS DE ] MEDIOS DE
ABSORBANCIA | CONCENTRACION ABSORBANCIA
CULTIVO (ug/g) CULTIVO
32 0.342 88| [4A 0.13F
4B 0.329 8.47| |3B 0.12
1C 0.347 893| [2C 0.1
2D 0.337 8.67| [1D 0.13:

Tabla 3.13: Concentracion de carotenoides en Nannochloropsis oculata.

3.2.4. Resultados de ANOVA sobre la cuantificacion de flavona

Chlorella sp.
ANALISIS DE LA VARIANZA
Influencia de factores
L Prob >p .
Factores Significado _ sobre concentracion de
(0= 0.05) flavonoides.

G1 Nitrégeno 0.0003 v
G2 Fosforo 0.0011 v
G3 Organizacion de | 0.9563 X

medios de cultivo por

filas S
G1*G2 | Interaccidn de | 0.0016 v 5

nitrogeno y fésforo.
G1 *G3 | Interaccion de | 0.8986 X

nitrégeno y ubicacion
G2 *G3 | Interaccion de fésforo | 0.842 X

v 11thicacriAn
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ANALISIS DE LA VARIANZA

o Prob > p Influencia de facFQres
Factores Significado _ sobre concentracion de
(o= 0.05) fl .
avonoides.

G1 Nitrégeno <0.001 4
G2 Foésforo 0.0002 4
G31 Organizacion de | 0.3576 X

medios de cultivo por

columnas S
G1*G2 | Interaccién de | 0.0002 v

nitrogeno y fésforo.
G1 * G31 | Interaccion de | 0.2601 X

nitrégeno y ubicacion
G2 * G31 | Interaccion de fésforo | 0.5851 X

y ubicacion

Tabla 3.15: ANOVA entre nitrogeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por columnas ¢

ANALISIS DE LA VARIANZA

Influencia de factores sobre

Factores Significado Prfb > P concentracion de
(o= 0.05) fl i
avonoides.
Gl Nitrégeno 1.13498e - v
012
G2 Fosforo 1.1735e - v S
010 ‘
G1*G2 | Interaccion de | 5.6008e - v ‘
nitrégeno y | 010
fosforo.

Tabla 3.16: ANOVA entre nitrogeno y fosforo en Chlorella sp.

v' Grafico de interaccién entre nitrdgeno y fésforo en la determine
flavonoides en Chlorella sp.

Representacion:

X1-> Nitrogeno X2-> Fosforo

Linea continua azul (— ) X1=0 : | Linea continua azul (—) Xz

concentracion BAJA de nitrégeno concentracion BAJA de fosfc

Linea entrecortada (- - -) X1=1:| Linea entrecortada (- - -)
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C

0 1

1100 X1=0
x1=1

180

160

- 40
100 - X2=0
x2=1

80 |

X2

60

0 1

Figura 3.9: Gréfico de Interaccion Chlorella sp.

En la figura 3.9 se pueden observar dos casos correspondientes a X1 y X2:

a) Primer caso:

v" Nitr6geno constante en su nivel bajo (-N):

N [-P
‘N |[+P

Aparentemente al mantener la concentracion baja de nitrogeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion final

sube de aproximadamente 37 a 40 mg/mL.

v" Nitrégeno constante en su nivel alto (+N):

+N [-P
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b) Segundo caso:

v' F6sforo constante en su nivel bajo (-P):

P |[-N
P |[+N

Al mantener la concentracion baja de fosforo y variar las concentraciones ¢
nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de flavonoides sube de aproxir
37 a 53 mg/mL.

v' F6sforo constante en su nivel alto (+P):

+P [ -N
+P | +N

Al mantener la concentracién alta de fosforo y variar las concentraciones ¢
nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de flavonoides sube de aproxi
a 102 mg/mL.

En ambos casos las pendientes respectivas a X1 y X2 (figura 4.12) al nc
indica que si existe interaccion entre ellas; es decir la concentracion final

depende de las concentraciones tanto de nitrdgeno como de fosforo.

3.2.5. Resultados de ANOVA sobre la cuantificacion de polifen:

Chlorella sp.
ANALISIS DE LA VARIANZA
Influencia de factores
. Prob >p .
Factores Significado _ sobre concentracion de
(a=0.05) :
polifenoles

Gl Nitrégeno < 0,001 v
G2 Fosforo 0.0001 v
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ANALISIS DE LA VARIANZA

o Prob > p Influencia de fac?ores
Factores Significado _ sobre concentracion de
(a= 0.05) :
polifenoles
G1 Nitrégeno <0.001 v
G2 Foésforo <0.001 v
G31 Organizacion de | 0.1797 X
medios de cultivo por
columnas S
G1*G2 | Interaccién de | 0.0002 v |
nitrogeno y fésforo.
G1 * G31 | Interaccion de | 0.1079 X
nitrégeno y ubicacion
G2 * G31 | Interaccion de fosforo | 0.6884 X
y ubicacion
Tabla 3.19: ANOVA entre nitrogeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por columna:s
ANALISIS DE LA VARIANZA
Influencia de factores
o Prob >p .
Factores Significado _ sobre concentracién de
(a= 0.05) :
polifenoles
Gl Nitrégeno 1.05758e - v
017
G2 Fosforo 1.52103e - v S
014 <
G1*G2 | Interaccidn de | 8.77307e - v ’
nitrégeno y | 009
fosforo.
Tabla 3.20: ANOVA entre nitrogeno y fosforo en Chlorella sp.

v' Gréfico de interaccion entre nitrégeno y fosforo en la determine
polifenoles en Chlorella sp.

X1

112

X1=0
X1=1
110
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En la figura 3.10 se pueden observar dos casos correspondientes a X1 y X:

a) Primer caso:

v" Nitrégeno constante en su nivel bajo (-N):

N [-P
N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion baja de nitrégeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion final

sube de aproximadamente 4 a 6 ppm.

v" Nitrégeno constante en su nivel alto (+N):

+N | -P
+N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion alta  de nitrégeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion final

sube de aproximadamente 8 a 12 ppm.

b) Segundo caso:

v' Fésforo constante en su nivel bajo (-P):

P [-N
P [ +N

Aparentemente al mantener la concentracion baja de fosforo y variar las ¢
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de polife

aproximadamente de 4 a 8 ppm.

4 A Al v~ Amtmmtemimnt~N ~tn ~11 tmrvarmsl AlE~N 71 D)\
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3.2.6. Resultados de la cuantificacion de carotenoides en Chlol

ANALISIS DE LA VARIANZA

o Prob > p Influencia de facygres
Factores Significado _ sobre concentracion de
(a=0.05) :
carotenoides

Gl Nitrégeno 0.0105 v
G2 Fosforo 0.0013 v S
G3 Organizacion de | 0.9285 X ‘

medios de cultivo por

filas
G1*G2 | Interaccion de | 0.0345 v

nitrégeno y fésforo.
G1*G3 | Interaccion de | 0.9439 X

nitrégeno y ubicacion
G2 *G3 | Interaccion de fosforo | 0.6094 X

y ubicacion

Tabla 3.21: ANOVA entre nitrdgeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por filas el

ANALISIS DE LA VARIANZA

Influencia de factores

Factores Significado Prfb > D sobre concentracion de
(a= 0.05) :
carotenoides

G1 Nitrégeno 0.0083 v
G2 Fosforo 0.001 v
G31 Organizacion de | 0.9089 X

medios de cultivo por

columnas Q
G1*G2 | Interaccién de | 0.0278 v ;

nitrogeno y fésforo.
G1 * G31 | Interaccion de | 0.6058 X

nitrégeno y ubicacion
G2 * G31 | Interaccién de fésforo | 0.7457 X

y ubicacion

Tabla 3.22: ANOVA entre nitrégeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por columnas

ANALISIS DE LA VARIANZA

Influencia de factores sobre
L Prob >p .
Factores Significado _ concentracion de
(o= 0.05) .
carotenoides
G1 Nitrégeno < 0.001 v
eV EA<faro < 0O 001 v N
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v' Grafico de interaccién entre nitrogeno y fésforo en la determine

carotenoides en Chlorella sp.

X1 -
16 -
14 -
12 X2
10+
| ——
0 1

116
114
112
110

X1
X1

X2
X2

Figura 3.11: Grafico de interaccion Chlorella sp.

En la figura 3.11 se pueden observar dos casos correspondientes a X1 y X:

a) Primer caso:

v" Nitrégeno constante en su nivel bajo (-N):

-N

P

-N

+P

Al mantener la concentracién baja de nitrogeno y variar las concentracione

nivel bajo a nivel alto la concentracion final de carotenoides sube de aproxit

11 mg/mL.

v" Nitrégeno constante en su nivel alto (+N):
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b) Segundo caso:

v' F6sforo constante en su nivel bajo (-P):

P [-N
P | +N

Aparentemente al mantener la concentracion baja de fosforo y variar las ¢
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de caroter

aproximadamente de 6 a 8 mg/mL.

v' F6sforo constante en su nivel alto (+P):

+P [ -N
+P | +N

Aparentemente al mantener la concentracion alta de fosforo y variar las ¢
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de caroter

aproximadamente 11 a 17 mg/mL.

3.2.7. Resultados de la cuantificacion de flavonoides en Nanno

oculata.
ANALISIS DE LA VARIANZA
Influencia de factores
L Prob >p .
Factores Significado _ sobre concentracién de
(a= 0.05) flavonoides.

G1 Nitrégeno 0.0009 v
G2 Fosforo 0.004 v
G3 Organizacion de | 0.431 X

medios de cultivo por

filas S
G1*G2 | Interaccién de | 0.0076 v

nitrogeno y fésforo.
G1*G3 | Interaccion de | 0.9758 X

nitrdgeno y ubicacion
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ANALISIS DE LA VARIANZA

o Prob > p Influencia de fac't(,)res
Factores Significado _ sobre concentracion de
(a= 0.05) fl .
avonoides

G1 Nitrégeno 0.0005 v
G2 Fosforo 0.0022 v
G31 Organizacion de | 0.5641 X

medios de cultivo por

columnas S
G1*G2 | Interaccién de | 0.0042 v

nitrogeno y fésforo.
G1 * G31 | Interaccion de | 0.5003 X

nitrégeno y ubicacion
G2 * G31 | Interaccion de fosforo | 0.3561 X

y ubicacion

Tabla 3.25: ANOVA entre nitrégeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por co

Nannochloropsis oculata.

ANALISIS DE LA VARIANZA
o Prob > p Influencia de facFores sobre
Factores Significado _ concentracion de
(a=0.05) flavonoides
Gl Nitrogeno 1.91579%e - v
009
G2 Fosforo 6.86308e - v S
007 ‘
G1*G2 | Interaccion de | 6.81217e - v ‘
nitrégeno y | 006
fosforo.

Tabla 3.26: ANOVA entre nitrégeno y fosforo en Nannochloropsis oculata

v' Grafico de interaccién entre nitrdgeno y fésforo en la determine
flavonoides en Nannochloropsis oculata

X1=0
60 X1=1

X1 - 50

40
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En la figura 3.12 se pueden observar dos casos correspondientes a X1 y X:

a) Primer caso:

v" Nitrégeno constante en su nivel bajo (-N):

N [-P
N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion baja de nitrdgeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion final

sube de aproximadamente 33 a 36 mg/mL.

v" Nitrégeno constante en su nivel alto (+N):

+N |[-P
N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion alta de nitrégeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion final

sube de aproximadamente 44 a 67 mg/mL.

b) Segundo caso:

v' Fésforo constante en su nivel bajo (-P):

P [-N
P | +N

Aparentemente al mantener la concentracion baja de fésforo y variar las c
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de flavon

aproximadamente de 33 a 44 mg/mL.
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Aparentemente al mantener la concentracion alta de fosforo y variar las ¢

de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de flavon

aproximadamente 35 a 67 mg/mL.

3.2.8. Resultados de la cuantificacion de polifenoles en Nai

oculata;

ANALISIS DE LA VARIANZA

Influencia de factores

Factores Significado Prfb > P sobre concentracién de
(a=0.05) :
polifenoles
G1 Nitrégeno 0.0011 v
G2 Fosforo 0.0031 v
G3 Organizacion de | 0.8432 X
medios de cultivo por
filas Sy
G1*G2 | Interaccion de | 0.0115 v .
nitrégeno y fésforo. |
G1 *G3 | Interaccion de | 0.7064 X
nitrégeno y ubicacion
G2 *G3 | Interaccion de fésforo | 0.6798 X

y ubicacion

Tabla 3.27: ANOVA entre nitrégeno

oculata

, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por filas en |

ANALISIS DE LA VARIANZA

Influencia de factores

Factores Significado Prfb > P sobre concentracion de
(a= 0.05) :
polifenoles

G1 Nitrégeno 0.0003 v
G2 Fosforo 0.0007 4
G31l Organizacion de | 0.3856 X

medios de cultivo por

columnas S
G1* G2 | Interaccion de | 0.0028 v |

nitrogeno y fésforo.
G1 * G31 | Interaccion de | 0.2316 X

nitrégeno y ubicacion
G2 * G31 | Interaccion de fésforo | 0.4115 X

y ubicacion
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ANALISIS DE LA VARIANZA

o Prob > p Influencia de facf[ores
Factores Significado _ sobre concentracién de
(a= 0.05) :
polifenoles
G1 Nitrégeno 1.54705e - v
009
G2 Fosforo 8.09025e - v S
008 <
G1*G2 | Interaccién de | 9.6196e - v ‘
nitrégeno y | 006
fosforo.

Tabla 3.29: ANOVA entre nitrégeno y fosforo en Nannochloropsis oculata

v' Gréafico de interaccién entre nitrégeno y fosforo en la dete
polifenoles en Nannochloropsis oculata

0 1
lo X1=0
X1=1
18
X1
17
/ 16
9k X2=0
X2=1
8t
X2
7k
6- /
0 1

Figura 3.13: Gréfico de interaccion Nannochloropsis oculata.

En la figura 3.13 se pueden observar dos casos correspondientes a X1 y X:

a) Primer caso:

v" Nitrégeno constante en su nivel bajo (-N):
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v" Nitr6geno constante en su nivel alto (+N):

+N |[-P
+N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion alta de nitrogeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion fina

sube de aproximadamente 6 a 9 ppm.

b) Segundo caso:

v' F6sforo constante en su nivel bajo (-P):

P [-N
P |[+N

Aparentemente al mantener la concentracion baja de fosforo y variar las ¢
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de polife

aproximadamente de 5 a 6 ppm.

v' F6sforo constante en su nivel alto (+P):

+P [ -N
+P | +N

Aparentemente al mantener la concentracion alta de fosforo y variar las ¢
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de polife

aproximadamente 6 a 9 ppm.

3.2.9. Resultados de la cuantificacion de carotenoides en Nann

oculata

= e b o e o= 8 R % R R e 2 R B 2 e m
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nitrogeno y fésforo.

G1*G3 Interaccion de | 0.5269 X
nitrégeno y ubicacion
G2 *G3 Interaccion de fosforo | 0.6856 X

y ubicacion

Tabla 3.30: ANOVA entre nitrégeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por filas en |

oculata.

ANALISIS DE LA VARIANZA

o Prob > p Influencia de facf[(’)res
Factores Significado _ sobre concentracion de
(a= 0.05) :
carotenoides

Gl Nitrégeno 0.0007 v
G2 Fosforo <0.001 v
G31 Organizacion de | 0.5989 X

medios de cultivo por

columnas c
G1*G2 | Interaccién de | 0.003 v ;

nitrogeno y fésforo.
G1 * G31 | Interaccion de | 0.9627 X

nitrdgeno y ubicacion
G2 * G31 | Interaccion de fésforo | 0.3371 X

y ubicacion

Tabla 3.31: ANOVA entre nitrégeno, fésforo y ubicacion de medios de cultivo por co

Nannochloropsis oculata.

ANALISIS DE LA VARIANZA

Factores | Significado Prob > p | Influencia de factores sobre | Cc
(a= 0.05) concentracion de
carotenoides
Gl Nitrogeno 2.55794e - v
009
G2 Fosforo 1.36806e - v S
016 ‘
G1*G2 | Interaccion de | 6.40908e - v ‘
nitrégeno y | 007
fosforo.

Tabla 3.32: ANOVA entre nitrégeno y fésforo en Nannochloropsis oculata.

v' Gréfico de interaccién entre nitrégeno y fosforo en la determine
carotenoides en Nannochloropsis oculata
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X1=0
110 X1=1

X1

X2=0
10 1 X2=1

X2

0 1

Figura 3.14: Grafico de interaccion Nannochloropsis oculata.

En la figura 3.14 se pueden observar dos casos correspondientes a X1 y X:

a) Primer caso:

v" Nitrégeno constante en su nivel bajo (-N):

N [-P
N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion baja de nitrdgeno
concentraciones de fosforo de nivel bajo a nivel alto la concentracion final

sube de aproximadamente 3 a 4 mg/mL.

v" Nitrégeno constante en su nivel alto (+N):

+N | -P
+N | +P

Aparentemente al mantener la concentracion alta  de nitrégeno
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P [+N

Aparentemente al mantener la concentracion baja de fosforo y variar las c
de nitrogeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de polife

aproximadamente de 3 a 4 mg/mL.

v' F6sforo constante en su nivel alto (+P):

+P | -N
+P | +N

Aparentemente al mantener la concentracion alta de fosforo y variar las ¢
de nitrégeno de nivel bajo a nivel alto, la concentracion final de polife

aproximadamente 8 a 11 mg/mL.

3.3. Discusién

Uno de los factores importantes en el crecimiento microalgal es el foto-|
diferente para cada especie microalgal. En el presente estudio se encc
crecimiento celular de Chlorella sp y Nannochloropsis oculata, cuando se
periodo de 14/10 y 10/14 horas luz/oscuridad respectivamente en compe
cultivos expuestos a otros foto-periodos. Esto concuerda con las
realizadas por Fernandez y colaboradores (2013), porque demuestran
produccion de biomasa en cultivos de Chlorella sp., se obtuvo con el fotc
horas luz/oscuridad con una concentracion de células por mililitro superior
15/9 vy 18/6 horas luz/oscuridad en los cuales se present6 declinacion ce
punto de saturacion de luz. En el caso de Nannochloropsis ocul
colaboradores (2013), demuestran una mejora significativa en cuanto a la
en periodos de oscuridad; es por ello que se encontré una mayor densidad

el fotoperiodo 10/14 horas luz/oscuridad en el presente estudio.
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el magnesio forman parte de la clorofila, por lo tanto es el responsal
microalgas aparezcan de color verde y un exceso de nitrégeno se refleja

de la coloracion verde.

Partiendo de que el crecimiento y produccion de metabolitos secundarios ¢
proporcion y disponibilidad de los constituyentes bioquimicos de las microe
el nitrégeno y fosforo tal como lo demuestran Angulo y colaboradores (-
determinar que la escasa concentracion de nitratos y fosfatos en los me
empleados, limité la productividad de flavonoides, polifenoles y caroten
Chlorella sp. como de Nannochloropsis oculata, lo cual sugiere que a que &
nitrogeno y fosforo disponibles se asimilan, cuando éstos se agotan, el crec
decrece ocasionando una menor productividad microalgal y en ocasio

celular.

En la segunda parte de este estudio, se muestra que la producciéon
metabolitos secundarios varid entre las dos especies estudiadas. Sin em|
los casos se gener0 mayor produccion de metabolitos secunds
concentraciones de nitrégeno y fosforo. Esto puede atribuirse a dos factor
como son la especie de microalga y la concentracién de nutrientes er
concuerda con los estudios realizados por Gonzales (2010) en el cual de
deficiencia de nitrogeno y fosforo tiene un efecto negativo en el crecimien
ende en la produccion de sus metabolitos. Es asi que la concentraci
flavonoides alcanzada en los cultivos con alta concentracion de nitroger
Chlorella sp. fue de 102,3 mg/mL, mientras que de Nannochloropsis ocul
mg/mL, de igual manera sucede con la concentracion de polifenoles y cart
cual Chlorella sp. produce 12,1 ppm y 17,1 mg/mL respectivamente
Nannochloropsis oculata produce 9,4 ppm de polifenoles y 11,1 mg/mL d

Re<ctiltando asi Chlorella s como Ia microalda de mavor bprodiictiv
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oculata presenté concentraciones de 33,1 y 3,3 mg/mL de flavonoides
respectivamente. Respecto a la concentracion de polifenoles, Nannochlc
presentd 5,4 ppm mientras que Chlorella sp. presentd 3,9 ppm. Esto ¢
Chlorella sp. a pesar de las condiciones de estrés de nutrientes, produce |
de flavonoides y carotenoides que Nannochloropsis oculata. Esto conc
estudios realizados por Tinoco y colaboradores (2016) en el cual indican g
de nutrientes tiene un efecto negativo sobre Nannochloropsis oculata m:
Chlorella sp. Respecto a la concentracion de polifenoles, al ser la variacio

ambas microalgas no representa un punto favorable para Nannochloropsis

En la concentracion de flavonoides y polifenoles tanto de Chlorella
Nannochloropsis oculata, el nitrogeno es el que mas influye en dicha conc
sugiere que el nitrégeno es el nutriente clave en los medios de cultivo ya
formar parte de la composicion bioquimica de las microalgas, estimula
flavonoides y polifenoles. Respecto al fésforo, a mas de ser importante el
metabolitos secundarios, se pudo demostrar su influencia predominante el
carotenoides en las dos microalgas estudiadas, con lo cual se puede consi
como el mejor estimulador a la acumulacién de lipidos neutros no pol

carotenoides.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

4.1. CONCLUSIONES:

» Con el fin de mejorar el crecimiento de las microalgas y por ende |
de metabolitos secundarios a escala de laboratorio, se logré est:
periodo Optimo para cada una de las especies cultivadas; siendo el
un periodo de 14 horas de luz y 10 horas de oscuridad para
Chlorella sp. y dia séptimo con un periodo de 10h de luz y 14h de «

Nannochloropsis oculata.

» Se logré comprobar el establecimiento adecuado de los parametro
dentro del disefio experimental propuesto, comprobandose que la
los medios de cultivo de manera horizontal como vertical en el est
para el estudio de los mismos, no influyd en la concentracion final
secundarios, lo cual corrobora que la homogeneidad de condiciong
colocar los medios de cultivo en el estante fue correcta y

significativos para estudios posteriores.

» El contenido de flavonoides, polifenoles y carotenoides de (
Nannochloropsis oculata se redujo significativamente en los medios
nitrogeno y fosforo limitados, mientras que en los medios en
nitrogeno y fosforo, resultd en una elevacion significativa del
metabolitos secundarios estudiados, siendo en ambas especies
nutriente que mas limita la produccién de flavonoides y polifenoles
nutriente que mas limita la produccién de carotenoides. Este resulta

investigado en la literatura respecto al rol de estos elementos en
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estrategia eficaz para optimizar el contenido de metabolitos s

Chlorella sp y Nannochloropsis oculata.
4.2. RECOMENDACIONES:

Se recomienda continuar el estudio, determinando la actividad antio
metabolitos investigados, con el objetivo de establecer una linea bast
resulten posibles opciones viables de tratamiento. Asi también determinar
los nutrientes nitrogeno y fosforo, sobre la sintesis de otros metabolitc
presentes en Chlorella sp. y Nannochloropsis oculata con el objeti
producciéon de las microalgas y por ende una mayor obtencién de s

secundarios.
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ANEXOS
ANEXO A: Medios de cultivo para Chlorella sp. y Nannochloropsis ocu

ANEXO A-1: Medio de cultivo WC

SOLUCION DE SALES INORGANICAS:

Soluciones stock de sales inorganicas:

1. Preparar por separado y en la cantidad necesaria cada una de

soluciones, segun la siguiente tabla.

Componente Solucion stock
(g* L™ dH,0)
CuSO,5H,0 10.0
ZnS0O,7H,0 22.0
CoCly6H,0 10.0
MnCl,4H,0 180.0
Na,MoO,2H,0 6.0

2. Colocar en frascos de polietileno de tapa rosca y etiquetar.

3. Almacenar en refrigeracion. .

SOLUCION DE VITAMINAS

Soluciones stock de vitaminas:
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Componente Solucién stock
(g* L™ dH;0)
Biotinina ( Vitamina H) 0.5
CianocobalaminaBi, 0.5

2. Filtrar y esterilizar al vacio y bajo campana.
3. Colocar en frascos de vidrio tapa rosca, etiquetar, almacenar en

fuera del alcance de la luz.

Solucion stock WC:

1. Preparar por separado y en la cantidad necesaria cada una de

soluciones, segun la siguiente tabla.

Componente | Solucion stock
(g* L™ dH0)
NaNO; 85.01

Ca Cl,2H,0 36.76
MgSO,7H,0 | 36.97

NaHCO; 12.60
NazsingHzO 28.42
KoHPO, 8.71

2. Colocar en frascos de vidrio tapa rosca, etiquetar y almacenar

ambiente (Ledn Tamariz, 2009).

ANEXO A-2: Medio de cultivo F/2 Guillard



ERUOT0 pessinmy

UNIVERSIDAD DE CUENCA.

rous
UNVERSIDAD DE CUE!

NC/

Solucién stock

Para preparar, comenzar con 950 mL de agua destilada y afnadi
componentes. El oligoelemento y soluciones de vitaminas se agregan |

Llevar el volumen final a 1 litro con agua destilada. Autoclavar.

Componente Solucion stock | Cantidad Concentraci
(g* L* dH,0) | usada el medio (M

NaNO; 75 1 mL 8.83 x 107

NaH,PO, - H,O 5 1mL 3.63x 107 |

Na,SiO; - 9H,O* 30 1 mL 1.07 x 10™ |

Solucion traza de metales f/2 1 mL -

Solucién de vitaminas /2 0.5mL -

Para preparar 500 mL de medio de cultivo se utilizé la mitad de la cantidad
Solucién de sales inorgéanicas para medio F/2

En 950 mL de agua, se disuelve el EDTA y otros componentes. Llevar el vc

litro con agua.

Componente Solucién Cantidad Concentracion |
stock (g* L™ |usada medio (M)
dH,0)

FeCl; - 6H,0 - 3.15¢g 1x10°M

Na,EDTA - 2H,0 - 4,36 ¢ 1x10°M

MnCl, - 4H,0 180 1 mL 9x10"M

ZnS0, - 7TH,0O 22 1mL 8x 10° M

CoCl, - 6H,0 10 1 mL 5x10°M

Cu<oO., . BH-O 098 1 ml Ax 108 M



Solucidén de vitamina F/2

En 950 mL de agua, disolver la tiamina. HCI, y afiadir 1 mL de las accione

ajusta el volumen final a 1 litro con agua destilada. Filtrar y almacenar en el

Componente Solucién  stock | Concentracion Ca
(g* L™ dH,0) molar en el medio | us
Tiamina - HCI - 2.96x 10" M 20
Biotina (Vitamina H) 1.0 2.05x 10° M 1r
Vitamina B12 | 1.0 3.69x 10 M 1

(cianocobalamina)

La solucién de vitamina se adiciona bajo cabina

ANEXO B: Acondicionamiento y observacion de los cultivos de microe
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¢

Células de Nannochloropsis oculata; Fresco; 40X; D. Lucero; CAMARA BENQ 10

ANEXO C: Preparacion del reactivo de Folin-Ciocalteu.

Disolver 10g de Tungstato de sodio y 2,5g de Molibdato de sodio en 7
Afadir 5 mL de acido fosforico al 85% y 10 mL de HCI concentrado. Ref
horas. Agregar 15g de Sulfato de litio, 5 mL de agua y una gota de Bromo.
15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente y llevar a 100mL con agua d
Rodriguez & Jiménez Herraez, 2014).
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ANEXO D: Recuento celular de Chlorella sp. y Nannochloropsis oculata en camara de Neubauer.

Tiempo de

N° de estante | exposiciona Tempfratura N° de balon o
i ('0) 1 2 3 6 7 8 9 10 1 3
1 1623.33333 4.660.000,00 6.450.000,00 |  15.523.333,33 16.593.333,33 | 18.436.666,67 20.976.666,67 21.506.666,67 20.813.333,33 19.293.333,33
Estante 1 10 335 2| 23333333 4.476.666,67 7.756.666,67 | 15.700.000,00 16.663.333,33 |  16.506.666,67 15.200.000,00 14.220.000,00 15.273.333,33 15.553.333,33
3| 193333333 479333333| 6.776.666,67 | 1594333333 17.986.666,67 | 19.850.000,00 [  20.936.666,67 |  21.113.333,33 20.106.666,67 20.053.333,33
4 235000000 | 5.336.666,67 | 6.580.00000| 15.543.333,33 12.920.000,00 | 11.613.333,33 | 13.416.666,67 |  12.436.666,67 8.693.333,33 12.140.000,00
5 320000000 5.990.000,00|  9.120.000,00 | 18.780.000,00 17.953.333,33 | 20.180.000,00 |  21.586.666,67 |  20.876.666,67 18.866.666,67 18.906.666,67
Estante 2 D w3 6| 3313.33333| 722000000 9.553.33333| 12.626.666,67 13.280.000,00 | 12.620.000,00 | 13.043.333,33 |  11.296.666,67 9.986.666,67 5.126.666,67
7| 3396.66667 | 6.880.00000| 9.206.666,67 | 21.500.000,00 19.636.666,67 | 22.826.666,67 |  24.956.666,67 |  27.200.000,00 26.646.666,67 22.740.000,00
8| 3.266.666,67| 8533.33333| 9.453.333,33| 13.706.666,67 15.830.000,00 | 12.506.666,67 | 13.830.000,00 |  12.293.33333 14.953.333,33 12.653.333,33
9| 4.576.666,67 | 11.156.666,67 | 13.913.333,33| 25.980.000,00 21.226.666,67 | 25.193.333,33 |  28.906.666,67 |  26.966.666,67 24.826.666,67 24.626.666,67

Estante 3 1 335 10] 2.970.000,00 | 11.336.666,67 | 12.620.000,00 |  13.416.666,67 14.156.666,67 | 12.303.333,33 | 1511333333 |  14.490.000,00 13.020.000,00 11.846.666,67
11| 450333333 | 12.863.33333| 13.260.000,00| 16.120.000,00 17.070.000,00 |  20.706.666,67 |  22.550.000,00 |  20.890.000,00 19.646.666,67 18.373.333,33
12[ 406333333 11.150.000,00 | 12.343.333,33 | 14.300.000,00 14.163.333,33 | 14.356.666,67 | 13.653.333,33 |  12.250.000,00 11.626.666,67 14.160.000,00
13| 3.653.33333 | 13.326.666,67 | 12.363.333,33 | 14.083.33333 14.040.000,00 | 1285333333 | 1251333333 | 10.863.333,33 9.100.000,00 9.260.000,00
Estante 4 T 3137 14[ 477333333 | 13.146.666,67 | 15.380.000,00 | 14.830.000,00 1479333333 | 13.883.333,33| 13570.00000| 12.113.33333 14.253.333,33 12.420.000,00
15 3.560.000,00 | 13.853.333,33 | 12.673.333,33| 13.783.33333 14.043.333,33 | 12.466.666,67 | 11.173333,33 |  12.680.000,00 11.100.000,00 10.466.666,67
16| 4520.000,00 | 13.570.000,00 | 15.660.000,00 |  16.820.000,00 15.726.666,67 | 13.576.666,67 |  15306.666,67 |  19.580.000,00 19.320.000,00 17.386.666,67

Resultados del recuento celular de Chlorella sp. en camara de Neubauer.
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N° de estante elm::?o:ea Temp°e fatura N° de balon o
iz (0 1 2 3 4 6 7 8 9 10 1 13

1| 7.233.33333 | 8.710.000,00 | 11.310.000,00 11.566.666,67 | 15.180.000,00 | 15.096.666,67 | 15.873.333,33 | 14.123.333,33 | 12.893.333,33 | 10.450.000,00 | 7.653.333,33

Estante 1 10 3.35 2| 7.803.33333 | 9.453.333,33 | 10.830.000,00 11.583.333,33 | 14.673.333,33 | 15.716.666,67 | 17.050.000,00 | 14.363.333,33 | 12.813.333,33 | 10.203.333,33 | 7.700.000,00
3| 7.550.000,00 | 9.123.333,33 | 11.233.333,33 11.800.000,00 | 14.800.000,00 | 15.346.666,67 | 16.003.333,33 | 14.216.666,67 | 12.733.333,33 | 9.613.333,33 | 7.140.000,00
41 7.960.000,00 | 9.363.333,33 | 11.003.333,33 10.506.666,67 | 16.180.000,00 | 15.776.666,67 | 16.816.666,67 | 14.130.000,00 | 12.720.000,00 | 10.246.666,67 | 7.543.333,33
5| 843333333 | 9.736.666,67 | 10.426.666,67 |  11.723.333,33 | 13.773.333,33 | 15.263.333,33 | 11.643.333,33 | 10.206.666,67 | 8.930.000,00 | 7.780.000,00 | 6.310.000,00

Estante 2 D 137 6| 8.160.000,00 | 10.176.666,67 | 10.516.666,67 |  12.830.000,00 | 14.940.000,00 | 15.913.333,33 | 12.316.666,67 | 10.403.33333 | 9.190.000,00 | 8.140.000,00 | 6.003.333,33
7| 7.663.333,33 [ 9.680.000,00 [ 11.316.666,67 |  12.146.666,67 | 14.110.000,00 | 15.206.666,67 | 12.026.666,67 | 9.846.666,67 | 9.000.000,00 | 7.670.000,00 | 5.970.000,00
8| 8.870.000,00 | 10.266.666,67 | 10.886.666,67 12.606.666,67 | 14.756.666,67 | 15.193.333,33 | 12.526.666,67 | 10.773.333,33 | 9.066.666,67 | 7.890.000,00 | 6.323.33333
9| 11.176.666,67 | 12.173.333,33 | 10.316.666,67 11.993.333,33 | 15.176.666,67 | 14.550.000,00 | 11.733.333,33 | 9.870.000,00 | 7.736.666,67 | 7.160.000,00 | 5.590.000,00

Estante 3 1 3335 10] 11.713.333,33 | 11.460.000,00 | 11.746.666,67 |  12.596.666,67 | 14.713.333,33 | 15.346.666,67 | 12.216.666,67 | 9.596.666,67 | 8.193.333,33 | 7.233.333,33 | 5.630.000,00

11] 11.786.666,67 | 12.250.000,00 | 11.063.333,33 |  12.376.666,67 | 14.916.666,67 | 15.160.000,00 | 11.883.333,33 | 9.326.666,67 | 7.823.333,33 | 7.006.666,67 | 5.653.333,33

12| 11.273.333,33 | 12.606.666,67 | 11.740.000,00 |  11.933.333,33 | 15.103.333,33 | 14.666.666,67 | 12.150.000,00 | 9.523.333,33 | 7.896.666,67 | 6.673.333,33 | 5.673.333,33

13| 8.740.000,00 | 11.776.666,67 | 10.750.000,00 |  13.393.333,33 | 14.880.000,00 | 13.856.666,67 | 12.640.000,00 | 9.173.333,33 | 9.143.333,33 | 7.203.333,33 | 5.506.666,67

Estante 4 1% 3137 14] 8.893.333,33 | 11.116.666,67 | 12.310.000,00 |  12.773.333,33 | 15.503.333,33 | 13.183.333,33 | 12.416.666,67 | 9.350.000,00 | 8.636.666,67 | 7.520.000,00 | 5.556.666,67

15| 9.233.333,33 | 11.480.000,00 | 11.720.000,00 |  11.956.666,67 | 14.380.000,00 | 13.533.333,33 | 11.710.000,00 | 9.283.333,33 | 9.290.000,00 | 7.476.666,67 | 5.680.000,00

16] 10.796.666,67 | 11.480.000,00 | 12.530.000,00 |  12.210.000,00 | 14.433.333,33 | 13.350.000,00 | 12.390.000,00 | 8.826.666,67 | 8.890.000,00 | 6.800.000,00 | 5.553.333,33

Resultados del recuento celular de Nannochloropsis oculata en caAmara de Neubauer.
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ANEXO E: Determinacion de latasa de crecimiento geométrico para Chlorella sp. y Nannochloropsis oculata.

s, UNIVERSIDAD DE CUENCA.

. Tempoce | v peratura | CALCULO DE LA TASA DE CRECIMIENTO
N° de estante | exposiciona (0 N° de balon ) » ; 2 " "
luz
1 1,87 0,38 0,34 0,07 0,11 0,14 0,03 -0,03 -0,04
Estante 1 0 235 2 0,93 0,73 0,26 0,06 -0,01 -0,08 -0,06 0,07 0,01
3 1,48 0,41 0,33 0,13 0,10 0,05 0,01 -0,05 0,00
4 1,27 0,23 0,33 -0,17 -0,10 0,16 -0,07 -0,30 0,18
5 0,87 0,52 0,27 -0,04 0,12 0,07 -0,03 -0,10 0,00
e 0 037 6 1,18 0,32 0,10 0,05 -0,05 0,03 -0,13 0,12 -0,28
7 1,03 0,34 0,33 -0,09 0,16 0,09 0,09 -0,02 -0,08
8 161 0,11 0,13 0,15 -0,21 0,11 0,11 0,22 -0,08
9 1,44 0,25 0,23 -0,18 0,19 0,15 -0,07 -0,08 0,00
PR y 335 10 2,82 0,11 0,02 0,06 -0,13 0,23 -0,04 -0,10 -0,05
11 1,86 0,03 0,07 0,06 0,21 0,09 -0,07 -0,06 -0,03
12 1,74 0,11 0,05 -0,01 0,01 -0,05 -0,10 -0,05 0,10
13 2,65 -0,07 0,04 0,00 -0,08 -0,03 -0,13 -0,16 0,01
Estante 4 6 037 14 1,75 0,17 -0,01 0,00 -0,06 -0,02 0,11 0,18 -0,07
15 2,89 -0,09 0,03 0,02 0,11 -0,10 0,13 0,12 -0,03
16 2,00 0,15 0,02 -0,07 -0,14 0,13 0,28 -0,01 -0,05

Diana Elizabeth Lucero Criollo
Lorena Siavichay Gémez

Célculo de la tasa de crecimiento de Chlorella sp.
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N° de Tiempo de ) CALCULO DE LA TASA DE CRECIMIENTO
exposicién a Temperatura | N°de
estante luz artificial (°C) balon |1 2 3 4 6 7 8 9 10 11
(hrs)

1 020 0,30 0,02 |0,15 |-0,01|0,05 |-0,11 [-0,09 |-0,19 |-0,14

Eetante 1 10 33.35 2 021 |o0,15 |0,07 0,13 |0,07 |0,08 |-0,16 |-0,11 [-0,20 |-0,13
3 021 |0,23 (0,05 |0,12 |0,04 |0,04 |-0,11 |[-0,10 |-0,25 |-0,14
4 0,18 |0,18 |-0,05 |0,24 |-0,02|0,07 |-0,16 [-0,10 |-0,19 |-0,14
5 0,15 |0,07 |0,12 |0,08 |0,11 |-0,24 |-0,12 |-0,12 [-0,13 |-0,10

Eetante 2 15 34.37 6 0,25 |0,03 (0,22 |0,08 (0,07 |-0,23|-0,16 [-0,12 |-0,11 |-0,14
7 026 |0,17 |0,07 |0,08 |0,08 |-0,21|-0,18 |-0,09 [-0,15 |-0,12
8 0,16 |0,06 |0,16 |0,08 |0,03 |-0,18|-0,14 |-0,16 [-0,13 |-0,10
9 0,09 |-0,15|0,16 |0,12 |-0,04|-0,19 |-0,16 |-0,22 [-0,07 |-0,12

Eetante 3 14 33.35 10 |-0,02 |0,03 |0,07 |0,08 |0,04 |-0,20|-0,21 |-0,15 |-0,12 |-0,12
11 |0,04 |-0,10|0,12 |0,10 |0,02 |-0,22 |-0,22 |-0,16 |-0,10 [-0,10
12 |0,12 |-0,07 0,02 |0,13 |-0,03|-0,17 |-0,22 |-0,17 |-0,15 |[-0,08
13 |0,35 |-0,09|0,25 |0,05 |-0,07 [-0,09 |-0,27 |0,00 |-0,21 |[-0,13

Estante 4 16 3437 14 (025 |01 |0,04 |0,20 |-0,15|-0,06 |-0,25 |-0,08 |-0,13 |-0,14
15 |0,24 |0,02 |0,02 |0,20 |-0,06 |-0,13|-0,21 |0,00 |-0,20 [-0,13
16 |0,06 |0,09 [-0,03 |0,09 |-0,08 [-0,07 [-0,29 [0,01 [-0,24 [-0,10

Célculo de la tasa de crecimiento de Nannochloropsis oculata.
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ANEXO F: Comandos y resultados en Matlab

Comando en matlab para ANOVA entre nitrégeno, fésforo y ubicacion de medios de
cultivo por filas en la determinacidon de flavonoides en Chlorella sp.

[pi,thli,statsi,termsi]=anovan(Y,{G1,G2,G3},'model','interaction’,'varnames' {{G1','G2','G3'})

Analysis of Variance
Source Sum Sq. d.f. Mean Sq. F Brob>F
=1 60Z7. 6 1 60Z7.58 353.01 0.0003
=2 Z74Z. 4 1 Z74Z. 36 1l60.681 0.0011
=3 5 3 1l.68 0.1 0.95&63
E1l*E2 Z096.5 1 Z0%96.5 1Z2.78 0.001&
E1*E3 9.6 3 3.2 0.19 0.8936
EIZ*E3 14 3 4. 68 0.z7 0.84Z
Error 51.Z 3 17.07
Total 10945.3 15

Andlisis de la varianza de tres vias en Chlorella sp.

Comando en matlab para ANOVA entre nitrégeno, fésforo y ubicacion de medios de
cultivo por columnas en la determinacion de flavonoides en Chlorella sp.

[pi,tbli,statsi,termsi]=anovan(Y,{G1,G2,G31},'model','interaction’,'varnames',{'G1','G2','G31"})

Analysis of Variance
Source Sum Sdq. d. f. Mean 5q. F Proh>F
=1 60Z27. &8 1 g0Z27.58 12559, 44 0
=2 2742, 4 1 27472, 38 577.58 0.000Z
=31 2.5 3 7.52 1.58 0.357&
zl*z2 209&6.5 1 209&.5 441.53 0.000Z
z1*z31 32.2 3 10.73 2.28 0.2&01
EZ2*E31 10.9 3 3.63 0.76 0.5851
Error 14.2 3 4.75
Total 10945.3 15

Analisis de la varianza Chlorella sp.
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Comando en matlab para ANOVA entre nitrégeno y fésforo en la determinacion de
flavonoides en Chlorella sp.

[pif,tblif statsif,termsifl=anovan(Y,{G1,G2},'model','interaction’,'varnames',{'G1','G2%)

Analysis of Variance

Source Sum S5q. d.f. Mean 35q. F Prob>F

=1 60Z7. 8 1 60Z7.58 905.58 1.13458e-01Z
=2 2742. 4 1 2742, 38 41Z.01 1.1735e-010
Gl*E2 Z09%&.5 1 Z0%&.5 314.98 5.6008e-010
Error 79.89 1z 6. 668

Total 1094&.3 15

Andlisis de la varianza de dos vias Chlorella sp.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno, fosforo y ubicacion de medios de cultivo por
filas en la determinacién de polifenoles en Chlorella sp.

Analysis of Variance
Source Sum Sq. d.f. Mean Sq. F BProbk>F
=1 113.103 1 113.103 4112, 54 0
=2 33.5C24 1 33.5C4 1Z219. 08 0.0001
=3 0.078 3 0.0Z& 0.94 0.518Z
Gl*GZ2 3.497 1 3.497 1Z27. 16 0.0015
Gl*G3 0.00& 3 o.00z 0.o07 0.9701
EIZ*GE3 0.048 3 0.01& 0.58 0.8a8l1
Error 0.083 3 0.0Z8
Total 150.33%9 15

Tabla 0.1: Andlisis de la varianza Nannochloropsis oculata.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno, fosforo y ubicacion de medios de cultivo por
columnas en la determinacion de polifenoles en Chlorella sp.
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Analysis of Variance

Source

=2

=31
E1*E2
El1*E31
EZrE31
Error
Total

L1797
.0o0z=
.1078
. 6854

Analisis de la varianza Chlorella sp.

Resultados de ANOVA entre nitrégeno y fosforo en la determinacién de polifenoles
en Chlorella sp.

Analysis of Variance

Source

Gl
G2
G1*GZ
Error
Total

[ ]
O o W ww

[
(ia]

Proh>F
1.05758e-017
1.52103e-014
.77307e-009

Diana Elizabeth Lucero Criollo
Lorena Siavichay Gomez

Andlisis de la varianza de dos vias Chlorella sp.
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Resultados de ANOVA entre nitrégeno, fosforo y ubicacién de medios de cultivo por

filas en la determinacion de carotenoides en Chlorella sp.

Analysis of Variance

Source Sum Sq. d.f. Mean Sq. F Probk>F
=1 45. 63 1 45. 63 3Z.95 0.0105
=2 196. 14 1 196.14 141. 64 0.0013
=3 0.58% 3 0.1%& 0.14 0.9285
El*E2 18.87¢9 1 15.879 13. 63 0.0345
G1l*E3 0.489 3 0.1&63 0.1z 0.9439
EI*E3 2,93 3 o.977 0.71 0.5094
Error 4,154 3 1.385

Total ZE8. 812 15

Andlisis de la varianza de tres vias en Chlorella sp.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno, fosforo y ubicacion de medios de cultivo por
columnas en la determinacién de carotenoides en Chlorella sp.

Analysis of Variance

Source Sum Sq. d.f. Mean BSq. F Brob>F
=1 45. 63 1 45. 63 38.87 0.0083
=2 196.14 1 196.14 167.089 0.001
=31 0.80& 3 0.z0z o.17 0.90839
El*E2 13.8785 1 13.879 16.08 0.0278
z1*E31 Z.514 3 0.838 0.71 0.6058
EZ*E31 1.52Z2 3 0.507 0.43 0.7457
Error 3.5ZC 3 1.174

Total ZE8. 812 15

Analisis de la varianza Chlorella sp.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno y fosforo en la determinacion de
carotenoides en Chlorella sp.
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Analysis of Variance
Source Sum Sdq. d. £. Mean S5q. F Proh>F
=1 45. 63 1 45. 63 g7.08 a
=2 195,14 1 198.14 ZB8.35 a
Fl*EI 15.879 1 15.879 27.75 o.o0oz
Error 8. 1laz 1z 0.a8
Total Z2E8.812 15

Andlisis de la varianza de dos vias Chlorella sp.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno, fosforo y ubicacion de medios de cultivo por
filas en la determinacion de flavonoides en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance
Source Sum Sdq. d. f. Mean &5q. F Prob>F
=1 1821.37 1 1821.37 1835.59 0.0009
=2 633.591 1 633.591 64.59 0.004
=3 36.81 3 1z.Z 1.24 0.431
E1l*E2 407.33 1 407.33 41.51 0.007&
E1*E3 1.36 3 0.e62 0.0& 0.9758
EZ*E3 17.85 3 5.98 0.6l 0.86529
Error 29.44 3 .81
Total 2948, 47 15

Andlisis de la varianza de tres vias en Nannochloropsis oculata.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno, fosforo y ubicacion de medios de cultivo por
columnas en la determinacién de flavonoides en Nannochloropsis oculata
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Analysis of Variance

Source Sum Se. [« N Mean Seg. F Prol=F
1l 1821.37 1 1821.37 2B0.4 o.ooos
G2 6332.91 1 632.91 97.k53 o.oozz
G31 15.91 3 5.3 o.az 0.5641
Gl*G2 407 .33 1 407 .33 62.71 o.oo4z
G1*G31 13._47 3 6.43 1 0o.5003
GI2*GE31 31 3 10.33 1.59 0.3561
Error 13.43 i 6.5

Total 294847 15

Analisis de la varianza Nannochloropsis oculata.

Resultados de ANOVA entre nitrégeno y fosforo en la determinacion de flavonoides
en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance

Source Sum Se. d. £. Mean Sq. F Prok=F

Gl 1821.37 1 1821.37 ZE4_ 54 1.5157%e-00%
G2 5332.51 1 633.91 88_k&%9 &.86308e-007
Gl*GEZ 407 .33 1 407.33 Ee_93 E.81217=-008&
Error 85.87 1z T.1l8

Total 2948 47 15

Andlisis de la varianza de dos vias Nannochloropsis oculata.
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Resultados de ANOVA entre nitrégeno, fosforo y ubicacién de medios de cultivo por

filas en la determinacion de polifenoles en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance

Source Sum S . £. Mean Sqg.- F Prol=F
z1 ZZ_8Z45 1 ZZ_8Z45 153_5Z o_o0ol11
[ 11.=401 1 11.32401 TE .47 o_0ooz1
=3 o.1z211 2 o.0404 o.z7 o_g43z
G1*3Z 4_LS0z 1 4_LSoz 20.5%&8 o.011%
G1*GE3 o.zz4 3 o_o747 o.5 0o_70&84
Go*GE3E o.Z488 2 o_oazz o.&5 o_g758
Error o.4445 2 o.1483=

Total 29._791e 15

Analisis de la varianza de tres vias en Nannochloropsis oculata.

Resultados de ANOVA entre nitrégeno, fodsforo y ubicacién de medios de cultivo por

columnas en la determinacién de polifenoles en Nannochloropsis oculata

Analysis of WYariance

Source Sum Sq. d. £. Mean Sq. F Prol=F
Gl ZZ_ 845 1 ZZ_8Z45% 41&5.71 o.oo0z
GZ 1132401 1 11_32401 Zo7.04 o.ooovw
G321 0o.Z2z2e8 2 o.a7vas 1_44 0.3285E
G1*GEZ2 4_ L5503 1 4_ L5503 g2z2_81 o.oozg
G1*E31 o.4181 2 0.1354 Z_Ek4 0.2321&
Go*E3E1 o.z217& 2 o.a7zks 1.3Z 0.4115%
Error 0.1&43 2 o.ok48

Total 39 ._7916 15

Analisis de la varianza Nannochloropsis oculata.
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Resultados de ANOVA entre nitrégeno y fosforo en la determinacién de polifenoles

en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance

Source Sum S d. £. Mean Sq. F Prol=F

Gl 2Z.8I4% 1 2Z.8I4% Zg4.18 1.54705e-009
Gz 11.3401 1 11.3401 13125 g.050Z5e-008
Gl*EZ 4_ L5503 1 4_ L5503 £z 1z S9.E6l%:5e-00&
Erraor 1.03&8 1z 0.08&4

Total 39._751& 1k

Andlisis de la varianza de dos vias Nannochloropsis oculata.

Resultados de ANOVA entre nitrégeno, fodsforo y ubicacién de medios de cultivo por

filas en la determinacion de carotenoides en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance
Source Sum S d. £. Mean So. F Prob=F
G1 S_IZ57 1 S_.Z57 Z273.01 O_0005
Gz 157._.214 1 157.214 4£39_&8 [u]
G2 o.zos 2 oO.0&es Z_05 0_Z8532
G1*GZ 2.43Z 1 2.43C2 101.Z1 0o_00zZ1
G1*G3 o.os3 3 o.031 o_sz 0O_5ZE9
GZ*G3 o.055 3 o.ols 0o_54 0O_&856
Error o.10Z 3 0o.0z4
Total 170_468Z2 15

Andlisis de la varianza de tres vias en Nannochloropsis oculata.
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Resultados de ANOVA entre nitrégeno, fosforo y ubicacién de medios de cultivo por

columnas en la determinacién de carotenoides en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance

Source Sum S d. £
Gl S_ZE87 1
GZ 157.3214 1
31 o.0ss 3
G1l*:Z 3.43Z2 1
Gl*z31 o.011 2
GI*GE31 o_zzZz 3
Error 0.131 3
Total 170.482 15

Mean Sdq. F Prol=F
S_ZE57 Z1Z_e9 o_.ooo7

157.3214 2El4_5ZC a
o.ozz o.73 0.5585
3._.43ZC TE_EB5 o.0o3
0.004 o.0s 0.5&Z7
o.074 1.7 0.3271
o.044

Analisis de la varianza Nannochloropsis oculata.

Resultados de ANOVA entre nitrogeno y fosforo en la determinacion de

carotenoides en Nannochloropsis oculata

Analysis of Variance

Source Sum S d. £
Gl 5.2587 1
G2 157.314 1
G1l*EZ 3.43Z 1
Error 0.455 1z
Total 170462 1k

Mean Sq. F Prol=F
5.2587 Z42_ 058 Z_EE754=-005

157.314 4113 48 1. 3E80Ee-01&
3.43Z 89._.73 £.40508=-007
o.o0zg

Analisis de la varianza de dos vias Nannochloropsis oculata.
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