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GLOSARIO
Motilidad: Concepto en biologia que se refiere a la capacidad de un organismo para

moverse por si mismo de manera autbnoma y espontanea.

Biopeliculas: Es una capa o comunidad de bacterias y otros microorganismos que se

desarrollan y se adhieren a una superficie.

Fototroficas: Se trata de un grupo de microorganismos que pueden sobrevivir y
prosperar de forma independiente, utilizando fuentes de energia naturales para

producir sustancias beneficiosas.

Polifenoles: Son sustancias vegetales que poseen propiedades antioxidantes que

pueden prevenir o reducir el riesgo de ciertas enfermedades crénicas.

Ficobilinas: Son compuestos tetrapirrélicos de cadena abierta que actGan como

cromoforos y absorben la luz en las ficobiliproteinas.

Porfirina: Son compuestos heterociclicos macrociclicos formados por cuatro anillos
de pirrol unidos por puentes de metileno. Forman la estructura basica de varios

pigmentos bioldgicos importantes como la clorofila, hemoglobina y citocromos.

Hidréfoba: Una sustancia hidrofoba es aquella que tiene aversion o rechazo al agua.

Tienden a agregarse y minimizar su contacto con el agua.

Fitol: El fitol es un alcohol diterpénico de cadena alifatica larga que forma parte de la
estructura de la clorofila. Es una molécula hidréfoba que ayuda a anclar la clorofila a

las membranas tilacoidales.

Isoprenoides: Los isoprenoides son una amplia clase de compuestos organicos
derivados de la union de mdaltiples unidades de isopreno (C5HS8). Incluyen

carotenoides, esteroides, vitaminas liposolubles y hormonas.
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Fucoxantina: Es un carotenoide marron-verdoso presente en las algas pardas
(feofitas) y algunas diatomeas. Actia como pigmento accesorio en la fotosintesis,

complementando la absorcion de luz de la clorofila.

Diadinoxantina: Es un carotenoide presente en algunas algas, como las diatomeas.
Participa en mecanismos de disipacion de exceso de energia luminica, protegiendo a

la célula del estrés oxidativo.

Fosfolipidos: Los fosfolipidos son lipidos que contienen un grupo fosfato. Son los

principales componentes de las membranas bioldgicas, formando una bicapa lipidica.

Esfingolipidos 7: Los esfingolipidos son una clase de lipidos que contienen un

esqueleto de esfingosina, en lugar de glicerol como en los fosfolipidos.

Omega-3: Los acidos grasos omega-3 son un grupo de acidos grasos poliinsaturados

de cadena larga.

Omega-6: Los 4&cidos grasos omega-6 son otro grupo de &cidos grasos

poliinsaturados. El principal omega-6 es el acido linoleico.

Omega-9: Los acidos grasos omega-9 son monoinsaturados y el principal es el acido
oleico.

Aldehido: Es un compuesto organico que contiene un grupo funcional carbonilo
(C=0) unido a un atomo de hidrégeno y a un radical alquilo o arilo.

Glicolipidos: Son lipidos que tienen uno o mas azucares (glucidos) unidos
covalentemente. Forman parte de las membranas celulares, especialmente en células

nerviosas.

Hidroximetilfurfural: EI HMF es un compuesto organico heterociclico que se
forma por deshidratacion de azicares como la fructosa. Se usa como indicador de

calidad en alimentos.
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Monosacaridos: Son los azucares méas simples, como la glucosa y fructosa.
Oligosacaridos: Son cadenas cortas de monosacaridos unidos por enlaces
glucosidicos. Peptidica: Se refiere a los enlaces covalentes que unen los amino&cidos

para formar péptidos y proteinas.

Acido y-linolénico: Es un 4cido graso omega-6 poliinsaturado. Tiene
propiedades antiinflamatorias y se ha estudiado por sus posibles beneficios en salud.
Acidos miristicos: Es un 4cido graso saturado de 14 atomos de carbono. se encuentra

presente en la mayoria de las grasas de origen animal y vegetal.

acidos palmiticos: Es un acido graso saturado de 16 &tomos de carbono. Es uno de los

acidos grasos saturados mas comunes y abundantes en animales, plantas y

microorganismaos.

Acidos palmitoleicos: Es un é&cido graso monoinsaturado de 16 atomos de

carbono, se encuentran en grasas y aceites.

Crisolaminarina: Es un polisacarido de reserva encontrado en algas heterocontas

(cromistas) como las diatomeas y algunas haptofitas.

B-glucanos: Son polisacaridos formados por unidades de glucosa unidas por

enlaces B- glicosidicos.

Paramilén: Es un polisacarido de reserva encontrado en algunas especies de

euglenoides (protistas fotosintéticos).

Euglenoides: Son un grupo de protistas flagelados que contienen clorofila y otros

pigmentos fotosintéticos.
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ABREVIATURAS
°C: Grados centigrados
Cél: Células
mL: Mililitro
pmol: Micromoles
L: litros
G: gramos
NaNO3: Nitrato de sodio
Si: Silicio
N: Nitrégeno
P: Fosforo
K2HPO4: Fosfato dipotasico
mM: Milimolar
BSA: Albumina sérica bovina
SO47: Sulfato

nm: nanémetros

AGPI: También llamados PUFA que significa acidos grasos poliinsaturados.

EPA: Acido eicosapentaenoico
DHA: Acido docosahexaenoico
ARA:Acido araquiddnico
SPV: Sulfo-fosfo ainillina
BCA: Acido icinconinico
TAG: Triacilgliceroles

Cu?*: Cobre

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato
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mm: Milimetros

NaOH: Hidroxido de sodio
Kg: Microgramo

mg: Miligramo

uv- vis: Ultravioleta y visible
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RESUMEN

La diatomea bentdnica Nitzschia sp, unicelular pertenece a la clase Bacillariophyceae,
se caracteriza por la forma alargada y simétrica, la cual, se encuentra en aguas dulces,
salobres y marinas, en el ambito biotecnologico se ha destacado por compuestos
bioquimicos que pueden llegar a tener en su fisiologia. El trabajo fue desarrollado en
el Centro de Investigaciones Biotecnologicas y Practicas Académicas - CIBPA,
perteneciente a la Facultad Ciencias del Mar, Universidad Estatal Peninsula de Santa
Elena. El objetivo del presente estudio, es realizar el analisis de la composicién
bioquimica de Nitzschia sp, en términos de proteinas por el método de Bradford,
carbohidratos en la técnica de Dubois, grasas mediante el método de Soxhlet y cenizas
a través de gravimetria, utilizando la biomasa con el medio de cultivo Guillard F/2 y
Conway, los cuales, estuvieron en condiciones de temperatura 20 °C, iluminacién de
40 pmol m? st y, aireacion manual diaria en volimenes menores (200mL),
transferidos a volimenes mayores (1 a 2 L) que se mantuvieron con aireacion
constante. Evidenciando que los procesos de cada ensayo se realizaron por triplicado,
indicando la cinética de crecimiento por espectrofotometria en la técnica de densidad
Optica y conteo celular por la cdmara sedgewick rafters, determinadas en un lapso de
tiempo de 20 dias, proveyendo en su fase logaritmica en el dia 13, con una cantidad de
20.973.846 cél/mL en Guillard F/2 y Conway 17.912.224 cél/mL, atribuyendo al
Guillard F/2 eficacia en la tasa de crecimiento de 1,40 y productividad de biomasa 0,08
g/L*dia valores distintivos comparados con Conway. No obstante, en los resultados de
composicion bioquimica reveld diferencias significativas, distinguiendo el medio
Guillard F/2 o6ptimo en cuanto a carbohidratos y cenizas, en cambio Conway,
demostré mayor concentracion en proteinas y grasas. Concluyendo con la descripcion

de compuestos bioquimicos en Nitzschia sp, muestran gran relevancia cientifica,
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puesto que esta diatomea ha sido empleada, en los campos farmaceutico, nutracéutico,
cosmético y agricola, por ello, indiscutiblemente a ejercido una influencia decisiva en

la industria y la sociedad.

PALABRAS CLAVES: Nitzschia sp, espectrofotometria, Guillard h, Conway,

composicion bioquimica.
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ABSTRACT
The benthic diatom Nitzschia sp, unicellular, belongs to the class Bacillariophyceae, it is
characterized by its elongated and symmetrical shape, which is found in fresh, brackish
and marine waters. In the biotechnological field, it has stood out for its biochemical
compounds that can have in its physiology. The work was developed at the Center for
Biotechnology Research and Academic Practices — CIBPA, belonging to the Faculty of
Marine Sciences, Peninsula State University of Santa Elena. The objective of the present
study is to carry out the analysis of the biochemical composition of Nitzschia sp, in
terms of proteins by the Bradford method, carbohydrates by the Dubois technique, fats
by the Soxhlet method and ashes by gravimetry, using the biomass with the Guillard F/2

and Conway culture medium, which were under conditions of temperature 20 °C,

lighting of 40 pumol m™2 s and, daily manual aeration in smaller volumes (200mL),
transferred to volumes larger (1 to 2 L) that were maintained with constant aeration.
Evidence that the processes of each test were carried out in triplicate, indicating the
growth kinetics by spectrophotometry in the optical density technique and cell counting
by the sedgewick rafters camera, determined in a time period of 20 days, providing in its
logarithmic phase in on day 13, with an amount of 20,973,846 cells/mL in Guillard F/2
and Conway 17,912,224 cells/mL, attributing to Guillard F/2 an efficiency in the growth
rate of 1.40 and biomass productivity of 0.08 g. /L*day distinctive values compared to
Conway. However, the biochemical composition results revealed significant differences,
distinguishing the Guillard F/2 medium as optimal in terms of carbohydrates and ash,
while Conway demonstrated a higher concentration in proteins and fats. Concluding with
the description of biochemical compounds in Nitzschia sp, they show great scientific
relevance, since this diatom has been used in the pharmaceutical, nutraceutical, cosmetic

and agricultural fields, therefore, it has undoubtedly exerted a decisive influence on
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industry and society.

KEYWORDS: Nitzschia sp, spectrophotometry, Guillard h, Conway, biochemical

composition.
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INTRODUCCION

Las diatomeas son un grupo de microalgas que se destacan, por su capacidad
natural para producir una amplia variedad de sustancias beneficiosas, desde compuestos
que promueven la salud alimentaria hasta agentes farmacéuticamente activos. Estas
diminutas formas de vida, son consideradas un recurso invaluable en la busqueda de
suplementos nutricionales y alternativas a sustancias sintéticas, ya que su versatilidad
abarca, la elaboracion de antibidticos, produccion de combustibles renovables y
biofertilizantes, ademés de sus aplicaciones industriales que incluye desde la
detoxificacion de desechos y generacién de energia renovable, utilizando residuos
biol6gicos como sustrato. Estas microalgas son reconocidas como una opcion sostenible,
para la generacion de biocombustibles, debido a su capacidad de acumular una cantidad
significativa de perfiles de triacilgliceroles (TAG). Algunas especies de diatomeas como
P. tricornutum y T. pseudonana han sido utilizadas ampliamente con fines investigativos
para comprender el metabolismo de los lipidos (Bozarth, Maier & Zauner, 2009).
También generan compuestos de almacenamiento a través de hidratos de carbono, ya que
esto facilita la motilidad celular y desempefia biopeliculas fototréficas. Asimismo, se les
reconoce que estdn compuestos de polifenoles, pigmentos, proteinas e hidratos de
carbono, aunque en menor proporciéon (Kuppusamy et al., 2017). En consecuencia,
gracias a sus vias biosintéticas altamente complejas, se les atribuye el repertorio de
muchos componentes exclusivos de alto valor (Gruber & Kroth, 2017).

En afos recientes, se han llevado a cabo diversos estudios sobre microalgas,
centrandose en su composicién bioguimica y en la optimizacién de los medios de cultivo
para mejorar la produccién de biomasa. Por ejemplo, Grubisic et al. (2024) realizaron una

investigacion con el objetivo de mejorar la produccion de biomasa de la diatomea
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Nitzschia sp. Los resultados obtenidos indicaron que una concentracion de 1 mM de
silicio en el medio de cultivo fue la mas adecuada, lo que resulté en un aumento
significativo en la concentracion de biomasa, alcanzando 0,49 g L. Ademas, se encontré
que una relacién molar Si:N:P de 7:23:1 mol:mol:mol fue la méas efectiva, logrando una
concentracion de biomasa de 0,73 g L™, lo cual represent6 un incremento de 2,64 veces
en comparacién con el medio de control Guillard F/2. Estos hallazgos resaltan la
importancia de entender y optimizar los medios de cultivo para maximizar la produccién
de biomasa en microalgas como Nitzschia sp.

Un estudio realizado por Yal¢in (2019) revel6 que mediante la aplicacion del
medio de cultivo Allen compuesto por nitrato de sodio (NaNOs3), fosfato dipotasico
(K2HPO4), y una solucion metalica P-1V que proporciona sales de magnesio, calcio y
silicato de sodio, después del periodo de incubacion de 168 horas, obtuvo una biomasa
seca de 2.0x10°+1.0x10° cél/mL y 0.212+0.041 g L, respectivamente. La tasa de
crecimiento de la microalga de 0.010 h' a las 96 horas, con un tiempo de duplicacion
calculado de 68 horas. Ademas, se determind que la composicion bioquimica de N. palea
incluia un contenido de proteinas del 41.21%, carbohidratos del 21.74%, lipidos del
16.84% vy cenizas del 19.88%. Estos hallazgos sugieren el potencial de N. palea en
diversas industrias, especialmente en la produccién de biodiésel.

Para estudiar la evaluacion del perfil bioquimico que presenta la Nitzchia sp, se
consider6 cuatro analisis, el protocolo de Bradford, uno de los métodos empleado en la
cuantificacion proteica de microalgas, adaptado para comparar la absorbancia de
muestras, con una curva analitica que se crea, utilizando concentraciones de una proteina
de referencia (albimina sérica bovina) (Amorin et al.,, 2020). Para estimar la
concentracion de carbohidratos, se utilizo el método de &cido sulfurico, técnica
ampliamente utilizada, debido a que el anion liberado (SO4-2) durante el proceso de
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pretratamiento interviene como un nutriente para la fermentacion de la levadura (Phwan
et al., 2019). El andlisis de grasas se utilizd el metodo de Soxhlet, manipulado cuando la
solubilidad en disolvente es baja y las impurezas no se mezclan con el disolvente (Aravind
etal., 2021). En relacion a la evaluacion del contenido de cenizas, se aplico el método de
gravimetria, proceso denominado tambien oxidacion seca (Liu, 2019).

La investigacion enfrenta un desafio significativo debido a las diferencias en la
produccion de componentes bioquimicos, influenciadas por una variedad de factores
intrincados. A pesar de su potencial biotecnolégico, la complejidad de la estructura
celular de las diatomeas ha limitado la realizacion de estudios exhaustivos y actualizados
sobre este tema. La falta de informacion actualizada y detallada obstaculiza la exploracion
de su potencial biotecnologico y la obtencion de productos relevantes derivados de estas
microalgas. Esta brecha en el conocimiento subraya la necesidad urgente de
investigaciones mas profundas y especificas que aborden los desafios inherentes a la
comprension de las diatomeas y su aplicacion en la industria biotecnoldgica.

El presente estudio, busca examinar los cultivos utilizados en estas microalgas en
entornos controlados con niveles especificos de luz (40 umol m? s?) y temperatura
(20°C). En el que se busca evaluar dos medios de cultivo, Guillard F/2 y Conway, que
proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento y la produccion de compuestos
bioquimicos en estas microalgas. Sin embargo, a pesar de las condiciones controladas y
la disponibilidad de medios de cultivo adecuados, aun persisten interrogantes sobre la
eficacia y el impacto de estos medios en la produccion de biomasa y compuestos
bioquimicos especificos en diatomeas. Esta investigacion pretende abordar esta laguna
de conocimiento y explorar el potencial de los medios de cultivo Guillard F/2 y Conway
en el contexto del cultivo de diatomeas para aplicaciones biotecnoldgicas.

Con base a lo anteriormente mencionado en la siguiente investigacion se pretende
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determinar la composicién bioquimica de Nitzschia sp. mediante la técnica

espectrofotometria comparando su viabilidad en dos medios de cultivo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las diatomeas presentan diferencias significativas en la produccién de ciertos
componentes bioquimicos, dependiendo de factores como: intensidad luminica,
disponibilidad de nutrientes, temperatura, ubicacion geografica o interaccion con otros
organismos, todos lo cual, influye en su desarrollo, obligandolas a adaptarse al medio,
produciendo cepas con diferentes caracteristicas fisioldgicas, crecimiento y produccién
metabdlica.

Habitualmente no se realizan muchos estudios, debido a su estructura celular
Unica y compleja, puesto que tienen una pared celular rigida y silicea denominada
frastula, que consta de dos capas de silice, lo cual, dificulta totalmente el acceso a
moléculas presentes dentro de la célula, ademéas durante los procedimientos de la ruptura
celular, se expone a algun tipo de contaminantes en el medio o en la frastula, dado que la
presencia de compuestos siliceos tiende a estar en la separacion y purificacion de
componentes no deseados, efectuandola asi, como la principal caracteristica que
obstaculiza la extraccion de los compuestos bioquimicos, ya que evidentemente,
interferiria en la cuantificacién correcta de la microalga, trayendo consigo datos erréneos
en el resultado final de cada protocolo establecido.

En la Provincia de Santa Elena, se ha registrado una investigacion que sefiala que
las diatomeas de origen natural crecen en el medio Guillard F/2. Sin embargo, no se ha
realizado una evaluacion minuciosa en relacion con el crecimiento adecuado en medios
de cultivo estandarizados que influyan en su desarrollo.

Si bien es cierto, los andlisis y las metodologias utilizadas para realizar la
composicion, a menudo implican el uso de equipos costosos, por tal motivo en los

repositorios del Ecuador, solamente hay un estudio acerca de la composicion bioquimica
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de diatomeas, especificamente en la Escuela Superior Politécnica del Litoral, sin embargo,
la informacion no esta actualizada y la cepa no es de origen natural, de tal modo que,
obstruye la busqueda de alternativas para obtener productos, que permitan recurso para
posibles aplicaciones biotecnologicas, por lo que, no se logra apreciar el valor potencial

que estas microalgas podrian aportar.
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JUSTIFICACION

En relacion a las diatomeas, se pueden cultivar y manipular su crecimiento en
condiciones controladas, por lo que la intensidad luminica esta presente en 40 pmol m?s°
L'y la temperatura a 20 °C. Por ello, es relevante mencionar que estudios demuestran que
su composicion se debe a valores nutritivos como el nitrgeno, fésforo vy silice, elementos
sumamente esenciales para el desarrollo y a su vez optimizar una alta concentracion de
biomasa, favoreciendo al mejoramiento de su composicién como la generacion de
proteinas, carbohidratos, ceniza y grasas.

De acuerdo con la evidencia cientifica, hay diversas metodologias para lograr
descomponer la silice, los cuales requieren de aspectos de seguridad y manejo apropiado
de materiales, tales como: ultrasonidos, digestion enzimatica, trituracion (mecanica,
térmica, y quimica), en consecuencia, todas estas técnicas, permiten la obtencion directa
de sus componentes internos, resultando beneficioso llevar a cabo analisis con resultados
confiables, en el estudio de diatomeas.

Existe gran variedad de medios de cultivos para diatomeas, que a medida que ha
transcurrido el tiempo han sido modificadas, para que sean idoneas en la obtencién de una
buena concentracion celular, entre ellas se puede mencionar: Guillard F/2, Erdscheiber’s,
agua de mar enriquecida, agua de mar suplementada, Conway, L1 (Utex). Por ello, el
presente estudio se aplicé dos medios de cultivos, el Guillard F/2 y Conway para evaluar
su crecimiento, investigaciones indican que el Guillard F/2 proporciona una gama de
nutrientes (nitrato, fosfato, silicato, hierro, manganeso, zinc, cobalto y vitaminas),
necesarios para el crecimiento de microalgas, considerando que éstos, son importantes
para la fotosintesis, el metabolismo y la sintesis de compuestos bioquimicos.

Hay técnicas tradicionales y modernas, que se aplican para conocer el perfil
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nutricional, no solo en diatomeas sino a todas las microalgas, no obstante, estas juegan un
papel importante en la efectividad y costo, por ese motivo, el estudio demuestra que no se
necesita de laboratorios altamente sofisticados, para obtener una linea base de estudios
bioquimicos, como es la espectrofotometria convencional, que generalmente se encuentra
de forma accesible y facilita a las diversas investigaciones en la comunidad cientifica.
De manera notoria, no es sorprendente que conforme al incremento de la
poblacion a nivel mundial , surge escases de diversos indoles, por lo que se necesita
explorar recursos biotecnolégicos que puedan generar alternativas para el bien comin y
del ambiente, por esta razon, el presente estudio se realizé con la finalidad de atender y
contribuir con el Ministerio del Ambiente Ecuatoriano, en busca de opciones para la
seguridad alimentaria e industria y comprender los beneficios que esta microalga pueda

proporcionar.
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TEMA:
Analisis de la composicién bioquimica de Nitzschia sp, producida en dos medios de

cultivo.

OBJETIVO GENERAL
e Determinar la composicion bioquimica de Nitzschia sp. mediante la técnica

espectrofotometria comparando su viabilidad en dos medios de cultivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar la cinética de crecimiento de Nitzschia sp. empleando dos medios de
cultivo a fin de adquirir su concentracion celular.
e Analizar lacomposicion bioquimica de Nitzschia sp. para comparar el medio de
cultivo 6ptimo para su desarrollo.
e Caracterizar la aplicacion de los compuestos bioguimicos obtenidos como

fuente de recurso biotecnolégico.

HIPOTESIS
Hipdtesis nula (HO): Los medios de cultivos ricos en fésforo, nitrogeno, silicio no
favorecen la concentracién de la composicion bioquimica de Nitzschia sp.
Hipdtesis alternativa (H1): Los medios de cultivos ricos en fosforo, nitrogeno,

silicio favorecen la concentracion de la composicién bioguimica de Nitzschia sp
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MARCO TEORICO
Importancia de las diatomeas en ecosistemas acuaticos

Papel ecoldgico de las diatomeas como productores primarios

Las diatomeas son microorganismos, unicelulares, eucariontes, fotosintéticos
cuya funcién en la fijacion de carbono y otros elementos durante los procesos
biogeoquimicos es muy importante para los ecosistemas acuaticos (Fu et al., 2022). Es el
grupo mas rico en especies, abarcando poco mas del 40% de las especies registradas del
fitoplancton. A nivel mundial se estima que este grupo abastece entre el 25% de oxigeno
y que se encarga de fijar el nitrégeno, y el 40% del carbono organico anual, por encima
de los bosques tropicales (Fisher et al., 2020 ).

A nivel estructural se caracteriza por presentar una pared celular compuesta de
silice polimerizado, también llamada “frastulo”, el mismo que estd conformado por dos
valvas que se encajan entre si, pero que difieren en tamafio y edad; la hipovalva y
epivalva. Para su identificacion taxondmica es necesario percatarse del interior del
frastulo, disposicion de estrias, rafe, forma del area central y axial (&rea entre el rafe y
estrias), forma valvar, entre otros (Blanco Lanza et al., 2011, Smith et al., 2019).

Con relacién a su importancia ecoldgica, las diatomeas han sido comiUnmente
empleadas en varios paises para detectar alteraciones en la pureza del agua en cursos
fluviales. Son especialmente sensibles a diversos factores ambientales como la
adaptabilidad a la salinidad y temperatura, la tolerancia al pH, y los patrones de habitat y

profundidad (Taboada et al., 2018).

Contribucion de Nitzschia sp. a la dindmica de nutrientes y la cadena alimentaria

Las variaciones espacio temporales de las diatomeas en medios acuéticas es tan

importante, que, en paises grandes de Latinoamérica como Brasil, incluye en sus
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normas de control de calidad de agua, el analisis de diatomeas en los cuerpos de agua como
bioindicadores. Tal es el caso que la Directiva Marco del Agua incluida en la Unién
Europea en el afio 2000 propone a este grupo algal como organismos predilectos para la
deteccion de calidad ambiental en espejos de agua dulceacuicolas (Lobo et al., 2016;
Castro, P., 2024).

En Ecuador no se emplea con frecuencia a nivel de estado este tipo de analisis,
pero si para valorar el estado de la salud de un cuerpo de agua a nivel investigativo y la

academia.

Metabolismo y composicion bioquimica de las microalgas
Rutas metabdlicas y sintesis de macromoléculas

Estas celulas fotosintéticas comprenden una curva de crecimiento basica, donde
ser observan las tres fases: Fase de latencia (lag) es el tiempo transcurrido entre la
inoculacion de células algales en un medio fresco y el comienzo del crecimiento, esta fase
puede ser breve o0 un poco mas extendida de acuerdo a las condiciones del medio y la
célula inoculada. Seguida de la fase exponencial o logaritmica (log), que se caracteriza
por un crecimiento acelerado, las células se encuentran saludables y activas, en este punto
los investigadores prefieren tomar muestras para estudios bromatologicos, enzimaticos y
demas componentes celulares. La Fase estacionaria ocurre una vez se ha cesado el
crecimiento global del cultivo, ya sea por el envejecimiento de las células, escasez de
nutrientes y otros factores limitantes (Madigan et al. 2015).

El éxito de la mayoria de las investigaciones en microalgas se basa en buscar un
potencial en sus células, tales como fuente de proteinas, lipidos y carbohidratos, tanto en

clorofitas, cianobacterias, y crisofitas. De manera general los principales componentes

bioguimicos de las microalgas son las proteinas, lipidos y carbohidratos que constituyen
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aproximadamente el 70% del peso seco total y en menor medida los acidos nucleicos,
vitaminas y cenizas, sin embargo, su contenido puede variar debido a factores ambientales

y la especie en cuestion (Bi, R., et al, 2021).

Factores ambientales que influyen en la composicion bioquimica.

Las proteinas son macromoléculas asociada por cadenas de aminoacidos y pueden
constituirse a través de 20 aminoacidos distintos, estas moléculas son importantes para la
célula, ya que conforman gran parte de la maquinaria y estructura celular (McKee y
McKee, 2014). Se definen por poseer contenidos altos de proteinas como el 50% del peso
seco total, motivo, por lo que se usa en la nutricion animal y humana. El valor de proteinas
en el campo nutricionista estd establecido por la composicion de aminoécidos, ya que
varios aminoacidos muchas veces no pueden ser digeridos y absorbidos por los
especimenes que las consumen (Abalde et al., 1995). Los carbohidratos son moléculas
organicas desarrolladas especialmente de carbono, hidrogeno y oxigeno que se originan
mediante el proceso de la fotosintesis, sirviendo de reserva de energia, ademas de
componentes estructurales y antecesores de otras moléculas para la célula (McKee y
McKee, 2014). En microalgas los carbohidratos, tienen un contenido importante, hasta el
23%. Los polisacaridos tienen una composicion inconstante donde la glucosa es
ordinariamente el componente mas abundante de 21 hasta 87%, desencadenandose como
reserva energética la mas habitual de ellas, en diatomeas es la crisolaminarina (Brown et
al., 1989; Abalde et al., 1995; Brown et al., 1997). Los principales pigmentos son las
clorofilas, los carotenoides y las ficobilinas, no obstante, la tipologia de pigmento puede
desarrollarse dependientemente del grupo de microalga (Brown et al., 1989). Por su parte,
la clorofila contiene un pigmento de color verde asociado por un anillo de porfirina y una

cadena hidrofoba de fitol, estds son moléculas especializadas en la absorcién de la luz que
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inducen a reacciones fotoquimicas. En el caso de diatomeas estan presentes la clorofila a,
proporcional a dos picos de absorcion del espectro electromagnético de la onda 400 al
500 nm y del 600 al 700 nm, por otro lado, la clorofila ¢ que es un pigmento agregado
para la captacion de la luz. Ademas, los carotenoides son moléculas isoprenoides de color
anaranjado que se aprovechan como accesorios en la captacién de luz y salvaguarda el
aparato fotosintético del exceso de luz y posee un pico de absorcion del espectro visible en
400 a 540 nm. En diatomeas, los carotenoides mas frecuentes son el B-caroteno, el cual,
se manifiesta siempre en organismos fotosintéticos y demas complejos como la
fucoxantina y diadinoxantina (Abalde et al. 1995; Taiz y Zeiger, 2002). Los lipidos son
biomoléculas solubles en solventes apolares, pero no en agua. Se abordan en
triacilgliceroles, acidos grasos y sus derivados, ceras, fosfolipidos, esfingolipidos 7 e
isoprenoides. Al pertenecer a un grupo heterogéneo de moléculas orgénicas, posee varias
funciones y se desemperfian en reserva de energia, mecanismos estructurales celulares,
sefializadores quimicos, y tipos de lipidos intervienen como parte estructural de vitaminas
y pigmentos (Mckee y Mckee, 2014). Los &cidos grasos poliinsaturados (AGPI),
denominados PUFA (Polyunsaturated fatty acids), son aquellos que muestran al menos
dos enlaces dobles en sus atomos de carbono, a desacuerdo de los acidos grasos saturados
que no contienen dobles enlaces y los monoinsaturados que exhiben solo un doble enlace
en su estructura quimica (Wiktorowska-Owczarek et al., 2015). Los AGPI se clasifican en
Omega-3, Omega-6 y Omega- 9, referente al sitio donde se localiza el primer doble enlace
en la cadena de carbonos desde el extremo metilo (Sahena et al., 2009). Los &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga son importantes en la alimentacion de peces y otros
organismos en cultivo, y muchos de ellos estan estrechamente relacionados con la salud
humana, formando la membrana celular, y forman parte de los sistemas de sefializacion

en las células (Hinzpeter et al., 2006). Los AGPI de mas importancia bioldgica se situan
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en grupos omega-3, como el acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico

(DHA) y omega-6, correspondiente el &cido araquidonico (ARA) (Sahena et al., 2009).

Importancia de la caracterizacion bioquimica en el cultivo y aplicaciones de
microalgas

La identificacién de especies de diatomeas se basa en las caracteristicas
morfoldgicas de su pared celular de silice, conocida como frastulo. Este consta de dos
valvas cuyo tamafio y morfologia pueden ser iguales (epivalva) o distintas (hipovalva)
(Harwood & Nikolaev, 1995). Estas valvas se encuentran unidas por el cingulo. Ademas,
la forma de la valva, apices, la disposicion y nimero de estrias, aréolas, fibulas o costillas,
asi como las terminaciones proximales y distales del rafe, son claves en la taxonomia de
las diatomeas (Bueno et al., 2017; Harwood & Nikolaev, 1995).

Las diatomeas marinas son organismos fotoautétrofos que componen los
productores primarios fundamentales en los ecosistemas acuaticos, desempefiando como
primer eslabon de la cadena alimenticia, la extensa distribucion y capacidad de adaptacion
de las diatomeas marinas a multiples ambientes acuaticos se ha visto facilitada por su
notable diversidad metabolica, la cual les permite responder a distintos escenarios
ambientales. Las diatomeas se han utilizado ampliamente en acuicultura, especialmente
como alimento vivo para moluscos y peces. Diatomeas marinas como Chaetoceros
muerelli y Skeletonema costatum son agentes nutricionales importantes, aportando
aproximadamente 45% de proteinas, 14% de lipidos y 18% de carbohidratos en peso seco.
Esto demuestra la relevancia econdmica de las diatomeas en la alimentacion acuicola

(Cervantes, 2020).
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Técnicas espectrofotométricas en el analisis de microalgas
Principios y fundamentos de la espectrofotometria.

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica que se fundamenta en la
interaccion de la radiacion electromagnética proxima al ultravioleta (190 - 380 nm) y de
luz visible (380 - 780) nm) aplicado al espectrofotometro con un compuesto. En
especifico, el procedimiento parte de la absorcion de rayos ultravioletas o también
conocido como luz visible determinada, el cual, genera la transicion de electrones, es
decir, la transferencia de éstos a un nivel de energia minimo al nivel de energia elevado

(Rinawati M. Sari & Pursetyo, 2020).

Métodos espectrofotométricos para la cuantificacion de biomoléculas.

Los metodos colorimétricos estan asociados a técnicas espectrofotometricas. Un
ejemplo es la reaccion del lipido ensayado con otro compuesto lo que produce un cambio
de color que puede medirse mediante la absorbancia, el método es rapido y sencillo
permitiendo el analisis desde microalgas frescas o liofilizadas, por ello, uno de los
reactivos mas utilizados para la determinacion total de lipidos es la sulfo-fosfo vainillina
(SPV), el cual consiste, en que los lipidos insaturados reaccionan con acido sulfurico
concentrado a temperaturas que van de 90 a 100°C, formando iones de carbono,
consecutivamente, en presencia de fosfovavilina, se origina un compuesto croméforo
rosa, por lo que la cuantificacion se efecta midiendo la absorbancia a 530 nm y
comparando el resultado con una curva estandar, lo que permite determinar la
concentracion de lipidos (Pavon et al., 2021). Ademas, existe otro método conocido como
técnica de Vainillina, aqui interviene la reaccion de un aldehido aromatico, esté se crea
con un anillo de A de los flavan-3-ol provocando una colorimetria de tonalidad roja

(Agudelo, 2015).
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Para los carbohidratos se suscita el método antrona, utilizado para estimar los

azUcares solubles y establecer glicolipidos en diferentes muestras. Se fundamenta
mediante la reaccion del derivado hidroximetilfurfural, en conjunto con la antrona, para
dar origen a un color verde con una absorbancia de 630 nm (Rodriguez et al., 2013). Por
otra parte, el fenol-acido sulfirico, sirve para cuantificar otras azlcares como
monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos, esté produce un complejo de color
amarillo-anaranjado que se mide a 485 nm (Lo6pez et al., 2017). Con respecto a proteinas
existen varios métodos, tal es el caso, del método de Bradford, el cual, se emplea el
colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 que se une a las proteinas, ocasionando un color
azul que se puede medir a 595 nm (Cerna et al., 2010). La técnica de Lowry esté implica la
reaccion de las proteinas con el reactivo de Folin-Ciocalteu, generando un color azul que
se mide a 650 nm (Flores R. & Ruiz S., 2017). EI método del &cido bicinconinico (BCA),
denominado como ensayo de cobre, forma un complejo pUrpura, surgiendo a partir del
acido bicinconinico y el ion Cu?* para formar un complejo purpura con las proteinas, que
se mide a 562 nm (Basantez et al., 2020). La prueba de Biuret, es especificamente para
polipéptidos y proteinas, forma un complejo de coloracion violeta, esto se debe al juntarse
con cationes cupricos a través del medio alcalino en la union peptidica (Véazquez et al.,

2014).

Medios de cultivo para microalgas
Medio Guillard F/2
Segun Stiawan (2022) indica que las soluciones nutritivas del medio Guillard F/2
es un medio de cultivo de uso habitual para las microalgas, inclusive de diatomeas
(adicionando el complemento de metasilicato de sodio). Este medio es apropiado para ser

utilizado en la etapa inicial del cultivo celular primario de diatomeas recién recolectadas,
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como la especie Chaetoceros debilis.

Las microalgas, como organismos acuaticos, requieren ciertos elementos
esenciales para su crecimiento y desarrollo. Macronutrientes como el nitrégeno, fésforo
y el silicio, que son nutrientes clave en cantidades relativamente altas. Micronutrientes
(magnesio, el azufre, el hierro, entre otros) y vitaminas, que, si bien es cierto, se necesitan

en menores cantidades, no obstante, también son esenciales (Ashour M., & K A., 2017).

Medio Conway

El medio de cultivo Conway es ampliamente utilizado a nivel global, y comercial,
debido a que se ha demostrado resultados satisfactorios en tanques realizados en Brasil
de microalgas, lo que lo hace oOptimo en el crecimiento de diatomeas en la
concentracion de nitrogeno y fésforo. Ademas de Silicio, en forma de metasilicato de
sodio, es fundamental para el crecimiento de diatomeas, vitaminas (tiamina,
cianocobalamina y biotina), finalmente oligoelementos: como hierro, manganeso, zinc,
cobre, cobalto y molibdeno, estd combinacién equilibrada de macro y micronutrientes
hace del medio Conway un sustrato altamente eficaz para el cultivo de una extensa

variedad de microalgas marinas (Lourenco et al., 1997).

Importancia de la seleccion del medio de cultivo en el crecimiento y composicién de
Nitzschia sp.

El estudio de microalgas marinas en condiciones de laboratorio y el desarrollo de
sistemas de cultivo son primordiales para comprender la fisiologia de estas especies. Esto
permite identificar las condiciones Optimas de crecimiento y produccion de microalgas
nativas. Tres especies en particular, T. mobiliensis, B. alternans y E. turris, se destacan

por su amplia distribucion en regiones subtropicales, tropicales, neriticas y oceanicas,
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debido a su gran adaptabilidad metabdlica, esta capacidad adaptativa facilita el cultivo de
estas microalgas bajo diversos regimenes, lo cual a su vez permite aprovecharlas desde
una perspectiva biotecnoldgica y econdémica. Pueden ser una fuente de recursos naturales
sustentables, ya sea para la obtencion de compuestos primarios esenciales o subproductos,

asi como alimento vivo en la acuicultura local (Cervantes et al., 2020).

Factores a considerar en la eleccion del medio de cultivo

Nannochloropsis es una de las principales especies de microalgas cultivadas en
criaderos marinos, desempefiando un papel clave en el desarrollo de la acuicultura. Es
importante sefialar, que cuando se trata de la produccion a escala industrial, es de crucial
importancia optimizar un medio de cultivo de nutrientes, apropiado para el crecimiento
de microalgas. Por tal razén, los medios nutritivos utilizados para el cultivo, deben
cumplir con ciertos requisitos: facilidad de preparacion, rentabilidad econdémica, puesto
que el medio debe garantizar que la microalga cultivada cumpla con los estdndares de
calidad requeridos, tanto en términos de composicion como de cantidad producida. Cabe
destacar, que la disponibilidad de nitrégeno y fosforo tiene un fuerte impacto en el
metabolismo de lipidos en diversas especies de microalgas, lo que es relevante para su
potencial aplicacion en la produccién de biocombustibles, ademas estos nutrientes que
sirven para el crecimiento y generacion de compuestos valiosos, llegan a aportar entre el
30 a 60% de peso seco (Ashour et al., 2017).

El estudio de Cervantes et al., (2020) explican que la composicion proximal de la
microalga Nitzschia thermalis f. curta, en proteinas, carbohidratos y lipidos, se ve
influenciada por la disponibilidad de luz, por lo que cuando se proporcion6 una irradiancia

de 200 pumol/m?/s, se observé un aumento del contenido de proteinas en la fase
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estacionaria. En contraste, de los carbohidratos que aumentaron méas en la fase
exponencial del crecimiento y a nivel de lipidos se incremento en medida de la irradiancia,
pero disminuyo en la fase estacionaria.

La composicion bioquimica del grupo de diatomeas, de igual manera que de otras
especies de microalgas, cambia de acuerdo a las condiciones del cultivo y de accesibilidad
de nutrientes. Se ha revelado que en factores de estrés abiotico y de escasez de nutrientes,
una de las respuestas determinantes de la microalga surge en la acumulacion de
compuestos de reserva, como son los lipidos que se encuentran en forma de
triacilgliceroles (TAG), lo que ha captado la atencidn, puesto que pueden tener utilidad
en aplicaciones, como en la produccién de biodiésel (Paliwal et al., 2017). Las diatomeas
son notables acumuladores de compuestos lipidicos y tienden a guardarse en el interior
celular en organulos conocidos como gotas lipidicas, las cuales constituyen una
acumulacion energética, durante etapas de desequilibrio en el transporte de electrones o
ante condiciones de escasez de nutrientes, por otra parte, tienen un rol importante en lo que
corresponde la homeostasis redox celular (Murphy, 2011). Hasta ahora, se desconoce la
comprension del impacto de diversos factores abioticos y el requerimiento de nutrientes
para diatomeas, pues la informacion es relativamente escasa comparado con demas

microalgas como clorofitas y cianobacterias (Maeda et al., 2017).

Aplicaciones biotecnoldgicas de Nitzschia sp.
Potencial de Nitzschia sp. en la produccién de compuestos de valor agregado

(lipidos, pigmentos, antioxidantes, etc.).

Muchas microalgas se han implementado su uso en el alimento vivo de

organismos acuéticos y ganado, destacandose los géneros como Chlorella, Tetraselmis,
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Spirulina, Nannochloropsis, Nitzschia, Navicula, Chaetoceros, Scenedesmus,
Haematococcus y Crypthecodinium. Mientras que Chlorella spp y Dunaliella salina, se
estdn usando para el consumo humano, ya que han sido categorizadas por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos de EE. UU como recursos seguros para la
salud. Igualmente, a partir de 2002 la diatomea marina Odontella aurita, autorizado por
la FDA como nuevo alimento.

Ultimamente, las microalgas han ganado protagonismo como una fuente
interesante de compuestos biologicos con diversas finalidades en el campo de la
biotecnologia. Por ello, dentro de sus compuestos organicos, se conoce que los acidos
grasos, principalmente los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de considerable cadena
larga como el &cido y-linolénico, el &cido araquidonico, el acido eicosapentaenoico (EPA)
y el acido docosahexaenoico (DHA), cumplen un rol fundamental en los sectores de la
acuicultura y las ciencias biomédicas (Borowitzka M.A., 2013) (Griffiths et al., 2012). Se
ha encontrado que ciertos aceites de microalgas poseen una mayor efectividad
antioxidante que el aceite de pescado, gracias a su contenido de carotenoides y
polifenoles, lo que define a las fuentes de microalgas como una alternativa de gran interés.
De hecho, sus propiedades lipidicas, han permitido identificar fuentes alternativas de
energia ecoldgica, sustentable, de excelencia y econdmicamente accesibles para
obtener biodiésel. El principal beneficio de este uso se encuentra en la viabilidad de
alcanzar una biomasa abundante en un periodo de tiempo breve, dado que estas
microalgas se podrian producir sin dificultad utilizando tanto fuentes organicas como
inorganicas de nitratos (Gao et al., 2013) (Bertozzini et al., 2013) (Siaut et al., 2007). Las
microalgas representan la categoria mas prometedora que se estd analizando para la
obtencion de biodiesel, por ello, las diatomeas se caracterizan por su notable contenido

de triglicéridos (Bertozzini et al., 2013). No obstante, el desempefio de los
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biocombustibles provenientes de microalgas es por el momento demasiado reducido para
representar un reemplazo economicamente viable de los combustibles de origen fosil, la
falta de informacion sobre las funciones genéticas y las vias regulatorias implicadas en la
acumulacion de triacilglicerol (TAG) representa un reto fundamental que limita el
aprovechamiento de estos organismos.

La Nitzschia por su parte se ha empleado en diversas aplicaciones biotecnologicas
en: complementos alimenticios, generacion de biocombustibles, especialidades
farmacéuticas, nutracéuticos y en cosmetologia, ya que se han declarado que como parte
de su composicion bioquimica existen compuestos y metabolitos secundarios de
relevancia, asimismo presentan caracteristicas provechosas a diferencia de los cultivos
terrestres que no poseen, como el crecimiento acelerado, medios de cultivos econémicos
para lograr su produccion, tampoco requieren campos cultivables, ni dependen de la época
del afio y pueden usarse para tratamiento en lo que respecta aguas residuales (Khan et al.,
2018). A nivel de composicion bioquimica en diatomeas, el silicio, es un elemento crucial
para la pared celular, del mismo modo, ricas en compuestos de almacenamiento, entre
aquellos carbohidratos, interviniendo la crisolaminarina, y en lipidos se encuentran los
acidos grasos, en los que predominan acidos miristico, palmitico, palmitoleico y
eicosapentaenoico (Jonasdéttir, 2019). Inclusive, varias microalgas alteran sus rutas
metabdlicas en la sintesis lipidica frente al estrés ambiental, almacenando lipidos en su
estructura celular, Unicamente triglicéridos, consiguiendo sobrevivir a factores
estresantes (Sharma et al., 2012). Por lo que es importante resaltar, que los lipidos
funcionan como una barrera protectora del fotosistema impidiendo el estrés
fotooxidativo, que se desarrolla a partir del surgimiento de especies reactivas del oxigeno
(De Jaeger et al., 2014). Teniendo en cuenta estos aspectos, las microalgas inducen a

producir cantidades considerables de AGPI que van desde el 20% hasta el 50%

MAATE-DBI-CM-2022-0264

21



del peso seco, propiamente de EPA y DHA, convirtiéndolo en una alternativa viable a la
produccion de acidos grasos, de la tipologia de los omega-3 y demas acidos grasos
esenciales (Hinzpeter., et al 2006). Los acidos grasos y pigmentos fotosintéticos son
reconocidos como compuestos bioactivos con gran potencial antibacteriano, tal es
el ejemplo de los dinoflagelados y diatomeas, los cuales, producen
variedad de pigmentos y actGan como productores de acidos grasos que va entre 15 a
25%. Lo que fue evidenciado el potencial uso de pigmentos y lipidos extraidos desde
dinoflagelados y diatomeas en estudios de (Najera et al., 2018), los extractos de
pigmentos de G. catenatum inhibieron hasta un 60% el crecimiento de E. coli, y los
extractos lipidicos de A. margalefii y G. catenatum inhibieron hasta un 87-89% el
crecimiento de S. aureus. Ademas, los extractos lipidicos de las diatomeas inhibieron
hasta un 50-65% el crecimiento de E. coli, y los de A. margalefii inhibieron en un
33.6% a V. parahaemolyticus. En conclusion, los extractos de estas microalgas
mostraron una mayor eficacia antibacteriana contra las bacterias Gram positivas,

posiblemente debido a diferencias en la estructura de sus paredes celulares.
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METODOLOGIA
Este trabajo fue desarrollado en el Centro de Investigaciones Bioldgicas y
Précticas Académicas - CIBPA perteneciente a la Facultad Ciencias del Mar, la
Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena. La cepa PM020 Nitzschia sp, esté asociado
a el proyecto con el codigo CUP: 91870000.0000.384095 con el permiso del Ministerio

del Ambiente, Agua y Transicion Ecologica: MAATE-DBI-CM-2022-0264.

Figura 1.

Representa la cepa PM020 Nitzschia sp. Obtenida del microscopio éptico (objetivo

10x).
FASE DE LABORATORIO
CONDICIONES DE CULTIVO

Los cultivos a nivel de laboratorio fueron las siguientes: una temperatura de 20

°C, iluminacién de 40 umol m™? s? y, aireacion manual diaria en volimenes menores
(200mL), mientras en volimenes mayores (1 a 2 L), se mantuvieron con aireacién
constante. Los ensayos se instalaron por triplicado y estuvieron rotulados con la
siguiente informacion: tipo de microalga, fecha y medio de cultivo. Las pruebas que
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se realizaron fueron la cinética de crecimiento y concentracion bioquimica de la

diatomea Nitzschia sp.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

En el desarrollo del trabajo fue importante mantener buenas préacticas de
laboratorio. Esto incluyo utilizar equipo de proteccion personal como guantes y bata,
desinfectar el area de trabajo, asimismo esterilizar los materiales y agua de mar, antes de

SuU uso.

MEDIO GUILLARD F/2

Segun Guillard (1975) indica que hay variedad de métodos sencillos y confiables
para el crecimiento de fitoplancton marino, por esto, el medio Guillard F/2 es ideal, ya
que su formulacion incluye macro y micronutrientes requeridos para promover un
desarrollo 6ptimo en los cultivos de microalgas, clasificAndose en dos grupos: macro y
micronutrientes, pudiéndose definir los macronutrientes formado por carbono, hidrogeno,
oxigeno, nitrégeno, fosforo, azufre, potasio y magnesio, estos favorecen en la
conformacién y mantenimiento de las células y a su vez micronutrientes que se utilizan
en menor concentracion pero son capaces de catalizar funciones reguladoras, osmoticas
presentadas por hierro manganeso, zinc, molibdeno, vanadio, bario, cloro, cobalto, calcio,
silice y sodio (Tabla 1).

Es importante sefialar, que las diatomeas se requiere afiadir silicatos ya que el
nutriente es imprescindible para la constitucion de la pared celular (Malakootian et al.,

2015; Mooij et al., 2016; Faé et al., 2018).
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Tabla 1.

Medio Guillard F/2 presenta los nutrientes con sus respectivas concentraciones.

MEDIO GUILLARD F/2

Solucion 1: (9/100 mL)
Nitrato de sodio 7,5
Fosfato monobasico de sodio monohidratado 0,5
Solucioén 2: g/100 mL)
Metasilicato de sodio nonahidratado 3
Solucion 3: g/100 mL)
Cloruro de hierro (111) hexahidratado 0,32
EDTA disddico 0,44
Metales traza 0,10 mL
Sulfato de cobre (1) pentahidratado 0,49
Sulfato de zinc heptahidratado 11
Cloruro de zinc 0,53
Cloruro de cobalto (111) hexahidratado 0,5
Cloruro de manganeso (I11) tetrahidratado 9
Molibdato de sodio dihidratado 0,32
Solucion 4 vitaminas: (mg)
Cianocobalamina (B12) 0,5
Tiamina HCL (B1) 0,1
Biotina (vit. H) 1
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El medio de cultivo Conway proporciona nutrientes esenciales y cofactores
requeridos para los procesos fisiologicos y metabolicos que permiten el crecimiento
dptimo del cultivo de microalgas (tabla 2), macronutrientes tales como: nitrato de potasio,
fosfato de sodio, en los micronutrientes, también estan presentes diversos compuestos de
metales traza como EDTA, hierro, zinc, manganeso, cobalto, cobre y molibdeno,
vitaminas tales como: tiamina, biotina y cianocobalamina, y silicato indispensable para

la composicion de la frastula (Khatoon et al., 2016).

Tabla 2.

Medio Conway presenta los nutrientes con sus respectivas concentraciones.
MEDIO CONWAY

Solucién 1: (9/100 mL)
EDTA-disddico 45¢g
Acido borico 3,36 ¢
Nitrato de sodio 109
Fosfato disodico 29
Cloruro de manganeso (1

0,36 g
Tetrahidratado
Cloruro de hierro (I11) hexahidratado 0,13 g
Nitrato de potasio 11649
Solucién 2: (9/100 mL)
Cloruro de zinc 0,21g
Cloruro de cobalto (I1) hexahidratado 0,29
Molibdato de amonio tetrahidratado 0,09¢
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Sulfato de cobre (1) pentahidratado 0,29
Solucion 3: (9/2100 mL)
Metasilicato de sodio nonahidratado 29
Solucion 4: (9/200 mL)
Tiamina 0,29
Cianocobalamina 0,029
Biotina h 0,029

FASE DE ANALISIS

Establecer la curva de crecimiento

Densidad optica

Esta técnica permitio obtener una estimacion indirecta de la concentracion celular,

mediante el uso de la densidad dptica de un cultivo, especialmente si se dispone de una

curva de calibracion que relacione la concentracion celular de una especie especifica. Uno

de los inconvenientes que presenta es por la contaminacién bacteriana u otros tipos de

contaminantes, como basura o residuos, pudiendo dar lecturas incorrectas, por lo que se

tiende a evitar su uso. Sin embargo, todavia se utiliza en laboratorios como una forma

rapida de reconocer las fases de crecimiento. Haciéndola eficaz para generar decisiones

inmediatas sobre los tiempos de cosecha o dilucidn de cultivos (Arredondo et al., 2017).

Se llevé un registro diario del crecimiento durante 20 dias, por el método de densidad

Optica, se homogenizé el cultivo para luego adquirir la muestra, midiendo la

absorbancia en el espectrofotdmetro, usando la onda 680 nm para Nitzschia sp, el equipo

se calibrd con agua de mar y medio cultivo (Mercado et al., 2004).
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Estimacién de densidad celular

El conteo celular se realiz6 en una cdmara de Sedgewick Rafter, disefiada de un
portaobjetos con un marco rectangular de 50 x 20 mm y 1 mm de profundidad. Facilita el
recuento celular, para Nitzschia sp, como el cultivo es muy concentrado re realiz6 una
dilucion de 1:100 y posteriormente se contd toda la cdmara. Arredondo et al. (2017)
plantean la siguiente ecuacion para determinar la concentracién celular (cél/mL):

C =N xdil

Donde:
C =cél/mL
N = células contadas en toda la camara

dil = factor de dilucion

Determinacion de parametros de crecimiento
Tasa de crecimiento especifico
Utilizando la estimacion diaria de la densidad celular como base, se calculd la
tasa de crecimiento especifico utilizando la férmula propuesta por Arredondo et al.
(2017):
Donde:
In(N2—N1)

= -1

e N1y N2 Indican la concentracion celular en los tiempos t1 y t2
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Productividad de la biomasa
Para determinar el peso seco total de la biomasa de Nitzschia sp, se colocaron
muestras liquidas en una estufa a 37°C por 24 h, con un mortero y pistilo se trituro el
espécimen, consecutivamente se empleo la balanza analitica para anotar los pesos. El
calculo del peso seco total se realizo6 siguiendo la ecuacion:
PS = (Pf —Po) /Vf

Donde:

e PS:Esel peso seco de la biomasa en g L™

e Pf: El peso final de los filtros con la biomasa seca,

e Po: El peso inicial del filtro seco

e Vf: El volumen de muestra filtrada (0,005 L)

Con base en la estimacion diaria del peso seco, se calculd la Productividad

de la biomasa utilizando la siguiente ecuacion (Mohd Apandi et al., 2021):

X2-X1

Donde:

e Phb: Corresponde a la productividad (g L-1)

e X1y X2: Representa la concentracion de biomasa (g L) en el lapso del tiempo

(inicio del ciclo) y al (final del ciclo).
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Analisis de composicion bioquimica de la biomasa
Para determinar la composicion bioguimica de la biomasa obtenida, se cuantifico

el porcentaje de proteinas, carbohidratos, grasas y cenizas.

Cuantificacion de proteinas

En relacion a conocer la cantidad de proteinas se utilizé el método de Bradford,
se centrifugaron 500 pl de biomasa himeda concentrada, posteriormente, se realizé 3
lavados, cada uno de ellos, se centrifugaron a 3500 rpm durante 3 minutos, del cual, dos
veces, se agreg6 1mL de suero fisioldgico y en la ultima 1mL PBS buffer 1X (Phosphate-
Buffered Saline), consecutivamente, se quitd el sobrenadante y se calentd la muestra
durante 15 minutos a temperatura de 45 °C , después se afiadié a la muestra lisis 300 pl
adicionando 10 perlas plateadas de 1,3 mm y 14 perlas blancas de 0,5 mm, y se procedi6
a realizar vortex durante 10 minutos para la ruptura celular, a continuacion, las muestras
se colocaron a nuevos tubos para lograr filtrar la biomasa, dejandolo en el congelador 8
minutos, seguidamente se centrifugd a 8000 rpm 5 minutos. Para la lectura en el
espectrofotometro se consideré 680 nm, el blanco poseia 2300 pl de agua destilada, y
para conocer las absorbancias se coloco 300 pul de muestray 2mL del reactivo de bradford.
Con el propdsito de establecer la concentracion de proteinas, se gener6 una curva estandar
utilizando BSA (albdmina de suero bovino) y agua destilada en un rango de 0-60 pug mL"
! (Anexo 1), calculando los valores de absorbancia por espectrofotometria a 595 nmen la

ecuacion de la regresion lineal de la curva (Marion M. Bradford., 1976).

Cuantificacion de carbohidratos

Con respecto a el contenido de carbohidratos se empled la metodologia del Fenol-
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Acido sulfarico de Dubois et al. (1956). Se obtuvo 10 mg de biomasa seca agregando
ImL de NaOH 1N, para calentarlo a 50 °C durante 15 minutos, posteriormente se
afadieron 10 perlas plateadas de 1,3 mm y 14 perlas blancas de 0,5 mm, este proceso se
agité con vortex durante 15 minutos y luego se centrifugd a 4500 rpm durante 7
minutos. En tubos de ensayos se adquirio 100 ul de solvente de cada muestra por
triplicado, afiadiendo 25 ul de fenol al 80% y 2,5 mL de acido sulfarico concentrado, se
agité manualmente y se dejo enfriar 30 min a temperatura ambiente. Como referencia en
el espectrofotometro el blanco tuvo 2,5 mL de NaOH a 485 nm. A fin de obtener la
concentracion de carbohidratos se realiz6 una curva patron empleando glucosa anhidra e

hidréxido de sodio en el rango de 0-60 pg mL™* a 485 nm (Anexo 2).

Cuantificacion de grasas

Referente a determinar el contenido de grasas se procedio a pesar el balon de
destilacion con esferas de vidrio dentro, luego se pesd 3 gramos de biomasa para después
introducirla en un dedal de papel filtro colocandolo dentro del sifon del aparato de Soxhlet
con el fin de ensamblar el sistema, posteriormente se agregé 30mL de solvente de acetona
al sifon hasta que caiga al balén y luego se vertié 30 mL de solvente. Se revisan las
conexiones, y constantemente el agua se dejo fluir en funcion del refrigerante, y se ajustd
la temperatura del plato calentador a 250 °C, se realizaron 4 sifonadas, una vez terminado
aquello se corto el fluido de agua y se procedio a retirar el dedal con la muestra, el balon
debié seguir en el plato calentador hasta que se haya evaporado todo el solvente,
posteriormente se apago el calentador y se dejé enfriar a 45°C, puesto que el residual
contenido en el balén debid contener la grasa extraida de la muestra, luego se colocé
dentro de la estufa a 80°C, durante 24 horas con el objetivo de evaporar el residual de

acetona. Una vez cumplido el periodo, se procedié a pesar el balén con la muestra en
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conjunto con las perlas (Subia & Rubio, 2018).

Se calculé mediante la siguiente ecuacion:

%G = (B2 — B1) /m x100
Donde:
e B1: Peso del baldn inicial del bal6n
e B2: Peso del balon como muestra final

e m: Masa de la muestra en gramos

Cuantificacion de cenizas

El contenido de ceniza se calculé con el peso inicial de capsulas de porcelana,
méas 3 gramos de muestra, luego se procedié a calentar para eliminar el exceso de
humedad dentro de la camara de extraccion de gases por 45 min. A continuacion, se coloco
la muestra en una mufla durante 4 horas a 600 °C. Finalmente a través de una diferencia

de peso final e inicial, se hallé el porcentaje de ceniza (Kirk et al., 1996).

Andlisis estadistico
Para evaluar la comparacién de los medios de cultivo, se realizé un analisis de T-
student con un nivel de significancia del 95% (p < 0.05). Los célculos estadisticos y

graficos se efectuaron en el programa InfoStat.

RESULTADOS
Evaluacion de medio de cultivo
Se llevo a cabo un analisis entre los medios de cultivo Conway y Guillard F/2. El

32
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tiempo de duracion de los ensayos fue de 20 dias (Figura 2). Los ensayos fueron
instalados por triplicado. Se inoculo 1x10-¢ cél/mL, de cultivo para sembrar el primer
dia de cultivo, por consiguiente, en los dias continuos se determind la concentracién
celular mediante espectrofotometria y la técnica de Sedgewick Rafter. Los resultados
demostraron que la densidad poblacional expuesta en el medio Conway
(Media=13.573.159; SD=6.299.042) fue menor que en el medio Guillard F/2
(Media=15.633.711; SD=6.789.636).

La figura 2 demuestra las diferentes fases de las microalgas expuestas en los
medios de cultivo de interés. La fase de latencia o lag no se determina en la curva de
crecimiento. En cambio, la fase exponencial se observa desde el dia 1 a 10 ambos cultivos,
logrando el medio Conway 17.912.224 cél/mL y el medio Guillard F/2 20.973.846
cél/mL. Por consiguiente, la fase estacionaria se presenta en entre los dias 13-15 abordando
que Conway alcanz6 19.271.475 cél/mL, mientras Guillard F/2 alcanzo un valor superior

de 21.669.776 cél/mL. Posterior a ello, se lleva a cabo la muerte celular de las microalgas

entre los dias 16-20.
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Figura 2.

Comparacion de curva de crecimiento de Nitzschia sp, en dos medios de cultivo,
Guillard F/2 y Conway durante 20 dias.
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Tasa de crecimiento especifico

La tasa de crecimiento se estimo empleando la concentracion celular alcanzada el
dia 13, constituyéndose inferiormente acelerado el medio Conway con 1.39 cél/dia,
mientras que Guillard F/2 adquirié 1.40 cél/dia (Figura 3), asimismo se reflejo la
desviacion estandar, Conway obtuvo 0,000474 y Guillard F/2 con 0,001123, lo cual,
indica que los datos son extremadamente dispersos (Tabla 3). No obstante, a pesar de que
las medias de cada poblacidn son similares, la prueba t-Student (p= 0,0001) muestra que
existe diferencia significativa entre el crecimiento de las microalgas en los dos cultivos
(Anexo 3).

Tabla 3.

Representacidn de la tasa de crecimiento de Nitzschia sp, en dos medios de cultivo
evaluados, Conway y Guillard F/2. R1=Réplica 1. R2=Réplica 2. R3=Réplica 3.
SD=Desviacion estandar.

Tasa de crecimiento

R1 R2 R3 Prome SD
dio
Conway 1,3898 1,3898 1,3908 1,39 0,000474
Guillar 1,4053 1,4027 1,4047 1,40 0,001123
dF/2
1,50
g Ld0 139 o
g 130
2
g 120
E 1,10
1,00
Conway Guillard F/2
Medio
Figura 3.

Tasa de crecimiento especifico de Nitzschia sp, en funcién del cultivo Conway y Guillard
F/2.
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Produccion de biomasa de Nitzschia sp.

Con respecto a la productividad de biomasa en los medios, la figura 4 indica que
la concentracion minima fue de Conway 0.05 g/L*dia, en cambio Guillard F/2 llego a
0.08 g/L*dia resultando mas eficiente dentro del lapso de 13 dias (Figura 4). También se
determind la desviacion estandar 0,00103935 g/L*dia, denotando un valor reducido al
Guillard F/2 con 0,00117851 g/L*dia (Tabla 4). Por ello, la (p= <0,0001) revela que

existe diferencia significativa entre los medios (Anexo 4).

Tabla 4.

Productividad de biomasa en Nitzschia sp, segun los medios de cultivos evaluados,
Conway y Guillard F/2. R1=Réplica 1. R2=Réplica 2. R3=Réplica 3.
SD=Desviacién estandar.

Productividad de biomasa (g/L*dia)

R1 R2 R3 Promedio SD
Conway 0,047 0,046 0,044 0,05 0,00103935
Guillard F/2 0,077 0,074 0,077 0,08 0,00117851
0.10
-;r’g 0,08
!
% 0,05 0.05
B
_'; 0.03
5
0.00
Conway Guillard F/2
Medio

Figura 4.

Productividad de biomasa de Nitzschia sp, segun los tipos de cultivo evaluados,
Conway vy Guillard F/2.
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Composicion bioquimica de Nitzschia sp.

La composicion bioquimica de Nitzschia sp destaca a las proteinas, carbohidratos,
cenizas y grasa. Se aborda que el medio Conway incrementd la concentracion de
proteinas y grasas en la microalga, mientras que el medio Guillard F/2 favorecio los

niveles de ceniza y carbohidratos (Figura 5).

. Grasas %

. Proteinas %
D Carbohidratos %

D Cenizas %
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11,39
10,00

507 T
0,00 W

€ on‘way Guillard
Medio

707

Figura5.

Porcentaje del perfil bioquimico de Nitzschia sp, desarrollada en dos medios de
cultivo, Conway y Guillard F/2.

e Proteinas
Se determind que la media de la concentracion de proteinas Conway fue superior, con un
valor de 360.02 mg/g, mientras que el medio Guillard F/2 fue de 305.80 mg/g (Figura 6).
Sin embargo, al calcular la desviacion estandar, se evidencid que Conway ostento
0,34695262 mg/g, lo que indica una dispersion relativamente baja comparado con el
Guillard F/2 que tuvo 4,9189023 mg/g (tabla 5). La prueba t- student (p=0,0041)

sefialo notable distincion de significancia en ambos medios (Anexo 5).
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Tablas.

Concentracion de proteinas (mg/g). R1=Réplica 1. R2=Réplica 2.
R3=Réplica 3. SD=Desviacion estandar.

Concentracién de proteinas (mg/g)

R1 R2 R3 Promedio SD
Conway 360,26 359,53 360,26 360,02 0,3469526
Guillard F/2 307,27 310,95 299,18 305,8 4,9189023
500,00
400,00
360,02
g 300,00 305,80
&
‘E 200,00
Ay
100,00
0.00 )
Conway Guillard F/2
Medio
Figura 6.

Anélisis de concentracion de proteinas(mg/g), en Nitzschia sp, segin los tipos de

cultivo evaluados, Conway y Guillard F/2.

e Carbohidratos
Considerando la media del medio de cultivo Guillard F/2 demuestra que produce
mayor concentracion de carbohidratos en Nitzschia sp. con 233.98 mg/g, en cambio, el

promedio del medio Conway fue relativamente reducido con 113.87 mg/g (Figura 7).

Por otro lado, la desviacion estandar del medio Conway corresponde a 0,42697592
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mg/mL, sefialando un valor menor al Guillard F/2, el cual, contiene 0,57381722 mg/g (Tabla
6). En consecuencia, la prueba de t-Student indica (p=<0,0001) que los medios denotan

diferentes variaciones (Anexo 6).

Tabla6.

Concentracion de carbohidratos (mg/g). R1=Reéplica 1. R2=Replica 2. R3=Réplica 3.

SD=Desviacién estandar.

Concentracién de Carbohidratos (mg/g)

R1 R2 R3 Promedio SD
Conway 113,89 114,38 113,33 113,86 0,4269759
Guillard F/2 233,38 234,68 233,56 233,88 0,5738172

500,00

400,00
o
2
~ 300,00
S
e 233,98
=
= 200,00
=]
B
. 113,87
¥ 100,00

0,00 ,
Conway Guillard F/2
Medio
Figura 7.

Anélisis de concentracion de carbohidratos(mg/g), en Nitzschia sp, segun los tipos de
cultivo evaluados, Conway y Guillard F/2.

e Grasas

De manera notoria se pudo apreciar que el medio Conway constato un incremento

de nivel en grasas alcanzando 460.67 mg/g, frente al cultivo Guillard F/2 adquiriendo un
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promedio de 371 mg/g (Figura 8), aun asi, en la desviacidn estandar revela un valor
minimo en Conway 1,24721913 en relacion al Guillard F/2 con 2,1602469 (Tabla 7). La
prueba estadistica (p=<0,0001) aborda significacion proporcional entre los medios de

cultivo (Anexo 7).

Tabla?7.

Concentracion grasa (mg/g). R1=Réplica 1. R2=Réplica 2. R3=Réplica 3.
SD=Desviacion estandar.

Concentracion de Grasas (mg/g)

R1 R2 R3 Promedio SD
Conway 459 461 462 460,67 1,2472191
Guillard F/2 372 368 373 371 2,1602469
500,00
460,67
400,00 371,00
% 300,00
g
E.
£ 200,00
O
100,00
0,00 1
Conway Guillard F/2
Medio

Figura 8.

Anélisis de concentracion de grasas(mg/g), en Nitzschia sp, segun los tipos de cultivo
evaluados, Conway y Guillard F/2.

e Cenizas
Se determino que Nitzschia sp. presentd en el medio Conway reducido contenido
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de cenizas (Media = 50.67 mg/g), en contraste con Guillard F/2 (Media = 70,67mg/q)
(Figura 9). Sin embargo, en la desviacion estandar Conway predomina con un valor de
2,625 a diferencia de Guillard F/2, el cual evidenci6 2,055 (Tabla 8). En este sentido, la
prueba t-Student (p=0,0011) mostré que existen diferencias significativas entre la

concentracion de cenizas en cada medio de cultivo (Anexo 8).

Tabla 8.

Concentracion de cenizas (mg/g). R1=Reéplica 1. R2=Réplica 2.
R3=Réplica 3. SD=Desviacion estandar.
Concentracién de Cenizas (mg/g)

R1 R2 R3 Promedio SD
Conway 52 53 47 50,67 2,625
Guillard F/2 73 68 71 70,67 2,055
100,00
80,00
70,67
ot
® 60,00
g 50,67
&
2 4000
"]
Q
20,00
0,00 .
Conway Guillard F/2
Medio
Figura 9

Analisis de concentracion de cenizas, en Nitzschia sp, segun los tipos de cultivo
evaluados, Conway y Guillard F/2.
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CARACTERIZACION DE LA COMPOSICION BIOQUIMICA DE Nitzschia sp.

A continuacion, se realizd un analisis de la importancia biotecnoldgica de

la diatomea Nitzschia sp, con base en sus compuestos bioquimicos y que han sido

reportados en articulos cientificos actualizados (Tabla 9) y un detalle de su

potencial se describe en el Anexo 21.

Tabla9.

Descripcion de compuestos bioquimicos en Nitzschia sp y sus
aplicaciones biotecnoldgicas.

Compuesto Aplicaciones Evidencia cientifica | Bibliografia
guimico biotecnol6gicas
Potencial Nanotransportadores
Pro_temgs. y | terapéutico, ] apartlr_dfell\_lltzschla (Rabiee et al., 2021)
polisacéridos nanotecnologia con antibioticos.
Nitzschia navis- | (Ayaz et al., 2018)
Proteinas R(_a_paracién de | varingica promueve
tejidos el crecimiento
celular.
Nitzschia exhibe (Hernandez et al.,
actividad 2024).
. Potencial antibacteriana y
Proteinas - L :
terapéutico antiviral, pero sin
propiedades
anticancerigenas.
Nitzschia  produce | (Fadillahetal.,
. Potencial proteinas, que son | 2022)
Proteinas terapéutico inhibitorias  contra
bacterias patdgenas.
Nitzschia  present6 | (Montalvéo et al.,
actividad 2016)
. Potencial antimicrobiana
Proteinas A .
terapéutico contra la bacteria
Grampositiva, S.
aureus.
] Potencial Nitzschig ut_il_izado (Singh et al., 2023).
Proteinas y - como biofertilizante
lipidos terapeutico y mejora el
biofertilizante crecimiento vegetal.
: Potencial Nitzschia palea (Sanniyasi etal.,
Carbohidratos terapéutico produce 2022)
exopolisacérido
anticancerigeno.
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Lipidos

Potencial
terapéutico

Extracto de Nitzschia
palea mostrd gran
potencial como fuente
de compuestos
antibacterianos contrg
bacterias Gram-|
positivas.

(Harith, 2009).

Compuestos
volatiles

Potencial
terapéutico y
nutracéutico

Extracto de hexano
en Nitzschia palea
actua como
antioxidantes,
prevencion de dafios
por ADN y proteinas,
propiedades
antihemoliticas.

(Lakshmegowda et
al., 2020)

Lipidos

Suplemento
nutracéutico

rica en
potencial

Nitzschia
EPA,
industrial.

(Barsanti et al.,

2022)

Lipidos

Nutracéutica

Nitzschia sp demostrd
alto contenido
lipidico.

(Cointet et al.,

2019)

Proteinas

Potencial
terapéutico y
dermocosmeético

Extracto de célula
entera en Nitzschia
navis-varingica con
capacidad
antiinflamatoria,
viabilidad en el uso
alimentario.

(Ayaz, 2019)

Lipidos

Potencial
terapéutico

Extracto etandlico de
Nitzschia sp, tiene un
mayor potencial
antibacteriano, en
bacterias Gram-
negativas.

(Munir et al., 2018)

Lipidos

Produccion de
biocombustible

Alto contenido de
lipidos.

(Kholssi et al.,
2023)

Lipidos

Nutracéutico

Cepa Nitzschia sp.
FZU62, excelente
para fucoxantina y
EPA.

(Ma et al., 2023)

Lipidos

Metabolomica

La adicion de
silicato en Nitzschia

laevis, promueve

(Mao et al., 2020)

MAATE-DBI-CM-2022-0264

42



mayor productividad
de  biomasa vy
fucoxantina.

anticancerigenos 'y
antitrombaticos.

Proteinas y | Potencial Nanoparticulas  de | (Shafreen et al.,
lipidos terapéutico plata  sintetizadas | 2017)
nanotecnologia con Nitzschia palea
inhibe  biopeliculas
de E. coli.
Acidos nucleicos | Potencial Nitzschia  produce | (Prestegard et al.,
terapéutico compuestos 2009)

Potencial
terapéutico
Carbohidratos

Extracto crudo de
hexano en Nitzschia
palea limita el
crecimiento de
tuberculosis.

(Ruiz etal., 2019)

Potencial
terapéutico

Lipidos

Extracto de Nitzschia
laevis reduce
esteatosis hepética.

(Guo et al., 2021)

Los resultados obtenidos indican que los nutrientes, en especifico fosforo,

nitrégeno y silicio benefician los niveles de concentraciéon en la composicion

bioquimica en términos de proteinas, carbohidratos, grasas y cenizas en la

diatomea Nitzschia sp, de manera que se acepta la hipotesis alterna.

DISCUSION

Analisis del crecimiento de la diatomea Nitzschia sp, frente a dos medios de cultivo

El cultivo de la diatomea Nitzchia sp, se llevd a cabo utilizando dos medios

de cultivo, Conway y Guillard F/2, los resultados obtenidos indican variaciones

significativas en términos de densidad celular, produccion de biomasa, tasa de

crecimiento. EI medio Guillard F/2, permitio alcanzar una densidad celular maxima
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mayor en comparacion con el medio Conway. Ademas, la tasa de crecimiento
especifico fue ligeramente superior en el medio Guillard F/2 (aproximadamente un
1% mas alta). La composicion del medio Guillard F/2, rica en metales traza y
vitaminas en concentraciones especificas, parece proporcionar un ambiente mas
nutritivo y favorable para el incremento de la densidad celular de Nitzchia. Asi lo
demuestran Grubisi¢ et al. (2024) al analizar el crecimiento de Nitzschia sp. S5 con
diferentes concentraciones del medio Guillard F/2, optando que los mejores
resultados en cuanto a productividad de biomasa se desarroll6 colocando cantidades
de 0,02809 g/L en silicio en forma de metasilicato de sodio, 0,0044 g/L de nitrégeno
y 0,0461 g/L de fosforo, concluyendo que la modificacion de estos tres nutrientes
incrementan 0,73 g/L en concentracion de biomasa, quienes también afirmaron que
en aquella proporcion los nutrientes anteriormente mencionados se tiende a
aumentar la abundancia de células por mililitro, estos resultados revelan que el
medio Guillard F/2 no solo favorece la densidad celular, sino también una
acumulacion mas eficiente de biomasa, ligado a la produccién celular. Mientras que
Jiang et al. (2015b), examinaron el crecimiento de diferentes diatomeas incluyendo
Nitzschia perspicua bajo la concentracion de silicio con 0.118178 g/L, donde
evidenciaron que la tasa de crecimiento oscila entre 0,2 y 0,3 dia, siendo menor a
lo obtenido en el presente estudio con los dos medios evaluados. No obstante,
Coulson et al. (2022) aseguran que el Conway gracias al suplemento de
metasilicato de sodio favorece la tasa de crecimiento poblacional de la especie
Nitzschia palea abarcando un valor de 0,89, constatandose préximo al resultado
de la presente investigacion.
Composicion bioquimica de la biomasa en Nitzschia sp
Segun Encinas-Arzate et al. (2020), quienes afirman que la reduccion o
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limitacion de nutrientes esenciales en cultivos de diatomeas influye de forma
marcada en concentracion de compuestos proteicos, por lo que aplican 12,33 g/L de
nitrégeno y 30,75 g/L de silicato, concentraciones que favorecen a alcanzar un nivel
de 38,72% de proteina, ademas manifiestan que la concentracion de nitrogeno
favorecio las grasas con 27.09%, por tanto, en el estudio Nitzschia posee niveles
proteicos similares, es decir, en el medio Conway refleja 36% frente a Guillard con
31%, también incurre datos inferiores con grasas, Conway demuestra 46, 07% y
Guillard F/2 con 37,10% esta diferencia podria deberse a que el medio Conway
presenta un equilibrio disimil de nutrientes que receptan la sintesis de proteinas,
particularmente por mayor concentracion de nitrégeno y fosforo. En contraste,
Maltsev, Kulikovskiy & Maltseva (2023), exponen que en la mayoria de taxones
de microalgas, la deficiencia o estrés de nitrégeno y fosforo tiende a incrementar la
fraccion lipidica, este hecho depende Unicamente del metabolismo de la cepa
empleada. Por otra parte, Nunez-Zarco & Sanchez-Saavedra (2011) identifican que
los valores promedios de carbohidratos en Nitzschia laevis y Nitzschia thermalis
var. minor se encuentran en un rango de 10 y 58%, utilizando una concentracion de
silicato de 13,08 g¢g/L, en consecuencia, el estudio corrobora con los valores
estipulados del Guillard F/2 con 23,39% y Conway 11,39% lo que sefiala que el
nutriente silicato empleado tiene una relevante variabilidad del perfil bioquimico.
Finalmente (Cervantes et al., 2020) realizaron un analisis de tres diatomeas
(Eupyxidicula turris, Trieres mobiliensis, Biddulphia alternans) deduciendo que
estas se encontraron en un porcentaje de cenizas de 12 al 70%, cabe mencionar que
la investigacion suministra datos del medio Conway en 5,07% y Guillard F/2 con
7,07 esto se debe a que el medio Guillar F/2 provee concentraciones de metales

trazas mayores que el medio Conway.
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Analisis del potencial biotecnoldgico de Nitzschia sp.

Para la seleccion de articulos cientificos, se considero varios criterios de
busqueda, como palabras claves: Nitzschia, biotechnology, bioproducts, bioactive
compounds, ademas de afios de publicacion que sean de relevancia de los ultimos 7
afios, de preferencia en el idioma inglés, se realiz6 una busqueda de revistas de alto
impacto como: SCOPUS, Web of science y latindex.

Los resultados de la composicion bioquimica de Nitzschia, tuvieron
resultados exhaustivos de (36 a 37,10%) en proteinas, carbohidratos (11,39 a 23,39
%), grasas (37,10 a 46,07 % y cenizas (5,07 a 7,07%). Segun Rizwan et al. (2018)
ostentan que el alto contenido de proteinas y lipidos de microalgas es una gran
fuente potencial para la nutricion humana y animal, ademas el contenido de lipidos
usualmente lo utilizan para biocombustibles. Por su parte (Wang et al., 2024)
indican que las proteinas de Nitzschia palea desempefia la facilitacion de
produccion de acetites o lipidos, garantizandola en unas alternativas energéticas de
origen natural y de bajo impacto ambiental. Adicionalmente, Espinoza et al. (2017)
revelan que en grupos de carbohidratos se presenta p-glucanos, los mas reconocidos
es el paramilon, el cual se encuentra en euglenoides y la crisolaminarina, localizada
en diatomeas, lo que representa interés en produccién de nutracéuticos. Por
consiguiente, (Hernandez & Labbé., 2014) manifiestan que las cenizas de
microalgas también se consideran como tierra de diatomeas, de hecho, tiene varios
usos como medio de filtracion en la industria quimica, inclusive se utiliza en filtros
y acuarios para descartar particulas y microorganismos del agua, formando parte de
un insecticida de origen natural.

Los compuestos que se analiz6 en Nitzschia sp, resalta el potencial que tiene como
una fuente valiosa de proteinas, carbohidratos, lipidos y otros componentes
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bioactivos con aplicaciones que van desde la terapéutica hasta la produccion de
biocombustibles y nanotecnologia. En Ecuador, debido a que es conocido como
uno de los principales productores y exportadores de camaron a nivel mundial, la
microalga Nitzschia sp por su alto nivel proteico, podria incorporarse como alimento
en estos ejemplares, beneficiando al sector acuicola. Ademas, en produccion de
biodiesel, estableciéndose como una aplicacion relevante. En industrias Cosmética
y farmacéutica, podria ser de suma importancia por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y reguladoras del sistema inmune, fortaleciendo la salud humana
en el pais. Y para finalizar, Nitzschia sp es una oportunidad de implementacion en
procesos de biorremediacion y tratamiento de agua, debido a su capacidad de

absorber nutrientes y contaminantes.
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CONCLUSIONES

En sintesis, en el estudio se utilizo la cepa la cepa PM020 de la diatomea Nitzschia
sp para establecer la comparacion de ensayos por triplicado empleando el medio
Guillard F/2 y Conway. En relacion a la cinética de crecimiento se utilizaron dos
métodos: Densidad Optica y conteo celular por Sedgewick Rafter, a través de los
resultados se reflejé una mayor densidad celular en Guillard F/2 en su fase
logaritmica alcanzando 20.973.846 cél/mL, mientras que Conway demostro
17.912.224 cél/mL, a su vez la tasa de crecimiento también favorecié al medio
Guillard F/2 con 1,40 frente al Conway 1,39, adicionalmente la productividad de
biomasa se obtuvo valores inferiores en Guillard F/2 con 0,08 g/L*dia en contraste
con Conway 0,05 g/L*dia, en definitiva, el medio Guillard F/2 esta elaborado para

generar mayores niveles de densidad y productividad.

En términos de composicidn bioguimica, se observaron diferencias notables entre
los dos medios. Por tal razén, el medio Conway promovid mayor concentracion
de proteinas y grasas, esto se debe a que esté medio contiene en su receta
cantidades mas elevadas en nitrégeno, fosforo y silicato, sin embargo, el medio
Guillard F/2 beneficid las concentraciones de cenizas y carbohidratos debido a su

composicion rica en metales traza.

Es imprescindible, reconocer que los compuestos que tiene Nitzschia sp, han
destacado atencion en la comunidad cientifica, por su amplia variedad en la
aplicacion biotecnoldgica. Puesto que han revelado, ser importantes

nanotransportadores en el suministro de sustancia terapéuticas proyectando
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efectos beneficiosos en la reparacion de tejidos. De forma, complementaria
también exponen que funciona como una potente actividad antibacteriana y
antiviral. En Gltima instancia, es una microalga que posee rasgos sumamente
distintivos en el ambito farmacéutico, nutracéutico, cosmético y agricola

aportando gran significancia en la industria y sociedad.
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RECOMENDACIONES
e Considerar la aplicacion de técnicas analiticas méas avanzadas, como

espectrometria de masas, cromatografia de gases-masas o cromatografia liquida
de alta resolucién, para profundizar en la identificacion y cuantificacion de

compuestos bioguimicos especificos.

e Explorar las posibles actividades bioldgicas, farmacoldgicas o nutracéuticas de
los compuestos bioquimicos presentes en Nitzschia sp cultivada en los diferentes

medios, a través de ensayos in vitro o in vivo, segun corresponda.

e Realizar estudios de mercado y analisis de viabilidad para determinar la demanda
potencial y las oportunidades comerciales de los compuestos bioquimicos o

productos derivados de Nitzschia sp cultivada en los diferentes medios.
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ANEXOS
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Anexo 1.

Curva patron de proteinas con el método de Bradford. En relacion de
concentracion mg/mL y absorbancias
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Anexo 2.

Curva patrén de carbohidratos con el método de Dubois. En relacion de
concentracion ug/mL y absorbancia
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Prueba T para muestras Independientes

Variable:Tasa de crecimiento especifico - Clasific:Medio - prueba:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2
Conway Guillard F/2

n 3 3
Media 1,39 1,40
Varianza 3,3E-07 1,9E-06
Media(1)-Media(2) -0,01

LI(995) -0,02

LS (95) -0,01

pHomVar 0,3049

T -16,52

gl -

p-valor 0,0001

Anexo 3.

Prueba t-Student aplicada en la tasa de crecimiento de Nitzschia sp. en dos medios
de cultivo. Conway y Guillard F/2

Prueba T para muestras Independientes

Variable:Productividad de biomasa g/L*dia - Clasific:Medio - prueba:Bilateral

Grupo 1  Grupo 2
Conway Guillard F/2

n 3 3
Media 0,05 0,08
Varianza 2,3E-06 3,0E-06

Media(1)-Media(2) -0,03

LI(99) -0,03
LS (95) -0,03
pHomVar 0,8750
T -22,75
gl -
p-valor <0,0001
Anexo 4.

Prueba t-Student aplicada en la productividad de biomasa de Nitzschia sp. en dos
medios de cultivo. Conway y Guillard F/2
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Prueba T para muestras Independientes

Variable:Carbohidratos (mg/g) - Clasific:Medio - prueba:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

Conway Guillard F/2
n 3 3
Media 113,87 233,98
Varianza 0,28 0,43

Media(1l)-Media(2) -120,11

LI(95) -121,46
LS (95) ~118; 17
pHomVar 0,7819
T -247,59
gl 4
p-valor <0,0001
Anexo 5.

Prueba t-Student aplicada a la concentracidn de proteinas en Nitzschia sp en

dos medios de cultivo. Conway y Guillard F/2

Prueba T para muestras Independientes

Variable:Proteinas (mg/g) - Clasific:Medio - prueba:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

Conway Guillard F/2
n 3 3
Media 360,02 305,80
Varianza 0,18 36,25

Media (1) -Media (2) 54,22

LI(95) 39,22
LS (95) 69,21
pHomVar 0,0098
T 15,56
p-valor 0,0041
AnNexo 6

Prueba t-Student aplicada a la concentracion de carbohidratos en Nitzschia sp. en

dos medios de cultivo. Conway y Guillard F/2
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Prueba T para muestras Independientes

Variable:Grasas (mg/g) - Clasific:Medio - prueba:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

Conway Guillard F/2
n 3 3
Media 460, 67 371,00
Varianza 233 7,00

Media (1) -Media(2) 89,67

LI (95) 84,77

LS(95) 94,56

pHomVar 0,5000
T 50,84
gl 4

p-valor <0,0001
Anexo 7.

Prueba t-Student aplicada a la concentracion de grasas en Nitzschia sp. en dos

medios de cultivo. Conway y Guillard F/2

Prueba T para muestras Independientes

Variable:Cenizas (mg/g) - Clasific:Medio - prueba:Bilateral

Grupo 1 Grupo 2

Conway Guillard F/2
n 3 3
Media 50,67 70,67
Varianza 10,33 6,33

Media (1) -Media(2) -20,00

LI(95) -26,54
LS (95) -13,46
pHomVar 0,7600
T -8,49
gl 4
p-valor 0,0011
Anexo 8.

Prueba t-Student aplicada a la concentracion de cenizas en Nitzschia sp. en dos

medios de cultivo. Conway y Guillard F/2
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Anexo 9. Anexo 10.
Fertilizacion de cultivos en Nitzschia sp. Colocacion de acetona en metodo de

Soxhlet.

5 > c

Ahexo 11. Anexo 12.

Representacion del método Soxhlet. Uso de filtros para separar muestras en
Nitzschia sp.
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‘)ﬂ |
Anexo 13.

Utilizacion de espectrofotometro.

| .l
Anexo 15.

Trituracion de biomasa en Nitzschia sp.
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Anexo 14.
Muestras de carbohidratos por el método
de Dubois.

Anexo 16.

Proceso realizado por el método de

Bradford.
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Anexo 17. Anexo 18.

Estimacion de peso seco. Ruptura celular térmica.

Anexo 19. Anexo 20.

Cosecha de Nitzshia sp. Preparacion de reactivos en camara de

extraccion de gases.
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Anexo 21.

Descripcion de compuestos bioquimicos en Nitzschia sp y sus aplicaciones biotecnologicas.

polisacaridos

nanotecnologia

estreptomicina) para la exhibicion de potencial antibacteriano,
reduciendo los iones de plata de los NPs, evitando posibles

aglomeraciones o sedimentaciones.

Compuesto Aplicaciones

Evidencia cientifica Bibliografia
quimico biotecnoldgicas

Se estudié la actividad de nano transportadores (NPs) obtenidos a

partir de la diatomea Nitzschia sp. Las proteinas y los polisacaridos

de las diatomeas contribuyeron a la estabilizacién de los nano
Proteinas Potencial  terapéutico,| transportadores acopados con antibioticos  (penicilina, | (Rabiee etal., 2021)

Proteinas

Reparacion de tejidos

Se estudio a la diatomea bentdnica Nitzschia navis-varingica junto
con el haptofito Crisocromulina alifera y el dinoflagelado
Heterocapsa pygmaea aislados de la costa nororiental del mar

Mediterraneo. Se investigaron sus actividades antitumorales

(Ayaz et al., 2018)
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contra el cancer de mamay las lineas celulares de fibroblastos. Los
extractos de algas no presentaron potencial citotoxico in vitro,
pero estimularon el crecimiento en las células sin discriminacion

de tipo celular.

Proteinas

Potencial terapéutico

Se estudiaron treinta y tres cepas cultivadas en idéenticas
condiciones. Se obtuvieron extractos que mostraron una actividad
antiviral moderada contra rabdovirus (IP entre 90 y 50%)
dinoflagelados y una diatomea del género Nitzschia. Ademas, los
extractos de todas las diatomeas seleccionadas presentaron
actividad solo contra el Gram (+). Los resultados negativos en
todos estos ensayos evidenciaron la falta de actividad

anticancerigena.

(Hernandez et al.,

2024).

Proteinas

Potencial terapéutico

Se aisld y fracciond la proteina activa de las microalgas Nitzschia
sp, para evaluar sus propiedades antibacterianas. Nitzschia sp. fue

cultivado, luego centrifugado para separar su filtrado de la

(Fadillah et al., 2022)
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biomasa. La composicion de biomasa contiene 39.98% de proteina
medida por el método Kjeldahl. Mediante el método de difusion en
disco se obtuvo que varias fracciones de proteinas inhibieron el
crecimiento de bacterias patogénicas: Salmonella typi vy

Staphylococcus aureus.

Se analiz6 98 muestras recolectadas del Mar Egeo. Extracto de
etanol de diatomeas Amphora cf capitellata, mostré los resultados

antimicrobianos méas prometedores contra Candida albicans

grampositivas eran susceptibles a la actividad antibacteriana. Los

efectos se evaluaron en el crecimiento de plantas de bigaro, mostro

Proteinas Potencial terapéutico (Montalvéo et al.,
mientras que el extracto de diatomea Nitzschia communis mostro
2016)
resultados efectivos contra la bacteria Grampositiva, S. aureus.
El cultivo de Nitzschia sp. exhibié densidad celular maxima (12 x
Proteinas y | Potencial terapéuticoy | 10° células ml?), contenido proteico (10.0 mg g*?), y lipidico | (Singh et al., 2023).
lipidos biofertilizante contenido (14.96%). Tanto las bacterias gramnegativas como las
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mejoras significativas en el desarrollo de la hoja, ramificandose en
una etapa temprana, floreciendo, y un marcado aumento en la

longitud del disparo.

Carbohidratos

Potencial terapéutico

Se aisl6 y caracteriz6 molecularmente la subunidad de ARNr 18S
de Nitzschia palea y se envié a GenBank NCBI y el nimero de
acceso recuperado como ON360983. El rendimiento total de
exopolisacarido de Nitzschia palea se estimé en 1.56 mg en 100
ml de cultivo después de 7 dias de incubacion. Se obtuvo que el
exopolisacarido posee actividad anticancerigena contra la linea
celular de céncer de pulmén del adenocarcinoma humano

(1C50=62.64 pg/ml).

(Sanniyasi etal., 2022)

Lipidos

Potencial terapéutico

Se estudio la actividad del extracto de diatomea local Nitzschia
palea contra bacterias. La diatomea se extrajo con aceton. Se
registré6 una alta actividad de extracto crudo contra cepas

grampositivas. Mientras que no se registré actividad contra

(Harith, 2009).
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gramnegativo, excepto las cepas estandar y patdgenas

Pseudomonas aeruginosa.

Compuestos

volatiles

Potencial terapéutico 'y

nutracéutico

En este estudio, el extracto de hexano de diatomeas de agua dulce,
Nitzschia palea (Kutzing) W. Smith 1856 mostrd prevencién de
dafios por ADN y proteinas, y propiedades antihemoliticas que son
comparables con los antioxidantes sintéticos estandar. Las
propiedades antiinflamatorias mostraron la viabilidad celular de
ICs0 93.5 pg / ml con inhibicion de citocinas inflamatorias como

dxido nitrico, TNF-a, IL-6 y PGE2 en todas las dosis probadas.

(Lakshmegowda et al.,

2020)

Lipidos

Suplemento

nutracéutico

Se demostro potencial de produccion de EPA en el género
Nitzschia (especialmente N. alba y N. laevis). Se informo que el
contenido de aceite de N. alba era tan alto como el 50%, y la EPA
comprendia el 4-5% del aceite. N. laevis podria utilizar glucosa o
glutamato como un solo sustrato para el crecimiento

heterotréfico, y el contenido celular de EPA del alga en

(Barsanti et al., 2022)
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condiciones heterotroficas también fue mayor que las condiciones
fotoautotréficas, sugiriendo que esta diatomea es un buen

productor heterotrofico de EPA.

Lipidos

Nutracéutica

Se caracterizd la tasa total de lipidos dependia de especies y
oscilaba entre 3.7% y 30.5% DW. Los resultados revelaron que
cinco especies de diatomeas: Anfora sp. NCC169, Nitzschia sp.
NCC109, Nitzschia alexandrina NCC33, Opéphora sp. NCC366
y Staurosira sp. NCC182 presentd capacidades de crecimiento
interesantes y debe investigarse mas a fondo como fuentes
potenciales para su tasa de lipidos original. NCC33, demostro

potencial como fuente de lipidos.

(Cointet et al., 2019)

Proteinas

Potencial terapéutico y

dermocosmético

Se observé un impacto antiinflamatorio significativo de los
extractos celulares en el agua destilada. La capacidad de incluir
estas especies en la dieta humana ofrece nuevas oportunidades en

términos de aumentar la tolerancia a ciertos productos alimenticios

(Ayaz, 2019)

MAATE-DBI-CM-2022-0264

81



alérgicos en pacientes con reacciones alérgicas, asi como la
enfermedad de inflamacion intestinal. Ademas, estas especies se
pueden usar en las cremas para las aplicaciones atdpicas en la piel

para prevenir alergias en la piel.

Lipidos

Potencial terapéutico

Se evalud el potencial antioxidante y antimicrobiano de los
extractos de aceite de cuatro especies diferentes de algas
(Oedogonium sp., Nitzschia sp, Stigeoclonium sp. y Ulothrix sp.).
La actividad antibacteriana de todos los extractos etandlicos fue
mayor contra las bacterias Gramnegativas en comparacion con los

extractos metanolicos.

(Munir et al., 2018)

Lipidos

Produccion

biocombustible

de

Se investigo el crecimiento y el contenido de lipidos de comunes
de  microalgas  Nitzschia  sp.,  Nannochloropsis  sp.,
Nannochloropsis sp. R.02 y Tetraselmis sp. Se observo que se
obtuvo un maximo de contenido de lipidos para Nannochloropsis

sp. (47.1 wt%) seguido de Nitzschia sp. (46.11 wt%),

(Kholssi et al., 2023)
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Nannochloropsis sp. R.02 (38.21 wt%) y Tetraselmis sp. (16.5

Wt% ).

Lipidos

Nutracéutico

Se estudio la microalga cepa Nitzschia sp. FZU62. El rendimiento
heterotréfico se verificd en 5 L fermentador, lo que resulta en
excelentes producciones de fucoxantina y EPA de 63.03 y 398.60
mg/L, y productividades de 3.41y 22.52 mg/L/d, respectivamente.
Los autores abordan que, especialmente la produccion y
productividad de la EPA son valores superiores a muchos

informes de literatura.

(Maet a., 2023)

Lipidos

Metaboldmica

Se investigaron los cambios fisioldgicos y morfologicos de
Nitzschia laevis bajo condicion heterotrofica con diferentes
concentraciones iniciales de silicato. El rendimiento de la EPA fue
aproximadamente igual a ~ 70 mg/L. En respuesta al alto nivel de
silicato, se observan cambios metabdlicos extensos, entre el ciclo

elevado de glucdlisis y é&cido tricarboxilico (TCA) que

(Mao et a., 2020)
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contribuirian la acumulacion de fucoxantina y acidos grasos al

proporcionar precursores de carbono y energia adicionales.

Proteinasy

lipidos

Potencial terapéutico 'y

nanotecnologia

Se estudié la inhibicion de la biopelicula formada por la
produccion de Escherichia coli utilizando nanoparticulas de plata
(AgNPs) sintetizadas con diatomeas de agua dulce (Nitzschia
palea). En presencia de AgNP, la arquitectura de biopelicula se
desintegro y el grosor se redujo significativamente. En general, el
uso de AgNP es una alternativa para para prevenir y controlar las

infecciones del tracto urinario asociadas a biopeliculas.

(Shafreen et al., 2017)

Acidos

nucleicos

Potencial terapéutico

Se estudiaron sustancias inductoras de muerte de células de
mamiferos en diatomeas asociadas a biopelicula (Melosira,
Anfora, Feodactilo y Nitzschia). Se indico que todos inducian la
muerte celular de leucemia, con caracteristicas apoptéticas o
autofagicas clasicas. Diversos extractos también contenian

inhibidores de la activacion plaguetaria sanguinea inducida por

(Prestegard et al,

2009)
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trombina. Parte de esta actividad fue causada por un alto contenido

de adenosina en las diatomeas.

Carbohidratos Potencial terapéutico

Se evaluo la actividad antimicobacteriana de extractos crudos en
hexano de 6 microalgas, incluida Nitzschia palea. Todos los
extractos hexanicos inhibieron al menos el 90% del crecimiento
de Mycobacterium tuberculosis H37Rv a una concentracion de
100 pg/mll. El extracto crudo hexanico de I. galbana presento la
mayor actividad antimicobacteriana, con un porcentaje de
inhibicion igual al del farmaco antituberculoso isoniazida y una

concentracion inhibitoria minima de 50 pg/ml1.

(Ruiz et al., 2019)

Lipidos Potencial terapéutico

Se investigaron los efectos hipolipemiantes del extracto de
Nitzschia laevis (NLE). Los resultados mostraron que NLE redujo
significativamente la grasa inguinal y la esteatosis hepatica
atenuada en ratones C57BL/6J. NLE evitd la acumulacion de

lipidos en las células HepG2. Esto probablemente se debi6 a su

(Guo et al., 2021)
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capacidad para mejorar la funcion mitocondrial hepatica, y
reprimir la sintesis de &cidos grasos a través de la fosforilacion de

acetil-CoA carboxilasa.
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