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GLOSARIO Y SIMBOLOGIA

Digestibilidad

Facilidad de descomposicion del alimento en ser transformado en nutrientes por el

sistema digestivo.
Unicelulares

Organismos que contiene una Unica célula como todas las bacterias y protozoos

(paramecios, amebas, ciliados, etc.).
Diploide

Contiene los dos conjuntos de cromosomas en la célula, al progenitor y otorga un

cromosoma de cada par.

Haploide

Presencia un solo conjunto de cromosomas en las células de un organismo.
Division vegetativa

La reproduccion suele ser por fisidn binaria, y de hecho siempre se forman nuevas
tecas dentro de la teca heredada, por lo que cada generacion serd un poco mas

pequena.
Auxoesporulacion

El proceso reproductivo, propio de las diatomeas, relacionado siempre con un

aumento de las dimensiones de las células.
Pennadas

Forma alargada del vértice de las valvas en las diatomeas. La valvula puede ser de
forma lineal o eliptica y normalmente tiene un patron decorativo bilateralmente

simétrico.
Lanceolada
Se refiere a la hoja, pétalo u otro rgano laminar que tienen forma de punta de lanza.
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Biopeliculas

Capa de bacterias u otros microbios que crecen y se adhieren a la superficie de una

estructura.
Fotobiorreactor

Sistema que no esta expuesto a la atmdsfera y esta especialmente disefiado para la
produccion de microalgas, soporta las condiciones fisicas y quimicas del medio

ambiente.
Polimérica

Material caracterizado por la dispersion homogénea de particulas de relleno de

dimensiones nanométricas en el interior de una matriz.

Antioxidante

Sustancias naturales que pueden prevenir distintos dafios a las células.
Poliinsaturados

Es un tipo de grasa dietaria es una de las grasas saludables, junto con la grasa
monoinsaturada.

Biparticion

La fision binaria es una forma de reproduccion asexual que ocurre en arqueas,
bacterias (células procariotas) y protozoos (células eucariotas). Consiste en la

replicacién del ADN vy la division citoplasmatica simultanea, lo que da como

resultado dos células hijas idénticas.
Frustula

Es la pared celular dura y porosa de la capa externa, o teca, de las diatomeas. La
frustula esta compuesta casi en su totalidad por silice (6xido de silicio hidratado).

hipovalva

Esta pared denominada frustulo esta constituida por dos mitades desiguales que
reciben el nombre de valvas. Estas valvas desiguales de tamafio se superponen a
modo de tapa (epivalva) y caja (hipovalva); unidas por bandas pleurales a modo de

“cintura”.
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Inocuo
Sustancia pura que se va a trasladar a otro medio.
Oligoelento

Sustancia quimica que es necesaria para el desarrollo metabdlico normal y se

encuentra en las células bioldgicas en pequefias cantidades.
Fotoinhibicién

La inhibicion de la fotosintesis causada por el exceso de radiacion.
Ralentiza

Es la accion que permite lograr que algo se vuelva mas lento o se desarrolle con

menor rapidez.
Hidroxilo

Radical compuesto de un atomo de oxigeno y uno de hidrdgeno, que se encuentra
presente en los hidroxidos y en las disoluciones acuosas bésicas.

Fotoxidacién

es un proceso que a través de la interaccién con la luz visible se pretende la
formacion de radicales hidroxilos (OHP) que dan pie a una fase de oxidacion en los

componentes inorganicos hasta simplificarlos a CO 0 iones.
Ineficiente

Que no es capaz de realizar o cumplir adecuadamente una funcién.
Inquistamiento

El enquistamiento en amebas, ciliados y hongos es un proceso dependiente de

transcripcion como lo demuestra el hecho de que inhibidores metabdlicos.
Fototaxis

Reaccién de orientacion de los organismos celulares libres como respuesta a un

estimulo luminoso.
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pH: potencial de hidrogeno
COz: Dioxido de carbono
Sl: Silicio

%o Salinidad

g: gramos

NOs: nitrato

NHa: amonio

uL: microlitros

mm: Milimetro

HPO.>: Acido fosforico

HPO.-: Fosfato de Hidrégeno
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ABREVIATURAS

PUFA: 4cidos grasos poli-insaturados

CENAIM: Centro Nacional de Acuicultura e Investigaciones Marinas
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RESUMEN

El cultivo de microalgas con medios no convencionales es una actividad que se ha
desarrollado desde hace mas de medio siglo. Por esta razon existen muchos tipos
de medios de cultivos para las microalgas (diatomeas), en este estudio tiene como
objetivo analizar la influencia de diferentes niveles de nutrientes en medios de
cultivo sobre la concentracion celular de Navicula sp mediante sus caracteristicas
de tamafio, color y forma en modificacion del medio F/2 por un medio mas
econdmico pero con distintas cantidades nutricionales, por lo cual se establecieron
4 tratamientos donde no se empled sus nutrientes requeridos para determinar el
comportamiento de esta especie bajo niveles de estrés causados por la ausencia o
bajas concentraciones de estos componentes. Unos de los analisis méas significativos
fueron el TSNRL1 el cual consistié en la baja cantidad de nitrégeno donde se decret6
que si existe concentraciones muy bajas como es la cantidad de 3.40 mg/l de este
nutriente es perjudicial para el crecimiento de la célulay el TSSR2.1 se observa que
se puede trabajar con cantidades mininas como es 0.85 mg/l , pero al momento de
transportar al cultivo con un medio rico en nutrientes se efectta un incremento de
la célula, comparando la importancia de cada uno de estos nutrientes con los cuales

se experimentaron.

Palabras claves: Navicula sp, microalgas, nutrientes, diatomeas
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ABSTRACT

The cultivation of microalgae with non-conventional media is an activity that has
been developed for more than half a century. For this reason there are many types
of culture media for microalgae (diatoms), the objective of this study is to analyze
the influence of different levels of nutrients in culture media on the cellular
concentration of Navicula sp through its characteristics of size, color and shape in
modification of the F/2 medium by a more economical medium but with the same
nutritional amounts, 4 treatments were established where the required nutrients
were not used to determine the behavior of this species under stress levels caused
by the absence or low concentrations of these components. Some of the most
significant analyses were the TSNR1 which consisted of the low amount of nitrogen
where it was decreed that if there are very low concentrations such as the amount
of 3.40 mg/l of this nutrient it is detrimental to the growth of the cell and the
TSSR2.1 it is observed that it is possible to work with small amounts such as 0.85
mg/l, but at the moment of transporting the culture with a medium rich in nutrients
an increase of the cell takes place, comparing the importance of each one of these

nutrients with which they were experimented.

Key words: Navicula sp, microalgae, nutrients, diatoms
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INTRODUCCION

Las microalgas son esenciales como alimento para las primeras fases de desarrollo
de la mayoria de las especies de moluscos, crustaceos y peces en cultivo, debido a
su tamafo, facil cultivo y buena calidad nutricional (Brown & Jeffrey, 1992). Sin
embargo, aunque varias especies de microalgas han sido utilizadas como alimento
en acuicultura, no todas producen un crecimiento acorde a las necesidades del
cultivo. Algunos de los factores que intervienen con el mayor o menor éxito en su

uso son la talla, la digestibilidad y la composicion bioquimica.

Las diatomeas estan entre el grupo de microalgas que presentan el mayor nimero
de especies. Son organismos eucariontes, unicelulares, fotosintéticos, cuya pared
celular estd compuesta por dos valvas de silice. Por medio de la fotosintesis fijan
probablemente, el 20% el carbono de la atmoésfera (excediendo a la selva tropical),
teniendo un papel importante en el funcionamiento de la biosfera. La reproduccion
sexual genera diversidad genética, ademas de permitir al genoma purgar las
mutaciones letales: la mayoria de las diatomeas son organismos sexuales obligados

( Mann A. , 2006).

Estas microalgas constituyen el grupo mas numeroso de algas, y son notablemente
constantes en el plan general de su ciclo vital, siendo todas las especies sexuales
diplontes. Presentando una gran variedad en los métodos de emparejamiento, como
son los gametos y fertilizacion, asi como en el desarrollo del cigoto. Dentro de
cualquier especie, la reproduccion sexual suele seguir un curso bien definido como
se indicé anteriormente, aparentemente poco alterado por la influencia ambiental
(Geitler, 1932). La variacion de los caracteres reproductivos puede utilizarse en la
sistematica, como cualquier otra variacion basada en el genotipo. Cuando parece
haber desajustes entre los patrones de variacion de otros caracteres (por ejemplo,

18



entre las distribuciones de los caracteres de la pared celular y los caracteres de los
plastos), el tipo de reproduccion sexual puede ser especialmente util para revelar

las verdaderas relaciones entre los taxones.

Su ciclo de vida de las diatomeas comprende dos fases principales: una fase
vegetativa prolongada que puede durar de meses a afios en la cual las células se
dividen mitéticamente, y una fase relativamente corta que incluye a la reproduccién
sexual con gametogénesis y fertilizacion (dura pocas horas); y por dltimo un
proceso complejo de desarrollo que lleva a la formacién de nuevas células

vegetativas (duracion de pocas horas a semanas) (Chepurnov, 2004).

Es decir que el proceso reproductivo de las diatomeas, esta relacionado siempre con
un aumento de las dimensiones de las células. Estableciendo el proceso de la
auxosporulacion que realizan las diatomeas en el cual regresan a sus dimensiones
originales, compensando su gradual disminucién a través de divisiones vegetativas.
Es asi importante establecer que, en la gran mayoria de las especies nunca se ha
observado durante este proceso, aunque la variacion de tamafio y forma en las

células vegetativas muestra que este proceso debe ocurrir.

Diversas especies de diatomeas se han utilizado para la acuicultura, siendo uno de
los géneros mas importantes como es la Navicula, que contiene especies
planctonicas y bentonicas ( Lopez, 2012). Muchos estudios han demostrado que las
diatomeas bentdnicas son los principales componentes de las biopeliculas marinas
cuando hay suficiente luz y nutrientes (Pati & Anil, 2005). Esto se debe a su
adecuada composicion bioguimica, ya que son ricos en macronutrientes como
proteinas (25 - 50 %), carbohidratos (hasta 40 %) y lipidos (aproximadamente 20
%); adicionalmente, contienen fibra, almiddn, celulosa, vitaminas (principalmente

del complejo B y C), pigmentos (carotenoides) y metabolitos secundarios con un
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papel importante como compuestos activos. La biomasa de la materia organica y la
composicion bioquimica de las diversas especies de microalgas puede variar mucho
en funcion de los ambientales, como la intensidad luminosa, la salinidad, la

temperatura, la disponibilidad de nutrientes y demas variables.

Las microalgas son organismos fotosintéticos que requieren una serie de nutrientes
para llevar a cabo sus procesos metabolicos y mantener un 6ptimo funcionamiento.
Los nutrientes esenciales para las microalgas incluyen elementos como carbono,
nitrogeno, fosforo, hierro y varios micronutrientes. Estos elementos son necesarios
para la sintesis de biomasa, la produccion de energia y la realizacion de procesos
metabdlicos clave en las microalgas. Ademas, los nutrientes también pueden influir
en la productividad y composicion quimica de estas especies. Esta investigacion
pretendi¢ identificar un medio de cultivo mas efectivo o mas factible para un mejor
enriquecimiento de las microalgas, analizando en funcion de la concentracion y

calidad de la microalga Navicula sp.
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1. JUSTIFICACION

La optimizacién de cultivos microalgales se ha enfocado en la importancia de
controlar y mejorar la produccion de biomasa y la composicion bioguimica
(Moreno M. , 2008). Entre los principales estimulos que afectan el crecimiento de
estos microorganismos son la temperatura, la intensidad luminosa, la deficiencia de
nutrientes (nitrégeno, fdésforo, azufre y silicio), la salinidad, la concentracion de
CO2y el pH del medio de cultivo, de estos la deficiencia de nitrogeno es el principal

factor que incide en el metabolismo del lipido (Olguin, 2010).

Estudios relacionados a larvicultura donde se proporciona informacién sobre el
valor nutricional que tienen microorganismos fotosintéticos, como son las
diatomeas. Por esta razon se analiz6 un cultivo con un mejor crecimiento de
microalgas a través de la modificacion de los niveles de nutrientes como es el silicio
que se determin0 cantidades minimas o bajos un estrés en la cuales se observo un
incremento de tamafio esta especie, por lo cual se asume que contiene mejores
resultados en su valor nutricional que proporciona la Navicula sp por lo cual se

espera una mayor implementacion en la alimentacion de organismos.

Es necesario conocer las diferentes alternativas de produccién de alimento vivo para
peces, moluscos y crustaceos, cultivados en condiciones controladas, considerando
tanto la produccidn, con una alta supervivencia de los individuos cultivados a través

de un sistema de cultivo semi-intensivo e intensivo.
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OBJETIVOS

2. OBJETIVOS GENERALES

Analizar la influencia de diferentes niveles de nutrientes en medios de cultivo sobre
la concentracién celular de Navicula sp mediante sus caracteristicas de tamafio,
color y forma determinado el nutriente que favorece a una mejor calidad de

microalga.

21 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Implementar el proceso de cultivo de Navicula sp bajo diferentes
concentraciones de nutrientes.

o Determinar la concentracion celular de la Navicula sp en las
diferentes fases de cultivo.

o Comparar la calidad celular de la microalga Navicula sp, en funcién

al tamafio, color y forma bajo las diferentes concentraciones de nutrientes.
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3. HIPOTESIS
H1

La calidad y concentracion de la microalga Navicula sp en el medio modificado es
mejor en funcién a las caracteristicas morfoldgicas que a la obtenida en el medio

Guillar F/2 comUnmente utilizado.

23



4. MARCO TEORICO

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares, debido a su alta tasa de
crecimiento y capacidad para acumular lipidos y proteinas, se consideran una fuente
de biomasa renovable (Huangc & Xijie, 2021). Son responsables de la mayor parte
de la fijacién del carbono en la tierra y representan al menos el 32% de la
fotosintesis global. Mejorar la productividad de la biomasa de algas es el foco de
amplios esfuerzos para lograr aplicaciones comerciales de estos bioproductos

basados en microalgas.

Estas especies tienen la ventaja de utilizar la luz solar para regular el carbono
atmosférico, existen muchas especies que pueden generar grandes cantidades de
biomasa de forma rapida y econémica en comparacion con las plantas y llegan a
tener un metabolismo flexible y pueden acumular biomasa en una variedad de

condiciones de crecimiento (Minhas & Meena, 2020).

Las microalgas convierten el agua, los nutrientes y el didxido de carbono (CO3) en
una variedad de productos bioldgicos. Ademas, el tratamiento de aguas residuales
y la produccion de biohidrégeno se pueden lograr mediante el cultivo de
microalgas. El uso de estanques abiertos o fotobiorreactores ha ampliado la gama
de cultivo. Los fotobiorreactores de membrana introducen ain mas el cultivo de
microalgas y permiten el disefio de diferentes fotobiorreactores para promover el
crecimiento de microalgas ( Jia, Leo, & Juinn, 2022). Las membranas de polimero
de fibra hueca se usan comunmente porque proporcionan una gran &rea de

superficie para una permeacion eficiente de diéxido de carbono (CO3) o retencidn
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de biomasa. Ademas, también se introducen liquidos i6nicos para mejorar el

procesamiento posterior de las microalgas.

Bajo condiciones naturales las microalgas existen en ambientes muy diferentes,
habitan en ecosistemas donde la salinidad y los rangos de temperatura varian
ampliamente. La adaptacién a estos ambientes implica la aparicion de procesos que
de alguna manera los protegen, ya sea proporcionando &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga en las membranas, pasando por la sintesis de
compuestos antioxidantes en ambientes de alta salinidad y temperatura para evitar
que las membranas se congelen. Los ambientes frios o el desarrollo de mecanismos
de fototaxis permiten a las microalgas evitar el maximo tiempo de exposicion

(Guerrero, 2018).

La posibilidad de cultivar microalgas con fines econdmicos se ha estudiado durante
varias décadas (como se menciond anteriormente). Los estudios sobre la produccion
industrial de lipidos comenzaron en la década de 1940 y desde la década de 1950
para una variedad de propoésitos que van desde la produccidn de proteinas hasta el
tratamiento de aguas residuales. Se han investigado las condiciones Optimas de
cultivo para la obtencion de sustancias antioxidantes (Karawita & Affan, 2007). Sin
duda alguna, uno de los campos donde ha cobrado mayor auge es el de la

acuicultura.

El grupo distintivo de microalgas, las diatomeas (Reino Chromista; Phyllum
Bacillariophyta) son facilmente reconocibles por su color amarillento la formacion
de filamentos hechos de células o agregados de células suspendidas al final de un
filamento, ya sea ramificado o no, es comin en muchos casos cuando se usa un

microscopio optico.
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En el caso de las diatomeas bentonicas, se considera que no existen estudios
relevantes de este grupo, este tipo de especie son muy rico por su alto potencial en
su uso como fuente de alimento vivo para organismos que se cultivan con fines
comerciales y que muestran habitos bentonicos al menos ocasionalmente a lo largo

de sus ciclos de vida (Siqueiros, 1994).

Los primeros estudios sobre la nutricion a base de diatomeas se centraron en su uso
en el cultivo de abulones, donde descubrieron que las primeras etapas de desarrollo
del abulon Haliotis sp, dependen totalmente de la nutricion a base de diatomeas.
Estas microalgas estdn consideradas un elemento critico para la primera
alimentacion de las postlarvas de los abulones y su ausencia puede causar hasta un
90% de mortalidad en las mismas (Searcy-Bernal, 1992). Estas especies no sélo
constituyen un alimento importante en los estadios juveniles tempranos del abuldn,

sino que también inducen el asentamiento larval en condiciones de cultivo.

La pared celular de las microalgas diatomeas es extremadamente rigida, arenosa y
estd hecha de silice (6xido de silicio hidratado). Formado por dos mitades
desiguales que, nombradas cominmente como valvulas, las cuales tienen forma de
tapa y caja (epivalva y hipovalva) que estan conectados por bandas pleurales a la

manera de "cintura".

Se reproducen tanto de forma sexual como asexual por el mecanismo de biparticion
(fision binaria), proceso por el que pueden proliferar rapidamente en ambientes
propicios, pero su tamafio se reduce paulatinamente por su reproduccion vegetativa,
el frustulo (pared célular) produce una célula hija de menor tamafio que las
parentales, ya que se desarrolla a partir de la valva mas pequefia. En su fase de
division mitotica las células se dividen y se regeneran en la hipovalva. Llegado a

un punto de reduccion, las células fértiles se dividen por mecanismos sexuales

26



(meiosis), con produccion de gametos que se fusionan para producir una espora

sexual que germina en una célula vegetativa del tamafio inicial (figura 1) (AELS,

2018).
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Figura 1: Fases reproductivas de las microalgas tomado de AELS (2018).

4.1 Taxonomia

Figura 2: Navicula sp a nivel microscépico
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Reino: Bacillariophyta,
Subphylum: Bacillariophytina,
Clase: Bacillariophyceae,
Subclase: Bacillariophycidae,
Orden: Naviculales,
Suborden: Naviculineae,
Familia: Naviculaceae,
Género: Navicula

Fuente: Guirly, 2021.

4.2 Morfologia

Su tamafio promedio oscila entre 16 — 29 pum de largo y 5.8 — 6.8 um de ancho,
tiene forma eliptica cuyos extremos son redondeados, presenta de 28 a 33 estrias
cada 10 um, las cuales irradian débilmente del centro y se vuelven paralelas en los
extremos, presenta de 30 a 35 areolas circulares cada 10 um, no tiene area central

ni barras polares (Heudre, 2018).

Las valvas son anchamente lanceoladas con apices subcapitados abruptamente
prolongados y estrechos. La zona axial es estrecha, ensanchandose gradualmente
hacia una zona central grande y redondeada. El rafe es filiforme a débilmente
lateral. Los extremos proximales del rafe estan expandidos y débilmente desviados

hacia un lado. Las fisuras terminales del rafe son curvas (Bahls, 2012).
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Figura 3: Morfologia de la Navicula sp, extraida de Carmen Zepeda (2019)

4.3  Factores que influyen en el cultivo de microalgas

En cultivos a gran escala, el rendimiento obtenido depende de la concentracion de
células en el medio y de la medida en que las células alcanzan su potencial de
crecimiento. Por lo tanto, para lograr un cultivo de microalgas en crecimiento activo
se requiere: un indculo viable de tamafio minimo, aporte de nutrientes y
oligoelementos, condiciones fisicas y quimicas (temperatura, pH, salinidad, etc.)

adecuadas y energia.

43.1 Luz

La fotosintesis aumenta con el aumento de la intensidad de la luz, alcanzando la
tasa maxima de crecimiento especifica de cada especie en el punto de saturacion de
luz, se alcanza el punto de fotoinhibicion, que tiene efectos perjudiciales en la célula
original e incluso puede resultar en su fase de muerte. Esto da como resultado una
pérdida en la eficiencia fotoquimica y la productividad del cultivo (Hernandez,

2014).
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La luz es absorbida por los pigmentos presentes en las microalgas, como la clorofila
y otros pigmentos fotosintéticos, los cuales captan la energia luminica necesaria
para llevar a cabo la fotosintesis. Estos pigmentos también cumplen una funcion
fotoprotectora al proteger a las microalgas de la radiacion ultravioleta y otros

factores estresantes (Lopez Portillo & Martinez, 2021).

4.3.2 Temperatura

En el aumenta de la temperatura, la produccion de microalgas aumenta
proporcionalmente hasta alcanzar la temperatura ideal para cada especie. Ademas
de esto, el aumento de la respiracion y la fotorrespiracion reducen la productividad
general la temperatura ideal varia segun la especie, pero suele oscilar entre los 28 y

los 35 grados centigrados (Park, 2011).

La temperatura no solo afecta la respuesta celular, sino también la naturaleza del
metabolismo, los requisitos nutricionales y la composicion de la biomasa, pero en
el rango optimo, no solo la produccion y la composicién bioquimica de las
microalgas, sino también el final casi no tiene efecto en la concentracion tipica de
biomasa. Existe una relacion entre la temperatura y la actividad bioldgica y, hasta
cierto punto, la tasa de crecimiento aumenta con el aumento de la temperatura. Mas
alla de eso, a medida que la temperatura sigue aumentando, se ralentiza y, en

algunos casos, de repente llega a cero.
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4.3.3 pH

El pH es uno de los factores mas importantes en el cultivo de microalgas. Dado que
la membrana plasmatica original no permea los iones de hidrégeno y los iones de
hidroxilo, la concentracion de iones de hidrégeno dentro y fuera de la célula no
siempre esta en un estado de equilibrio, y hay un gradiente de concentracién de
iones de hidrégeno en toda la membrana. Las microalgas eran claramente
dependientes del pH del medio, y diferentes especies respondieron de manera
significativamente diferente. Independientemente, cada microalga tiene un pH
Optimo para su crecimiento. (7-8), las caidas de pH suelen ser fatales, pero tienden

a tolerar mejor las subidas de pH hasta ciertos limites.

434 Salinidad

La concentracion de sales inorganicas disueltas tanto en agua dulce como en agua
de mar puede afectar el crecimiento de las microalgas, dependiendo de la actividad
osmotica. La tolerancia a la sal varia de una especie a otra, algunas aceptan solo
milimoles de sal, mientras que otras persisten en soluciones saturadas. El estrés
salino, que es fatal para un grupo, es facilmente tolerado por otro grupo. Sin
embargo, los efectos de la sal son mas influyentes cuando se relacionan con otras
variables como temperatura, luz, fuente de nitr6geno, concentracion de

nutrientes.

4.4 Cultivo medio Guillard /2

La practica mas generalizada en el caso de las microalgas diatomeas es cultivar en

medio Guillard f/2 (Guillard, 1975). Sin embargo, se han ensayado diferentes
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variantes de este medio y otros alternativos cuando ya se trata de cultivos masivos,
con vista a abaratar los costos de produccién. Se conoce que la composicion
bioquimica depende de muchos factores entre los que destacan los nutrientes, la
iluminacién, la salinidad y la temperatura, entre otros. Por tal motivo el estudio de
estos factores permite manipular la calidad nutricional de las microalgas a

suministrar como alimento.

4.5 Nutrientes esenciales

Los suplementos nutricionales que se pueden obtener de las microalgas son diversos
y contienen compuestos volatiles ademas de multivitaminas, carotenoides,
clorofila, ficobiliproteinas, acidos grasos poliinsaturados (PUFA), polisacaridos,
esteroles y diversos compuestos fenolicos. (Basantes Chango, Quinapanta Pérez, &

Vasquez Quishpe, 2021).

45.1 El nitrogeno

Es el nutriente mas importante (después del carbono) para las microalgas y esta
presente como nitrato (NO3-) o amonio (NH4) (Grobbelaar, 2004). También es un
factor clave en la regulacién del contenido de lipidos en las microalgas (Parker &

Frampton, 2001).

El nitrégeno es un componente clave para el crecimiento y desarrollo de las
microalgas, ya que forma parte de proteinas, aminoacidos y clorofila en estas
células (Abalde, 1995). El nitrégeno se utiliza principalmente en la sintesis de

clorofila y la formacién de estructuras de proteinas. Las microalgas son capaces de
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obtener nitrogeno de la forma mas simple, como el nitrato, el amonio y la urea, y
también pueden fijar el nitrégeno diatomicamente. La tasa de crecimiento y la
cantidad de biomasa producida estan directamente relacionadas con la
disponibilidad de nitrégeno, y la limitacién de nitrégeno puede ser un factor clave

en la reduccién del crecimiento en las microalgas.

45.2 El fésforo

Es esencial para muchas funciones celulares, incluida la transferencia de energia y
la sintesis de acidos nucleicos. Aunque las microalgas tienen menos del 1 % de
fosforo, su capacidad de crecimiento se ve limitada en gran medida por la ausencia
de fosforo. En los medios de cultivo suele incorporarse en forma de HPO42- o

HPO4- (Grobbelaar, 2004).

45.3 Silicio

Es un componente importante de la pared celular de las diatomeas, que les
proporciona una estructura rigida y resistente. La frustula de las diatomeas esta
compuesta por silice hidratado amorfo, que se deposita en capas sucesivas para
formar una estructura compleja y altamente ordenada (Gordon & Losic, 2014).

El silicio juega un papel importante en la sintesis de la pared celular de las
diatomeas, un grupo de microalgas unicelulares con pared celular de silice. Las
diatomeas requieren grandes cantidades de silicio, y la deficiencia de silicio
puede inhibir su crecimiento y reducir la produccion de estructuras de silice en
su pared celular. Ademas, se ha demostrado que el silicio tiene un efecto

mejorado en la fotosintesis y la produccién de biomasa en algunas otras especies
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de microalgas. La adicion de silicio en el medio de cultivo puede aumentar la tasa
de crecimiento, la eficiencia fotosintética y la produccion de biomasa en algunas
especies de microalgas, posiblemente debido a su capacidad para mejorar la
capacidad de las células para absorber la luz y el CO2. En resumen, el silicio es
esencial para la sintesis de la pared celular de las diatomeas y puede mejorar la
fotosintesis y la produccidn de biomasa en otras especies de microalgas cuando
se agrega al medio (Brzezinski, 2000).

Los patrones de las frustulas son especificos y se encuentran determinados
genéticamente. Las frustulas estan formadas por nanoparticulas de silice,

recubiertas por matrices que contienen carbohidratos y proteinas.

45.4 Hierro

El hierro desempefia una funcion importante en el crecimiento de las microalgas,
ya que se utiliza como cofactor en muchas enzimas necesarias para el crecimiento
y la produccién de biomasa. Ademas, el hierro es un elemento esencial para la
sintesis de clorofila, que es la molécula que permite a las microalgas realizar la
fotosintesis. La deficiencia de hierro en las microalgas puede inhibir el
crecimiento y la produccion de biomasa, mientras que la adicion de hierro puede
aumentar la produccién de biomasa y la tasa de crecimiento de las microalgas.
En estudios realizados con la microalga Chlorella vulgaris, se ha demostrado que
la mejora de hierro en el medio de cultivo puede aumentar la acumulacién de
lipidos y carotenoides en las microalgas, lo que tiene aplicaciones en la
produccion de biocombustibles y productos nutracéuticos. El hierro es un
elemento esencial para el crecimiento y la produccién de biomasa en las

microalgas, y su afiadido al medio de cultivo puede mejorar la acumulacién de
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lipidos y carotenoides en algunas especies de microalga ( Serrano Bermude &

Sierra Saenz, 2011).

46  Concentracion, recuento celular y tasa de crecimiento

El crecimiento de un cultivo de microalgas se mide como un aumento de la biomasa,
expresado en nimero de células por mililitro (cel/ml), peso seco (total u organico),
una cantidad de proteina o pigmento medida directa o arbitrariamente en unidades
de fluorescencia, o un volumen celular total calculado para un periodo de tiempo

especifico en fase de crecimiento celular (Vega & Arredondo, 2010).

Este incremento se puede evaluar por varios métodos, siendo los mas habituales el
recuento de células en laboratorio mediante microscopio o contador de particulas,
la deteccidn espectroscopica fotométrica optica de cambios. densidad de cultivo o
cuantificacion de biomasa en peso seco, bruto u orgénico o sus componentes
bioquimicos de interés para un cultivo en particular (proteinas, pigmentos o acidos

grasos, etc.).

De estos métodos, el recuento de células es el mas utilizado porque es un metodo
simple y econdmico y permite un mejor seguimiento de los cultivos mediante
inspeccion visual. Es importante sefialar que la concordancia entre la concentracion
celular y la informacion proporcionada por otros métodos (como la cantidad de

pigmentos u otros componentes celulares (Alfonso, 2001).
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46.1 Camara de recuento

Lograr una buena reproducibilidad en el conteo microscépico es uno de sus
desafios, por lo que es fundamental saber como seleccionar el volumen de la
muestra, la dilucion, el tipo de camara de conteo, el objetivo del microscopio y la
técnica para llenar la cdmara de conteo. En algunos casos, puede ser necesario

corroborar el volumen de la cdmara que se esta utilizando (Leal, 1998).

La mas factible a utilizar es el hematocitometro de 0,1 mm de profundidad con una
regla de Neubauer para el conteo celular de las microalgas mas grandes y también
para muchos dinoflagelados, los tipos de cédmara mas utilizados son los
hemocitometros Sedgwick-Rafter o de 0,2 mm de profundidad con escalas Fuchs-

Rosenthal.

La camara de recuento utilizada en la mayoria de los laboratorios es un
hemocitometro de 0,1 mm de profundidad con una regla de Neubauer que consta
de 9 cuadrados de 1 mm de lado (area total de recuento = 0,9 mm2), cada uno
correspondiente a un volumen de 0,1 pL. Los cuatro extremos se dividen en 16
cuadrados pequefios. El cuadrado central tiene 25 cuadrados, cada uno con un area
de 0,04 mm2 (0,2 mm x 0,2 mm), divididos a su vez en 16 cuadrados mas pequefios.
Para células de mas de 6 um y con una concentracion de cultivo relativamente baja,
se recomienda contar en los cuatro cuadrados etiquetados como A, B, Cy D, aunque
muchos laboratorios prefieren contar al menos un cuadrado adicional (Jimenez,

2022).
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4.6.2 Crecimiento de las microalgas

El crecimiento algal de un cultivo tipico se describe en 5 fases de Crecimiento y
estas se definen por el nimero de células presentes a un tiempo (edad) determinado

y por las condiciones generales del cultivo

46.3 Fase de latencia o fase inicial

En esta fase inicial es poco la densidad celular o el incremento, esta es una fase de
adaptacion a las nuevas condiciones de medio de las células. Muchas enzimas
metabdlicas llegan a ser inactivas y las concentraciones de materiales celulares caen
a niveles que perturban la division de la célula, antes de reanudar el crecimiento a

las algas les toma un corto periodo de tiempo aclimatarse a su medio acuético.

Otro factor que ayuda a la fase de latencia, es el requerimiento de alcanzar los
maximos niveles de compuestos especificos antes de que comience la fase
exponencial. Altas concentraciones de magnesio, calcio o fésforo pueden extender
la fase inicial. Esta fase se puede dilatar entre 1-3 dias, dependiendo del tamafio y

del estado del inoculo.

4.6.4 Fase exponencial o desarrollo logaritmico

En esta fase la division celular se aumenta en funcién del tiempo. El incremento de
la poblacion existente es debido a que las células estan asimilando los nutrientes en
el medio y su proceso de reproduccion asexual es activo. La fase exponencial puede

establecer en el segundo o en el tercer dia después de la realizacion del inoculo en
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el medio y prolongarse hasta cuatro dias. Si se controla la dilucion del cultivo esta

etapa puede extenderse por semanas.

4.6.5 Fase de declinacion de la fase exponencial

La division celular es lenta cuando los nutrientes han sido consumidos y su carencia
limita el crecimiento. Puede durar de uno a dos dias en que la edad del cultivo

alcanza su valor maximo.

4.6.6 Fase estacionaria.

En esta fase el factor limitante (carencia de nutrientes) y tasa de crecimiento esta
balanceados, es decir que las densidades celulares se mantienen relativamente
constantes por un periodo relativamente prolongados. Esta fase es muy corta en

grupos de cultivos donde los nutrientes son consumidos y no reemplazados.

4.6.7 Fase de declinacion o muerte

Durante esta fase las células sufren la completa limitacion por escasez de nutrientes,
la densidad celular comienza a fenecer rapidamente liberando azucares, proteinas,
lipidos los cuales son aprovechados en algunos casos por bacteria oportunistas que
se alimentan de ella desplazando a la poblacion que ain se mantiene viva, pero que

rdpidamente colapsa.
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Figura 4. Fases de crecimiento del cultivo de microalgas. A: fase de induccién o
retraso del crecimiento; B: fase exponencial; C: fase de declinacion relativo del

crecimiento; D: fase estacionaria; E: fase de muerte (tomado de Fernandez 2020).
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5. METODOLOGIA

5.1 Ubicacion geografica

El presente trabajo se realiz6 en un laboratorio, ubicado en el sector de La Libertad

Provincia de Santa Elena con coordenadas 2°14'3 6"S 80°53'54"W (figura 5)

Figura 5: Fotografia satelital del Laboratorio

Fuente: Google maps (2023)
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5.2 Generalidades del cultivo

5.2.1 Obtencion de cepa

Para esta investigacion las cepas seleccionadas fueron de la especie de microalga

Navicula sp esta fue adquirida del CENAIM-ESPOL.

5.2.2 Parametros

La temperatura promedio fue de 26 °C, el agua de mar 34 %o fue filtrada con papel
Whtaman GF/C de 1.2um en tamafio de poro y auto clavada a 120°C/15psi de

presion por 15min, la intensidad luminica es de 3200 Im.

Para la preservacion de la cepa se la mantuvo en congelacién a -4 °C, la segunda

linea experimental paso en congelacién por 10 dias.

Cuando los cultivos alcancen la fase de crecimiento exponencial, se procedio a
realizar conteos con mayor revision para observar los respectivos cambios de la

célula de la microalga.

5.3 Método utilizado
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Tabla 1.

Medios de cultivos para microalgas modificados

SOLUCIONES

Nombres de los componentes

Formula quimica

Cantidad en 200ml

1 Nitrato de sodio NaNO; 15¢g
Tripolifosfato de sodio Na5P;010 0.89g

2 Metasilicato de SiO; Na2-5H20 4.47g
pentahidratado

3 Cloruro férrico anhidrido FeCls 0.369
Acido etilendiamino  C1oH1sN20s 0.87
tetracético (EDTA)

Cantidad en 10ml

METALES TRAZA
Sultato de cobre CuSOg4 0.099
Sultado de zinc ZnS04 0.22g
Cloruro de cobalto CoCI2 0.10g
Cloruro de manganeso MnCI2 1.80g
Molibnato de sodio Na;MoO4 0.06g

4 Cantidad en 10ml
Biotina C10H16N203S 0.01g/ml
Cianocobalamina Ce3HgsCON14014P 0.01g/ml
Tiamina C12H17N4OS+ 0.2g/L

Fuente: Medio de cultivo Guillar F/2 modificado

En la Figura 6 se esquematiza el proceso de cultivo general, a partir del cual se

establecio dos protocolos de cultivo el cual consiste en la eliminacion de soluciones

1,2y 3 expresada en la Tablas 1.
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CULTIVO DE MiCROALGAS
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Figura 6: Esquema del proceso de cultivo de la Microalga

Para la primera parte del estudio se inicid con la realizacion de los nutrientes
expresados en la Tabla 1, los cuales se aplicaron en cada fase de cultivo. Se
selecciono del cepario las colonias de microalgas con mayor pigmentacion para la
realizacion del inoculo a tubos de ensayos, se sembraron 6 con un volumen de 10ml,
en un transcurso de 3-4 dias se trasladaron a otro tubo con la misma cantidad de
volumen que los anteriores, donde se aplico el tratamiento experimental y se
establecid 3 diferentes tipos de alteracion de nutrientes expresados en la Figura 7,
se mantuvo hasta el trascurso de 3 dias, se procedi6 a tomar los parametros
diariamente (salinidad, pH y temperatura) y también la respectivas caracteristicas

de densidad, coloracién, forma y tamafio.
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Figura 7. Esquema de la primera experimentacion

5.4 Primera linea experimental

Se establecidé primero tres medios alterados de cultivo los cuales contenian bajas

concentraciones de las soluciones 1, 2 y 3 para la primera linea experimental.

Se sembr6 en tubo de 20 ml con un inocuo de 10 ml los cuales fueron 3
experimentales que contiene todos los nutrientes menos los ya establecidos, se
mantuvieron entre 2 -3 dias maximo y después se pasé a un medio con un volumen
mas elevado como son las fiolas de 250ml con un inocuo de 100ml donde se
mantuvo la misma secuencia y estos se mantuvieron de 4-5 dias, después de este
proceso empieza su curva de decaida. Las muestras se revisaran todos los dias a

traves del programa Microcapture 8.7 y se observaré en la cAmara de Neubauer.
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Figura 8: Esquema de la segunda experimentacion

5.5 Segunda linea experimental

La segunda linea se establecid con la solucion 2 que contiene el metasilicato, en
esta linea de siembra se redujo la salinidad a 25 %o, se inicio en tubos con 10ml
donde no se le coloco la solucion 2, en los tubos se dejo transcurrir 3 dias y se paso
a un volumen maés elevado de 100ml en una fiola en los cuales también se dejé
transcurrir 3 dias mas, luego de este proceso se colocé en un medio completo se
inoculo un 10% de la fiola ya establecida, se dejo por 4 dias para observa su

incremento de densidad celular.
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5.6 Crecimiento celular

Desde el inicio cada 24 horas, se tomaran muestras (1mL), por triplicado de cada
tratamiento, y se fijaran con 50uL de una pequefia muestra para realizar el recuento
celular por microscopia de luz, utilizando la camara de Neubaler de 0.01mm de
profundidad. Con los datos obtenidos se elaborard las curvas de crecimiento y a
partir de éstas se determinaran las tasas instantaneas de crecimiento (Madigan ,

1999).

5.7 Dimension celular (Tamafio).

La fotomicrografia se llevara a cabo utilizando un microscopio equipado con una
camara digital Polaroid DMC2 con una resolucion de 1600 - 1200 pixeles, las

imagenes se capturaran mediante analisis de imagenes Micro Capture Ver8.7.

5.8 Determinacion de forma y color de la célula

Se realizard tomando una pequefia muestra con Lugol al 1%, a través de esto se
observara en un microscopio con una camara adecuada, donde se tomaran muestras

diarias para observar su forma y coloracion.

5.9 Andlisis de datos

Se utilizo el programa Past 4.13 para realizar el analisis de variancia (ANOVA)

(Analisis de Varianza) es una técnica estadistica utilizada para comparar las medias
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de tres 0 mas grupos independientes. Su funcién principal es determinar si existen
diferencias significativas entre las medias de estos grupos y, en caso afirmativo,
identificar qué grupos difieren entre si. Se utiliza comunmente en estudios
experimentales y observacionales para analizar la varianza de una variable
dependiente a través de diferentes categorias o niveles de una variable

independiente.

La hipotesis nula en ANOVA establece que no hay diferencias significativas entre
las medias de los grupos, mientras que la hip6tesis alternativa sugiere que al menos
una de las medias difiere de las demas. Para realizar el anélisis, se requiere una
variable dependiente continua y al menos una variable independiente categérica con

dos 0 mas niveles.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.10 Experimentaciones

Como resultado de los diferentes tipos de cultivos establecidos, se determinaron las
diferencias encontradas en la concentracion celular y el tamafio de las microalgas
debido al estrés nutricional a traves de las cuatro experimentaciones establecidas a

continuacion.

511 Primera linea experimental, concentracién celular en sus

diferentes fases de cultivo en cada tratamiento

Tratamiento control TCR se determind un crecimiento normal debido a que estos
contenian todos los nutrientes necesarios para poder tener un 6ptimo desarrollo de

las microalgas en un ambiente controlado (figura 9).
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Figura 9. Tendencia de concentracion celular de Navicula sp del TCR

La densidad de las células en su contenido de nutrientes normales se mantuvo con
una curva de crecimiento normal, debido que los primeros tres dias se encontraban
en un medio de cultivo de tubos de 10 ml de muestra y los tres dias restantes
estuvieron en un nivel mas elevado de 100 ml manteniendo asi la curva de

crecimiento en la fase exponencial.

Primera experimentacion sin solucion 1 (TSNR1)

Se establecio una curva de crecimiento negativa debido a que los primeros dias
existio un leve crecimiento de la microalga aproximadamente de 25000 cel/ml y
después se observo su fase de muerte, asumiendo que la causa fue la ausencia del
nitrégeno (este tratamiento no lo incluia), ya que este en fundamental en su
metabolismo porque es el encargado de la formacion de las proteina y nucleétidos
y sin este factor las diatomeas no podrian seguir su ciclo reproductivo normal

(figura 10).
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Figura 10. Tendencia de concentracién celular de Navicula sp del TSNR1

En esta figura 10 se observa que en las primeras fases de crecimiento como es desde
el segundo hasta el cuarto dia este se encuentra en su fase exponencial, pero con un
crecimiento muy leve de células a partir del dia cuarto se establece en su fase de

muerte.

Segunda experimentacion sin solucion 2 (TSSR2)

Se registro curva de crecimiento normal, pero con una densidad minima de 5000
cel/ml, a pesar de que en este estudio no se le aplicé el nutriente correspondiente,
que fue el metasilicato. Este se encarga del fortalecimiento de la pared de silicio,
que contiene este tipo de microalga (Navicula sp). Ademas, la muestra tuvo una
tasa pequefa de declive, pero despues de este proceso su curva de crecimiento fue

normal (Figura 11).
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Figura 11. Tendencia de concentracién celular de Navicula sp del TSSR2

En la figura se puede observar que se mantiene un crecimiento normal con una
curva de crecimiento ascendente, dado que el crecimiento de las microalgas no se
ve afectado en su totalidad por el silicio, encargado de fortalecer las paredes

celulares que forman la frastula.

Tercera experimentacion sin solucion 3 (TSHR3)

Existié un rango de inestabilidad en la curva de crecimiento y se observd un
pequefio cambio en su pigmentacion, debido a la funcion que realiza el hierro con
la clorofila, la cual se encarga de mantiene la forma de los cloroplastos y la

activacion de las enzimas con sus funciones.
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Figura 12. Tendencia de concentracidn celular de Navicula sp del TSHR3

5.12 Comparacion de los diferentes tratamiento

Funcién a la concentracion celular
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Figura 13. Boxplot extraidos de past con los 4 tratamientos experimentales
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Figura 14: diferencias significativas en los tratamientos

Las densidades celulares fueron diferentes significativamente en comparacion a
todos los tratamientos debido a que el (p< 0.05) y con una media de 9.20 nos

determina esto los datos estadisticos se pueden observar en el anexo 30.

Continuando con las pruebas estadisticas de ANOVA con cada tratamiento
individual como fue TCR y TSNR1 donde se obtuvo obtuvieron un p=0,004

estableciendo que si existe diferencia significativa.

Ahora bien, en la Figura 15 se determina el indice de varianza en los diferentes

tratamientos en funcién de la densidad. Con esto, se puede establecer que existe una
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relacion mas estable con el TSSR2, debido a que se mantiene el mismo rango de

crecimiento y se observa una curva de crecimiento en aumento

Figura 15. Curvas de concentracion celular de los tratamientos TCR, TSNR1, TSSR2 Y TSSHR3
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La curva de crecimiento del TCR como en el TSSR2 tienen una tendencia a un
crecimiento ascendente a diferencia de los tratamientos TSNR1 y el TSHR3 que

tienen una tendencia a decaer que se representan en la figura 14.

Se compararon los tratamientos establecidos en los cuales el TCR y el TSSR2
tienden a una curva de crecimiento que va en aumento estableciendo una
concentracion celular en un rango adecuado para un cultivo de Navicula sp , con el
TSSR2 se obtienen concentraciones celulares en un rango un poco bajas de
5000cel/ml, pero en una curva creciente ascendente, debido a que el componente
limitante fue la solucién de silicio el cual cumple una funcién mas no perjudicial el

cual es darle firmeza y mas dureza a la frastura por lo que esta formada de silicio.

A diferencia de los tratamientos TSNR1 Y TSHR3 no se observa un resultado
favorable debido a que su curvo de crecimiento fue negativa para un crecimiento
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adecuado, ya gue no contienen nutrientes esenciales como es el nitrato en el primer
tratamiento el cual es fundamental para la vida de las diatomeas y en el TSHR3 sus
resultados fueron negativos, pero mantuvo una curva de crecimiento pequefia, pero

se obtuvo en funcién a la concentracion celular, pero era inestable.

5.13 En funcion al tamano

Se realizd la fase estadistica ANOVA para determinar si es significativamente
diferente o no. Este procedimiento ejecuto un analisis de varianza de un factor para
los tratamientos. El analisis de varianza de ANOVA en funcion al tamafio en la
primera experimentacion de la célula establecié una media de 6.45 se detect6 una
razon F de 2.97 y una (p>0.05) lo cual significa que existe una diferencia
significativa entre las medias. Para poder determinar con mas certeza cual fue la
media de los tratamientos con diferencia se realiza el analisis de Tukey que

comparas las medias y poder definir que tratamiento son diferentes.
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Figura 15. Box plot de los tratamientos en funcion al tamafio

Tambien se utilizd el analisis de Kruskal-Wallis el cual presento un (p <0.05)
determinano que, si existe una diferencia significativa en el tratamiento TSNR1 y
TSHRS3, debido a que estos fueron los tratamientos que no se mantuvo con una

curva de crecimiento ascendente, por su déficit de nitrogeno y hierro.
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Figura 16. Comparacién de tamafios en los diferentes tratamiento

En la figura 16 se representa una estandarizacion en funcion al tamafio

estableciendo en los tratamientos TCR, TSNR1 Y TSSR2, estos tratamientos
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mantiene el mismo indice de tamafio el cual fue 15 um hasta 20 um el cual es un
rango que se establecido a través de esta experimentacion, identificando que es el
tamafios en los que varia este tipo de especie como es la Navicula sp. Definiendo
gue estos tamafios van apareciendo debido a su reproduccion vegetativa, porque
como ya se sabe las microalgas tienen sus fases de reproduccidn mitética en las que
se presenta la disminucion del tamafio a través de sus valvas como se encentra

expresado en la figura 1.

5.14 Segunda linea experimental

Cuarta experimentacion sin solucion 2 y baja salinidad TSSR2.1

Este tratamiento consistio en la reduccion de la salinidad al 25 %o y sin la aplicacion
del metasilicato (solucion 2) por un trascurso de seis dias y luego se le aplico todos

los nutrientes necesarios.

En este estudio se pudo observar un incremento de tamafrio el cual fue de 13 um a
30 um de la microalga debido a los factores limitantes el cual es un factor de estrés

y supervivencia de las microalgas.

La experimentacion con todos los nutrientes establecidos demostro que existe una
gran importancia en su implementacion en los medios de cultivos debido a que cada

uno cumple una funcion importante y sustentable para la vida de las microalgas.
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Figura 17. Tendencia de concentracion celular de Navicula sp del TSSR2.1

En la figura 17 se observan como en los primeros 6 dias mantiene una concentracion
de células baja debido a la ausencia del silicio después que se colocé a un medio
con todos los nutrientes establecidos en la Tabla 1, se obtuvo un incremiento
espontaneo de las células donde alcanzaron concentraciones celulares mucho méas
elevadas que los dias anteriores, también se observo el incremento del tamafio de

las microalgas de 13 pm a 30 pum.

5.15 En funcidn al crecimiento de la concentracion celular
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Figura 18. Box plot de los dos tratamientos en funcion a la concentracidn celular

La densidad celular de los cultivos TCR no mostré diferencia significativa con la
densidad celular del TSSR2.1 porque (p>0.05), también se pudo determinar la
media de este tratamiento que fue de 5.94 estableciendo que no existe diferencia
significativa este andlisis de datos en funcion a la concentracion celular de la
segunda linea experimental. Se emple6 la prueba de Tukey anexo 31 para evaluar
diferencias en la densidad celular al final del experimento también se determiné que

no existe una diferencia en comparacion con los dos tratamientos (figura 16).

5.16 En funcion al tamafio
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Figura 19. Box plot en funcién al tamafio de las células

Los analisis de datos ANOVA en funcién al tamano de las células nos determinaron

que existe una media de 0.05 se detect6 una razon F de 0.001 y un valor p>0.05 no

existiendo una diferencia significativa entre las medianas y en el andlisis estadistico

de Kruskal-Wallis tampoco determina que existe una diferencia significativa.
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Figura 20. Comparacion de los dos tratamientos en funcidn al tamafio

En la ilustracion se observa las curvas de crecimientos que se desarrollaron en los
dos medios de cultivo como podemos ver en el TCR mantiene un tamafio normal
en los ultimos dias incremento un 10% en su tamafio a comparacién del TSSR2.1
el cual presenta una curva inestables pero después del transcurso de 6 dias cuando
pasa a un tratamiento con todos los nutrientes necesarios existe un incremento
elevado en el tamafio de la célula estableciendo que en la dltima etapa del cultivo
existe un aumento de un 70 % donde las células han incrementado su tamafio. que
por medio de un factor de estrés o un tamafio minimo de la célula esta comienza a

regenerarse y establecer un tamafio mas grande para asi continuar su ciclo continuo,

el silicio es absorcion durante su division celular principalmente.
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En funcion a las caracteristicas de color y forma

Los datos estadisticos y los datos experimentales determinaron que no existié una
diferencia significativa en las experimentaciones realizadas en funcion a la formay
el tamarfio de esta especie tanto en los datos experimentales no existi¢ diferencia

alguna, estas caracteristicas se las puede observar en las tablas de anexos 34 y 35.

5.17 En comparacion con todos los tratamientos

A través de los andlisis estadisticos cono fue ANOVA no se demostré diferencias
significativas comparando todos los tratamiento con nutrientes alterados a el
tratamiento control con los nutrientes modificados determinado que con el medio
modificado que se trabajo es igual a medio normal que es el /2, pero aplicacion de
ANOVA con cada tratamiento individual si se encuentran diferencias significativas
como se pudo observar en la experimentaciones realizada a través de factores que
promovieron el estrés celular donde se le limitaron ciertas cantidades de nutrientes
como es en el tratamiento TSNR1 que existe un indice negativo para un optimo
cultivo de microalgas debido a que en cantidades minimas como es 3.40 mg/I de
nitrbgeno no genera la biomasa necesaria, estableciendo que no se realicen
experimentaciones con esta cantidad de nitrégeno porque el cultivo tiende a decaer

en los dos primeros dias.

Se aceptd la hipdtesis alterna que nos determina que los medios de cultivos
experimentales no son iguales al medio de cultivo /2, estableciendo asi la
importancia de todos los nutrientes necesarios para mantener un buen cultivo de

microalgas.
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Cabe recalcar que se establecieron los tamarfios en los que fluctia la diatomea
Navicula sp que son entre los rangos de 13 pum a 30 um, en esta fase experimental
se observar que a través de la ausencia del nutriente como es el silicio se observa
un comportamiento inusual, el cual presenta un aumento del tamafio de la célula,
debido a un comportamiento bajo el estres o supervivencia de esta especie son
comportamiento que no se puede determinar con una veracidad debido a que indica
este suceso se necesitan estudios especificos sobre este tema. Se decretd que bajas
concentraciones de silicio como es 0.85 mg/l de este componente, aln genera un

crecimiento celular de esta especie.

En funcion a la tercera experimentacion donde el nutriente que méas destaca fue el
hierro, donde se observa un crecimiento inestable en sus primeros dias y después
una curva descendente debido a que su concentracion de hierro fue de 0.14 mg/I

obteniendo un resultado no favorable para un cultivo.

Para poder tener resultados mas especificos se necesita hacer analisis estadisticos
sobre la composicion quimica que se les otorga en cada medio de cultivo
establecidos para poder determinar si existen diferencias significativas quimicas

gue contengan la microalga con respecto a la concentracion del nitrato y el silicio.
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DISCUSION, CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

6. DISCUSION

Hay diferentes estudios con respecto a los nutrientes adecuados para las necesidades
de las microalgas, y uno de los méas conocidos es el guillar f/2. Los fertilizantes de
origen de los medios de cultivo pueden presentar variaciones en su composicion
guimica (como metales traza y quelantes). Al respecto, autores como Gonzalez
Rodriguez, Maestrini y LoOpez (2011) atribuyen una funcion positiva para el
crecimiento de las microalgas. La variacion de la composicion de los fertilizantes
puede deberse al origen y a su proceso de produccion (Valdepefa, 2004). Por tanto,
lo anterior pudo influir positivamente en el crecimiento y la concentracion celular
observada en las microalgas cultivadas con medio modificado con respecto al

medio f/2.

Por su parte, Rodolfi (2008) establecio diferentes medios de cultivo en los que se
limitaron las concentraciones de nitrégeno, lo que resultd en el aumento de la
productividad de lipidos en medios privados de nitrogeno. Este mismo autor
establecio que, con la limitacion de los nutrientes como el nitrégeno, se pueden
obtener mayores concentraciones de lipidos. Igualmente, en el estudio se confirmo
gue con una concentracion muy limitada de nitrogeno se observa un declive en la
curva de crecimiento de las microalgas. De esa manera, se entiende que, entre
concentraciones minimas (3,40 mg/l) de nitrogeno en un medio, no existe un

crecimiento del microorganismo como tal, sino que este tiende a decaer.

En el contexto de este trabajo, se establece una diferencia entre la deficiencia y la
limitacion de nutrientes. La primera se logra cuando el suministro exdgeno se agota

y la célula se ve obligada a utilizar sus reservas endégenas; mientras que, con la
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segunda, el cultivo generalmente crece y se adapta a un ambiente constante, pero

insuficiente, del nutriente limitante.

Cabe resaltar que, desde finales de la década de 1940, Milner (1949) demostré que
un cultivo de Chlorella pyrenoidosa era capaz de acumular hasta un 85 % de lipidos
en su biomasa, mientras que el contenido tipico de los cultivos exponenciales de
nutrientes, en particular el nitrégeno y el silicato, podia aumentar el contenido de
lipidos en las algas. Asi, se ha observado un aumento del contenido de lipidos de
hasta el 70 % en la biomasa seca de las algas, y en este estudio también se determino

la importancia del nitrégeno, el silicio y el hierro.

Por otro lado, se observé un crecimiento negativo, debido a la ausencia del
nitrégeno. Varios estudios han determinado que, dadas las concentraciones de
nitrégeno en un cultivo de microalgas, es posible que se formen proteinas y acidos
grasos en estas. Finalmente, la investigacion de Camacho (2013) establecid que la
acumulacion del pigmento astaxantina, extraido de la microalga H. pluvialis, ocurre
a través de un estrés causado en este tipo de microalgas durante la transformacion
de su estado vegetativo (fase verde) hasta su estado de aplanospora (fase roja),
cuando cesa su crecimiento en la fase estacionaria. Los factores de estrés que
inducen a una acumulacion de astaxantina son la temperatura y la concentracion de
nutrientes, entre otros. En conclusion, a través de este estudio se puede establecer
que, por medio del estrés de una especie, se pueden obtener resultados favorables o
de interés comercial, parecidos a los resultados de este analisis, donde se incluye la
reduccion del silicio para incitar el estrés en las células de la especie y estimular el

incremento del tamafio celular.
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7. CONCLUSION

Aunque hay muchos estudios que se pueden realizar aun con respecto al medio de
cultivo adecuado y las fuentes nutricionales adecuada a través de modificaciones
para los fines de esta tesis se pudo establecer un medio de cultivo adecuado en
donde la microalgas puede ejercer un crecimiento positivo, a través de eso también
se determind la influencia del medio de cultivo Optimos para el crecimiento

adecuado de Navicula sp.

En el TCR la tasa de crecimiento especifico més altas se registra durante la fase de
crecimiento exponencial, cuando se observa que las células se replican
gradualmente como resultado de las condiciones de cultivo ideales y los nutrientes

disueltos en el medio.

Se desempefid las curvas de crecimiento de la microalgas a través de los factores de
estrés como fue la limitacion de nutrientes dando nos como resultados que con una
baja cantidad de nitrgeno y hierro existe una concentracion celular no favorables
a comparacion de silicio el cual con bajas cantidades puede continuar con su

reproduccion vegetativa, aunque es minima, pero se mantiene.

Es este estudio realizado se puede concluir con la importancia de todos los
nutrientes que se otorga en un medio de cultivo estableciendo para este tipo de
especies y aplicar las cantidades adecuadas en las cuales un medio de cultivo de
microalga pueda tener lo que es un 6ptimo crecimiento y calidad nutricional de esta

especie para ser aprovechadas en su totalidad.

Uno de los nutrientes mas esenciales fue el nitrogeno que se determind que si no
existe una cantidad adecuada del nitrégeno las diatomeas no pueden mantener un

crecimiento adecuado y llegan a morir rapidamente. Y también se establecié la

65



funcidn esencial que cumple el silicio, debido a que por este medio las diatomeas
pueden mantenerse fuertes y estables, este nutriente puede ejecutarse en minimas
cantidades por las cuales las diatomeas absorben todo el silicio del medio posible
hasta llegar a un punto donde ya no exista el silicio suficiente y estas se establecen
como esporas para poder mantener su sobrevivencia, después de este proceso
cuando ellas vuelvan a tener un medio con suficiente silicio y regeneran a través de
su reproduccion meidtica estableciendo tamafios mas grandes, es lo que se pretende
gue sucede en este proceso de aumento de dimension celular, debido a que no se
han realizado estudios pertinentes a este fendmeno como tal no se puede establecer

una respuesta concreta y veridica.

Existen varios factores los cuales pueden afectar un medio de cultivo 6ptimo para
el crecimiento de estos individuos como son los contaminantes que son las bacterias
estas afectan negativa mente un cultivo y por tal motivo se tiene que mantener un

manejo adecuado de toda la parte de esterilizacion.
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8. RECOMENDACIONES

e Permanecer en un medio adecuado Yy esterilizado para los varios tipos de
cultivos controlados con cada especie distinta que servir para medios de
cultivo y determinar en cual es mas factible trabajar debido a que cada
especie contiene comportamiento y adaptaciones diferentes a través de esto
se debe realizar estudios mas detallados con relacion al comportamiento en
un medio controlado

e Mantener un medio de cultivo especifico para cada especie debido a que
cada tipo de especie tiene adaptaciones y componente distintos por eso se
recomienda mantener un protocolo adecuado

e Realizar méas estudios acerca del silicio en las diatomeas en funcion a sus
factores como intervienen que procesos realiza, como se efectla en las
diatomeas

e Realizar estudios mas relacionados al tema de la reproduccion sexual de las
diatomeas ya que son muy escasos este tipo de estudios

e Mantener una concentracion adecuada de los nutrientes no excederse ni
colocar menos, para mantener un optimo crecimiento

e Utilizar un sistema hibrido, donde se cultiven las células en un medio
suficiente de nutrientes para generar altas concentraciones de biomasa y
posteriormente someterlas a un estrés nutricional bajo limitacion de
nutrientes como es el silicio para inducir a un aumento en las dimisiones
celulares(tamario), de esta manera no se ve mermada la productividad

en funcién al tamafio.

e Se recomienda realizar estudio mas detallados en funcién al tamafio de la
célula a través de la ausencia del silicio en la formacién del fristulo.
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Iméagenes

Anexo 21. Navicula sp

:

Anexo 22. Diferencia de tamafio de Navicula sp
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Fase estadistica

B Several-sample tests — m| *

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups: 2,76046E10 3 9,20152E09 6,573 0,0005738
Within groups: 9,51867E10 68 1,3993E09 Permutation g (n=99999)
Total: 1,22791E11 71 0,00017

Components of variance (only for random effects):

Var{group): 433429E08 Var(error): 1,39%8E09 ICC: 0236429
omegal: 0,1885

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 9,926E-06
Levene’s test, from medians p (same): 0,006715

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=4,812, df=335, p=0,006807

Bayes factor: 39,12 (very strong evidence for unequal means))

Anexo 29. datos de ANOVA realizados en el programa estadistico past de la primera linea

experimental en funcion a la concentracion celular

TCR TSNR1 TS5IR2 T5HIR3
TCR 01574 0,3997 02571
TSNR1 31 09317 0,9909
T55IR2 2,266 08443 0,99
TSHIR3 2,686 04156 04293

Anexo 30. Fase estadistica de Tukey’s
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B Several-sample tests — O

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups: 2,28892E10 1 2,28892E10 948 0,004092
Within groups: 8,20929E10 34 2,4145E09 Permutation p (n=99999)
Total: 1,04982E11 35 3E-05

Components of variance (only for random effects):

Var({group): 1,13748E09 Var{error): 24145E09 ICC: 0,320239
omega2: 0,1906

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 0,0008
Levene’s test, from medians p (same): 0,01625

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=948, df=17 45, p=0,006647

Bayes factor: 9,167 (substantial evidence for unequal means)

Anexo 30: ANOVA en comparacién del TCR y TSNR1

B Several-sample tests — O =

One-way AMOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups: 1,30912E10 1 1,30912E10 4912 0,03347
Within groups: 9,06192E10 34 2,66527E09 Permutation p (n=99999)
Total: 1,0371EN11 35 0,02673

Components of variance (only for random effects):

Var(group): 5,79217E08 Var(error): 2,66527E09 ICC: 0178523
omegaZ: 0,09801

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 0,0162
Levene’s test, from medians p (same): 0,1052

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=4,912, df=20,98, p=003786

Bayes factor: 1,547 (nc evidence for either equal or unequal means)

Anexo 31: ANOVA comparacion del TCR Y TSSR2



B Several-sample tests — O

One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals = Kruskal-Wallis =~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups: 1,71828E10 1 1,71828E10 6914 0,01275
Within groups: 8,44537E10 34 2,48511E09 Permutation p (n=99999)
Total: 1,01677E11 35 0,00202

Components of variance (only for random effects):

Var(group): 8,16541E08 Var(error): 248511E09 ICC: 0247313
omegal: 0,141

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 0,002192
Levene’s test, from medians p (same): 0,03744

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=6,914, df=18 456, p=0,01677

Bayes factor: 3,456 (substantial evidence for unequal means)

Anexo 32: ANOVA de TCR Y TSHR3

Jne-way AMOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals ~ Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F p (same)
Between groups: 19,3636 3 6,434355 2979 0,05895
Within groups: 39 18 2,16687 Permutation p (n=99999)
Total: 58,3636 21 0,05139

Components of variance (only for random effects):

Var(group): 0786111 Var(error): 2,16667 ICC: 0,266228
omega?: 02125

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 01938
Levene’s test, from medians p (same): 0,2647

Welch Ftest in the case of unequal variances: /=3,979, df=7,929, p=0,05298

Bayes factor: 1,26 (no evidence for either equal or unsqual means)

Anexo 31. datos de ANOVA realizados en el programa estadistico past de la primera linea

experimental en funcion al tamafio

TCR TSNR1 TSSIR2 TSHIR2
TCR 01617 09322 0.87a2
TSNR1 3,089 005794 03082
TSSIR2 0,.8426 3,032 0,755
TSHIR2 05817 2,528 1,404

Anexo 32. Fase estadistica de Tukey’s



One-way ANMOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals  Kruskal-Wallis ~ Mann-Whitney pairwise

Test for equal means

Sum of sqrs  df Mean square F

Between groups: 5,94363E09 1 5,94363E09 0,215
Within groups: 442223E11 16 2,76389E10
Total: 4,48167E11 17

Components of variance (only for random effects):

Var(group): -2,41059E09 Var(error): 2,76389E10 ICC:
omegat: 0

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same):
Levene’s test, from medians p (same):

Welch Ftest in the case of unequal variances: /~=0,215, df=1525, p=0,6494

Bayes factor: 0,2677 (substantial evidence for equal means)

p (same)

06491

Permutation p (n=99994)
0627

-0,0953509

06338
0,9089

Anexo 33. Datos estadisticos de ANOVA de la segunda linea experimental en funcién a la

concentracion celular

TCR

TCR T55R2.1
06491

T55R2.1 06558

Anexo 34. Prueba de varianza Tukey’s de la segunda linea experimental en funcién a la

concentracion celular

Dunn's post hoc
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One-way ANOVA  Effects  Tukey's pairwise  Residuals = Kruskal-Wallis =~ Mann-Whitney pairwise  Dunn's post hoc

Test for equal means

Sum of sqrs ~ df Mean square F

Between groups: 0,05 1 0,05 000118
Within groups: 7629 12 423823
Total: 762,95 19

Components of variance (only for random effects):

Var(group): -4,23333 Var(error): 423833 ICC:
omegal: 0

Levene's test for homogeneity of variance, from means p (same):
Levene’s test, from medians P (same):

Welch Ftest in the case of unequal variances: /~=0,00118 df=1208, »=09732

Bayes factor: 0,2325 (substantial evidence for equal means)

p (same)

0,973

Permutation p (n=99099)
0,9836

-0,110965

0008411
0137

Anexo 35. Datos estadisticos de ANOVA de la segunda linea experimental en funcion al tamafio

TCR

TCR T55R2.1
07264

T55R2.1 0,5038

Anexo 36. prueba de varianza Tukey’s de la segunda linea experimental en funcion al tamafio
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Tablas

EN DUNCION AL COLOR

TCR TSNR1 TSSIR2 TSHIR3 TSSR2.1

1 1 1 1 1

1 1 0 1 1

1 1 1 2 1 1 = Color normal (Parda)

1 1 1 2 1 2= Color medio ( semi- pardo)
3= Sin pigmento

1 0 1 2 1 P19
0= No presencia

1 0 1 2 1

Tabla 2. Tabla de registro de colorimetria de la microalga Navicula sp

EN FUNCION A LA FORMA

TCR TSNR1 TSSIR2 TSHIR3 TSSR2.1

1 1 1 1 1
1 1 1 1 1

0= No existe
1 1 1 1 1

1= Normal
1 1 1 1 1 2= Deforme
1 0 1 1 1
1 0 1 1 1

Tabla 3. Tabla de registro de la forma de Navicula sp
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cultivo de las microalgas en laboratorio es necesario para determinar su ciclo de
vida, el cual suele presentar dificultades, ya que un porcentaje minimo de especies
crecen con un estandar alto en nutricion. Incluso en el caso de poder mantener las
condiciones de cultivo, algunos factores afectan al normal desarrollo vy
comportamiento de la especie. Es imprescindible en la decision de medios de
cultivo conocimientos sobre la especie a cultivar destacandose, entre otros aspectos,
la relevancia de la sexualidad y enquistamiento en los ciclos de vida, ademas de la

ecologia de los organismos (Torres, 2007).

En casi todas las especies de microalgas se presenta la reduccion de tamafo
obligada durante la fase vegetativa del ciclo de vida. En otros casos, el tamafio se
restaura mediante la expansion de una célula especial, la auxospora, que se genera
después de la reproduccidn sexual Por este motivo la importancia de utilizar nuevas
tecnologias de cultivo de microalgas que favorezcan este desarrollo y la expansion
de volumen del cultivo se optan por nuevas técnicas de crecimiento favoreceria
obtener mayor concentracion nutricional y un tamafio adecuado de estas especies

para la alimentacion inicial, por ejemplo, de camarones en cultivo.

Las microalgas como es la Navicula sp contiene una calidad nutricional adecuada
de ahi la importancia el medio de cultivo. Es asi entonces que el presente estudio se
centro en determinar la influencia de diferentes medios de cultivos de fitoplanton
con la finalidad de establecer una concentracién celular de Navicula sp de su

reproduccion sexual bajo distintas condiciones experimentales.

Algunas empresas privadas llevan un proceso que es manejado en ocasiones
empiricamente, es decir se basa en la experiencia, esto implica en el manejo del
cultivo de microalgas existan falencias y no se registre de manera adecuada los
costos que se generan ocasionando gastos innecesarios para la empresa. Debido a
esto los medios de cultivo, que se utilizan quimicos puros suelen tener un costo
elevado por lo cual se tiende a reducir la cantidad de nutrientes desmejorando la
produccion de las microalgas. En base a lo anterior en este estudio se propuso
buscar una solucién para que este proceso se dé con una mejora en funcién a la

calidad de las microalga.
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La libertad, 12 de julio de 2023
PARA: Nicole Katherine Piguave Chancay
ESTUDIANTE UNIVERSIDAD ESTATAL PENINSULA DE SANTA ELENA
DE: Blgo. William Aristides Salvador Gonzalez
PROPIETARIO LABORATORIO LABMISAL

ASUNTO: CERTIFICACION DE TRABAJO EXPERIMENTAL EN LAS INSTALACIONES DEL LABORATORIO
LABMISAL.

Yo, Blgo. William Aristides Salvador Gonzalez, con cédula de identidad 0916429483, con nGmero de
registro del SENESCYT 1023-10-985234,; emito el siguiente certificado a la estudiante de la Universidad
Estatal Peninsula De Santa Elena, Nicole Katherine Piguave Chancay con cédula de identidad,
2450187139, para que haga uso pertinente en sus tramites de grado dando a conocer lo sigulente:

1} Laestudiante solicita realizar las actividades experimentales en |as instalaciones del Laboratorio
de propiedad del Blgo William Salvador "LABOTRATORIO LABMISAL", el 26 de febrero DEL 2023.

2) Laestudiante inicia sus actividades experimentales en el laboratorio, el 10 de marzo del 2023,
desarrollando cultivos de microalgas de la especie Navicula sp.

3) Laestudiante culmina sus actividades experimentales en el laboratorio “LABMISAL", 5 de julio
del 2023.

Se sugiere reservar el nombre del laboratorio ya que los documentos para su funcionamiento se
encuentran en tramites, pero se ha considerado oportuno dar apertura al conocimiento cientifico y
experimental ya que de esta manera se logra incentivar la investigacion, mision que llevamos para las
futuras generaciones.

Blgo. William Salvador

N° de Registro SENESCYT
1023-10-985234
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