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Glosario

Término Significado

Saprofitico Organismos 0 microorganismos que se alimentan de materia organica en
descomposicion.

Heterotrofo Organismos o microorganismos incapaces de producir su propio alimento,
por lo que consumen materia organica de otros seres vivos o fuentes de
carbono organicas.

Chlorophyta Division de las algas verdes

Dulceacuicola | Que pertenece a aguas dulces

Bioquimica Ciencia que estudia la composicion quimica o macromoléculas de seres
vivos

Macromolécula | Moléculas de gran tamafio

Senescencia Proceso de envejecimiento celular o deterioro de las funciones biologicas

Absorbancia Medida que cuantifica la capacidad de absorber un compuesto o radiacion

Cepa Poblacion de microrganismos de un solo género o especie

Fisiologia Relacionado a las funciones y procesos bioldgicos

Morfologia Estudio de la forma o estructura de un organimo

Micelio Conjunto de hifas del cuerpo vegetativo de un hongo

Calibrador Instrumento de medicion longitudinal (cm o mm o pulgadas)

Cuvette Recipiente pequefio utilizado en espectrofotometria, puede ser de cristal o
cuarzo

Microalgas Algas microscépicas, la mayoria siendo unicelulares

Intervalo Rango de dos valores o puntos en una escala




Curva de | Gréfico utilizado en espectrofotometria para determinar la concentracion

calibracion de una sustancia

Biomasa Masa total de organismo en un volumen determinado

Colorimétrico | Sustancia cuya coloracion indicar un efecto, concentracion o soluto

disuelto en un volumen determinado

Simbologia Y Abreviaturas

Simbolo Significado

uL Microlitro

mL Mililitro

L Litro

Cel Célula(s)

g Gramos

mg Miligramos

LMEA Light Malt Extract agar (Agar de extracto de malta)
Nt No nutriente (Sin nutrientes)
St Estandar

g*L! Gramos por litro

g*ml’! Gramos por mililitro




Resumen

La biomasa de microalgas del género Chlorella tienen una composicion que varia
significativamente dependiendo del medio de cultivo y de las condiciones ambientales a las
que son sometidas. Condiciones que inducen comportamientos heterdtrofos o autdtrofos los
cuales se utilizan dependiendo del objetivo de la biomasa. Por lo que se realiz6 un estudio cuyo
proposito fue analizar la biomasa de Chlorella sp dulceacuicola como nutriente de medio de
cultivo solido para el crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus. Se desarroll6 un cultivo
heterotrofo de Chlorella sp a base del fertilizante N.P.K. suplementando con una fuente de
carbono en la forma de extracto de malta. Medio de cultivo propuesto para analizar la
composicion bioquimica de la biomasa obtenida e implementarla en cultivos de Pleurotus
ostreatus y compararlos con medios de cultivo convencionales. Se obtuvo como resultado un
medio de cultivo con una productividad de 1.78E+6 células/mL/dia y una biomasa compuesta
de 20% lipidos, 47% proteinas y 19% carbohidratos. Al ser implementarla en el cultivo de
Pleurotus ostreatus, produjo una velocidad de crecimiento micelial maxima de 9.66 mm/dia
en el medio de 0.5 g de biomasa de microalgas, siendo significativamente inferior medio
estandar de 15.97 mm/dia. Sin embargo, el medio propuesto demostrd efectividad en la
morfologia del micelio. El cultivo de 0.5 g de biomasa de microalgas, mostré un 66.66% de
probabilidad en coincidir con 3 caracteristicas de un medio de cultivo estandar. Las
caracteristicas equivalentes obtenidas fueron: textura, densidad y tipo de crecimiento. Por lo
tanto, la composicion bioquimica de Chlorella sp. cultivada en medios heterdtrofos, resulta en
un nutriente alternativo y comparable a medios estdndar para el crecimiento micelial de

Pleurotus ostreatus en medio de cultivo soélido.

Palabras clave: Medio de cultivo, Chlorella sp, Dulceacuicola, Pleurotus ostreatus, Biomasa,

Composicion bioquimica.



Abstract

The biomass of microalgae from the genus Chlorella has a composition that varies
significantly depending on the culture medium and the environmental conditions to which they
are subjected. Such conditions induce a heterotrophic or autotrophic behavior, which are used
based on the biomass’s purpose. Therefore, a study was conducted to analyze the biomass of
freshwater Chlorella sp. as a solid-culture-medium nutrient for the mycelial growth of
Pleurotus ostreatus. Thus, a heterotrophic culture of Chlorella sp. was developed using a
N.P.K. fertilizer supplemented with a carbon source in the form of malt extract. The following
culture medium was used for biomass production in order to perform biochemical composition
analysis, implementation and comparison in Pleurotus ostreatus cultures. The culture medium
yielded a productivity of 1.78E+6 cells/mL/day and a biomass whose biochemical composition
resulted in 20% lipids, 47% proteins, and 19% carbohydrates. The microalgae’s biomass used
in Pleurotus ostreatus cultures, resulted in a maximum mycelium growth rate of 9.66 mm/day
when using 0,5 g of microalgae biomass, being significantly lower to a standard medium’s
15.97 mm/day. However, the proposed medium demonstrated its effectiveness in mycelium
morphology. The group of 0.5 g of microalgae biomass showed a 66.66% probability of
matching three characteristics of a standard culture medium, being the texture, density, and
growth type. Therefore, the biochemical composition of Chlorella sp. cultivated in
heterotrophic media serves as an alternative and as a comparable nutrient to standard media for

mycelial growth of Pleurotus ostreatus in solid culture."

Keywords: Culture media, Chlorella sp, Freshwater, Pleurotus ostreatus, Biomass,

Biochemical composition.



Introduccion

La biomasa de microalgas del género Chlorella tienen una composicion bioquimica que
varia significativamente dependiendo del medio de cultivo y las condiciones ambientales a las
que son sometidas. Cambios que dependen de las caracteristicas fisiologicas de la cepa a
cultivar (Spolaore, Joannis-Cassan, Duran, & Isambert, 2006, como se citd en Silva, Fonseca,

2018)

Entre las caracteristicas importantes que las cepas de este género de microalgas deben
de tener son: la capacidad de poder oxidar una fuente de carbono organica; alta productividad;
resistente ante otros organismos competidores; resistente a estrés mecanico y quimico;
resistente a protocolos de cosecha; y adaptacion rapida o exitosa a medios de cultivo (Bumbak,

Cook, Zachleder, Hauser & Kovar, 2018, como se citd en Silva, Fonseca, 2018).

Medios de cultivo que pueden ser autotrofos o heterotrofos, siendo este ultimo, un
medio de cultivo que ha sido propuesto como un método alternativo para la produccion a escala
industrial. Una de sus mayores ventajas esta en la consistencia que tiene la produccion de
biomasa en comparacion a su comportamiento autotrofo, llegando a alcanzar un maximo de 70

g/L en producciéon de biomasa (Kim, Park, Lee, Seon, Suh, Moon & Chang, 2019).

Este cultivo consiste en la implementacion de una fuente de carbono organica, como la
glucosa, en un medio de cultivo comun y someterlo a agitacion constante por medio constante

remocion en ausencia total de luz. (Fonseca & Silva, 2018)

La produccion de biomasa de Chlorella ha establecido un interés comercial por su
utilidad como suplemento alimenticio por su contenido de Proteinas, lipidos, carotenoides,
carbohidratos, vitaminas y minerales (Silva, 2019). Biomoléculas que son comuinmente

cuantificadas por medio de protocolos de espectrofotometria, cuyos puntos criticos residen en
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el tiempo de proceso, fiabilidad, compatibilidad, precision y obtenciéon de datos a tiempo real

(Thiviyanathan et al, 2024)

A pesar de que existe un creciente interés en estudios sobre posibles aplicaciones para
Chlorella alrededor del mundo, la atencion estd mayormente dirigida a la optimizacién de
medios de cultivo. Por lo que, surge asi, la necesidad en la exploracion de fuentes de carbono
alternativas y sobre todo en la utilidad de la biomasa, la cual es mayormente aprovechada como
suplemento alimenticio, piensos o biocombustible. Por lo que, la implementacion de este como
un nutriente en medios de cultivo s6lidos no ha sido propuesto a la fecha de esta investigacion,

a pesar de coincidir con la necesidad nutritiva de otros microorganismos.

Las caracteristicas de esta microalga y la utilizacion de la biomasa poseen una
versatilidad significativa y un interés investigativo creciente a nivel global y en el Ecuador,
donde podrian ser implementadas en multiples campos de la industria alimenticia. Un ejemplo
de esto, es la industria de la micologia, donde es necesario la utilizacién de ingredientes
variados para el crecimiento saludable de cepas de setas gourmet como Pleurotus ostreatus.

Industria con creciente interés comercial dentro del Ecuador

Pleurotus ostreatus es un hongo lignicola que, para su crecimiento requiere de
carbohidratos. Crecimiento que deriva principalmente de la celulosa y hemicelulosa, ya que
son capaces de producir enzimas extracelulares (Celulasas y Hemicelulasas) que descomponen
la celulosa en polisacaridos mas simples que el micelio absorbe para su crecimiento. Ademas,
también tienen la necesidad de nutrirse de proteinas y lipidos para actividades metabolicas o

comunicacion entre células miceliales (Li, Cui, Wei, Song, Yanhong, Xu, 2022).

Los azucares son esenciales para el crecimiento de un micelio saludable, especialmente
si se implementa un grupo de azucares complejos, afiadiendo minerales, lipidos y proteinas.

Composicion variada que evitan o aplazan la adaptabilidad o especificidad de la cepa al medio,
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lo que produce una perdida en la capacidad del hongo de producir enzimas para degradar
sustratos mas complejos, lo que lleva a la muerte de la cepa o baja produccion de biomasa

micelial o de setas. (Stamets, 2000)

La salud o vigor de una cepa de Pleurotus ostreatus se determina por medio de la
velocidad de crecimiento y la morfologia, el cual es rapido y con un crecimiento que se
denomina como “Algodonoso”. Este tipo de crecimiento consiste en un micelio filamentoso en
multiples direcciones y ramificaciones con crecimiento aéreo elevado, dando como resultado
una apariencia similar al algodon sobre las placas de cultivo. Llegando a una colonizacién
completa en un intervalo de 5 a 7 dias, siendo este, la morfologia y velocidad de crecimiento
que favorece a la formacion de primordios; y es el tipo de crecimiento ideal utilizado en la
produccion de setas gourmet (Stamets, 2000; Breakwell, Woolverton, MacDonald, Smith &

Robinson, 2007).

Es por ello que el proposito de esta investigacion es Analizar la biomasa de Chlorella
sp. dulceacuicola heterotrofa como nutriente en medio de cultivo sélido para el crecimiento

micelial de Pleurotus ostreatus.

1]
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Justificacion

Chlorella es un género de microalgas que representa uno de los pequeios grupos de
microalgas que son capaces de crecer en medios de cultivo que utilizan fuentes alternativas de
carbono. Fuentes que se generalmente se presentan en la forma de monosacaridos y
polisacaridos, los cuales activan rutas metabdlicas de la microalga a optar un comportamiento

heterotrofo.

En investigaciones actuales hacen uso de monosacaridos, polisacaridos y acidos
carboxilicos para el desarrollo de los medios de cultivo por fermentacion. Por lo que, la
implementacion de una fuente de carbono alternativa como el Extracto de malta, cuya
composicion es 90% carbohidratos, podria resultar en un excelente componente nutricional

adicional para el cultivo de Chlorella en biorreactores fermentativos.

Biorreactores que inducen una mayor cantidad de biomasa y un incremento en el
porcentaje de proteinas o carbohidratos o, en el caso de tener déficit de nitrogeno, produce
mayor cantidad de lipidos. Convirtiéndose en una biomasa con un valor nutricional ideal para
el crecimiento de otros organismos o microorganismos los cuales generalmente se cultivan en

medios solidos.

Esta produccion de biomasa puede ser empleado en el campo de la micologia, surgiendo
como una nueva respuesta al problema de la preservacion o estabilidad de una cepa saprofitica
como Pleurotus ostreatus, ya que los medios de cultivo disponibles cumplen la funcion de
facilitar la colonizacion del medio, por lo que no presentan la dificultad necesaria para

mantener la vitalidad cepa.

Puesto que, entre los polisacéaridos presentes en Chlorella, se encuentra la hemicelulosa,
cuya estructura molecular presenta dificultad para ser digerido por P. ostretus, lo cual favorece

al engrosamiento y crecimiento aéreo micelial; También favoreceria como una adaptacion

v
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temprana para el micelio, previo a su traslado a medios de fructificaciéon o colonizacion de

sustrato celulosico.

El Ecuador presenta un creciente interés en el desarrollo de investigaciones sobre la
utilizacion de biomasa de este género de microalgas. Destacando la utilizacién de Chlorella
como biorremediador; la utilizacion de compuestos antimicrobianos con fines farmacéuticos;
la implementacion de esta como biofertilizante para cultivos de Zea Mays; y la utilizacion de
pigmentos para confiteria. Por lo que hay necesidad de investigaciones adicionales sobre su
utilidad para mantener el interés productivo de este género en otros campos de las ciencias

bioldgicas o industriales.
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1. Objetivos

1.1. General

Analizar la biomasa de Chlorella sp. dulceacuicola heterdtrofa como nutriente en medio

de cultivo solido para el crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus.

1.2.  Especificos

Desarrollar un cultivo de Chlorella sp. heterotrofo utilizando el medio de cultivo NPK
por fermentacion

Determinar la composicion bioquimica de la biomasa de Chlorella obtenida mediante
cuantificacion de proteinas, lipidos y carbohidratos.

Caracterizar el crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus utilizando diferentes

concentraciones biomasa de Chlorella.

2. Hipatesis

2.1. Alternativa

La composiciéon bioquimica de Chlorella sp. cultivada en medios heterdtrofos, resulta
en un nutriente alternativo y comparable a medios estandar para el crecimiento micelial de

Pleurotus ostreatus en agar.
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3. Marco tedrico

3.1. Chlorella

Este género de microalgas Chlorophytas (Figura 1y 2) existe desde el periodo pre-
Céambrico. Esta es una microalga unicelular que, presentan caracteristicas como: Alta velocidad
de crecimiento, adaptabilidad rapida a diferentes ambientes, facilidad de cultivo y bajo costo

de produccion (Moreno, 2019).
Figura 2.
Figura 1.
Chlorella sp. observada a 1000x (100x
Ubicacion taxonomica del género Chlorella
Objetivo * 10x ocular)

Filo: Chlorophyta

Clase: Trebouxiophyceae )
'

Orden: Chlorellales

E Familia: Chlorellaceae ; @-?é %’:g g @8 ? ;2) g
2y - - |

Género: Chlorella ot 30?3‘ ,3@ Fﬁ, 5‘3
N\

Nota. Obtenido de: Beijerinck, 1890 -

Esta microalga es uno de los géneros de microalgas mas estudiados en el mundo
(Borowitzka, 2018), donde existen alrededor de 44 especies descubiertas, destacando
unicamente 5: C. vulgaris, C. pyrenoidosa, C. ellipsoidea, C. sorokiniana, y C. kessleri

(Vasquez, 2023).

3.2. Generalidades de Chlorella

Son microalgas de forma esférica con un didmetro aproximado de 2 a 10 pm, rodeada
de una pared celular que mantiene la integridad del contenido celular (Safi, Zebib, Merah,

Pontalier & Garcia-Vaca, 2014).

Chlorella vulgaris, es la especie mas comun dentro del género. Presentan células que

carecen de motricidad; una reproduccion rapida de forma asexual que se desarrolla de forma
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autoesporulativa en un lapso de 24 horas, logrando formar 4 células hijas de una célula madre.
Las células hijas se forman dentro de la pared celular de la célula madre, una vez formadas, la
pared celular de la madre se rompe y las células hijas son liberadas, los restos de la célula

madre son consumidos por las células hijas (Figura 3) (Safi et al, 2014).

Figura 3.

Fases de la reproduccion asexual en Chlorella

b c d
III'. I: + @ + * +

Nota. Obtenido de: Safi et al, 2014.

e f g

3.3. Formas de Nutricion

Autotrofa

Las microalgas se desarrollan por medio de la fotosintesis, proceso que significa la
dependencia de energia solar/luminica para la biosintesis de compuestos utilizando elementos

traza y macronutrientes como Carbono, Nitrogeno y fosforo (Yun, Kim & Yoo, 2021).

La fotosintesis usa CO> y la energia solar/luminica para producir energia quimica en

forma de ATP y Glucosa (Garcia et al, 2011).
Mixotroéfica o Mixta

Especies del género Chlorella son capaces de combinar comportamientos autotrofos y
heterotrofos. Indicando que, son capaces de realizar fotosintesis e ingerir materia orgénica
como glucosa, fructosa o acido acético de forma simultanea o alternadamente. Por ende, las
células no necesariamente son dependientes estrictas de la luz o de componentes organicos

(Safi et al, 2014; Da Silva & Fonseca, 2018; Yun, Kim & Yoo, 2021).
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Heterotrofa

Especies del género de Chlorella tienen la capacidad de optar por un comportamiento
heterdtrofo en ausencia de luz o CO;, Utilizando fuentes de carbono como glucosa, acetato,
glicerol, glutamato, etc (Safi et al, 2014; Geada et al, 2023; Yun, Kim & Yoo, 2021).
3.4. Cultivos de Chlorella

3.4.1. Fases de crecimiento

Fase de adaptacion: Fase de crecimiento que depende significativamente de las
condiciones de las células del indculo, se expresa un retraso en el crecimiento debido a la
necesidad fisioldgica de las células para adaptarse un medio en condiciones diferentes:

Temperatura, pH, iluminacién, etc (Arredondo, Voltolina, Savin, Montoya & Gémez, 2017).

Fase de aceleramiento: Representa un incremento en la tasa de crecimiento, donde se
produce un incremento en la produccion de varios componentes celulares, tales como: ARNm,

proteinas, peso individual celular, etc (Arredondo et al, 2017).

Fase exponencial: Fase de corta duracion que consiste en el rapido aumento del

crecimiento celular debido a la ausencia de factores limitantes (Arredondo et al, 2017).

Fase de desaceleracion: Fase que corresponde a la disminucion a la tasa de crecimiento
y division celular, la concentracion celular llega a su punto maximo y la composicion
bioquimica comienza a cambiar en direccion opuesta a la fase exponencial (Arredondo et al,

2017).

Fase estacionaria: Fase de crecimiento 0, donde la natalidad y mortalidad es igual, fase
ocasionada por factores limitantes como la deficiencia de nutrientes, cambios en el pH, baja
disponibilidad del medio, deficiencia de oxigeno, elevada concentracion celular, deficiencia en
la penetracion de la luz en el biorreactor o la presencia de metabolitos secundarios o residuos

celulares (Arredondo et al, 2017).
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Fase de muerte: Tasa de crecimiento negativa, teniendo una tasa de mortalidad
superior a la natalidad, produciendo una disminucion en la concentracion celular (Arredondo

et al, 2017).

3.4.2. Condiciones de cultivo generales

Luz. La cantidad de luz recibida por microorganismos fotosintéticos depende de
factores como: La densidad celular, distancia Optica (grosor del biorreactor), velocidad de

mezclado, densidad de flujo de fotones, etc (Masojidek & Torzillo, 2008).

El rango 6ptimo de crecimiento para Chlorella estd comprendido entre 50 a 150 pmol
fotones m”-2 s”-1 con una intensidad de 5000 a 10000 lux con un fotoperiodo de 12 horas, el
biorreactor debe de tener una eficiencia en la transmision de luz del 85,45% al 92,08% (Aly,

Elbanna &Fathi, 2024; Sarker & Salam, 2019).

Aireacion. La aireacion consiste en la circulacion de aire en el medio de cultivo, a fin
de suministrar el CO2 necesario para procesos fotosintéticos de las microalgas, como también

para evitar la acumulacion de oxigeno en el biorreactor (Molina et al, 2010; Céspedes, 2016).

pH. Los cultivos de Chlorella, especificamente, Chlorella vulgaris, presentan un

crecimiento optimo en medios de cultivos con un pH de 7 a 7,5 (Jui et al, 2024).

Salinidad (En cepas salinas). Microalgas del género Chlorella, especificamente,
Chlorella vulgaris, son tolerantes a niveles de salinidad de 10 a 40 ppt, teniendo mayor

produccion de lipidos a 24 ppt y mayor produccién de proteinas a 0 ppt (Haris et al, 2022).

Temperatura. En cultivos de microalgas, en fases iniciales, es recomendable utilizar
temperaturas de 20 a 26 grados centigrados, dependiendo de la cepa, se podrian utilizar

temperaturas mas bajas. Cuando se planea dar un mantenimiento prolongado, el rango de
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temperatura debe de ser de 15 a 21 grados centigrados, sobre todo cuando se piensa alargar el

periodo de siembras (Arredondo et al, 2017).

3.4.3. Medios de cultivo

Microalgas del género Chlorella, se han cultivado en varios medios de cultivo cémo:
Bold basal, Bg-11, F/2, Fogg’s Nitrogen Free, N.P.K., Jhonson, N§-M8, Chu’s no. 10, RM,
variando en la composicion de nutrientes dependiendo de la composicion bioquimica a obtener

(Wong et al, 2017).

3.4.4. Nitrogen-Phosphorus-Potassium (N.P.K.)

NPK es un fertilizante complejo compuesto principalmente de 3 elementos primarios:
Nitrogeno, Fosforo y Potasio. Generalmente utilizado en la agricultura, también tiene sus usos
en la produccion de microalgas. El nitrogeno aporta en la sintesis de proteinas, lipidos y
carbohidratos; ademas de ser el elemento principal en la produccion de biomasa. El fosforo
aporta a la produccion de lipidos, rendimiento de acidos grasos, procesos metabolicos,
transferencia de energia, fotosintesis, produccion de fosfolipidos, ADN, ARN y ATP. El
potasio es un elemento necesario para funciones regulatorias de las células, activador de
enzimas en numerosos procesos fisioldgicos y para el mantenimiento de la membrana celular

y la homeostasis (Carlson & Capitataine, 2016; Yaakob et al, 2021)

3.4.5. Cultivo heterotrofo

Microalgas como el género Chlorella, cumplen con los requisitos necesarios para
cultivos heterotrofos, siendo: Division facultativa y metabolismo activo en la ausencia de luz;
Habilidad de crecer en medios de cultivos con nutrientes faciles de esterilizar, donde la
oxidacion del sustrato orgdnico es necesario para procesos energéticos del crecimiento
heterotrofo; Adaptacion répida ante cambios en el entorno; capacidad de resistir estrés

hidromecénico por agitacion en fermentadores (Garcia et al, 2011).

Permiso MAATE: MAATE-DBI-CM-2022-0264.



La respiracion oscura durante el comportamiento heterdtrofo provee de 2 roles
importantes: son una fuente de energia exclusiva para el mantenimiento y biosintesis durante
periodos de oscuridad; y proveen estructuras de carbono de soporte para biosintesis bajo

cualquier condicién de cultivo (Garcia et al, 2011).

En estos cultivos, la glucosa es comunmente usada como fuente de carbono, dado a su
capacidad de generar un incremento en la velocidad de crecimiento superior a otras fuentes de
carbono como: azucares, azucares alcoholes, fosfatos de azucar, acidos organicos y alcoholes

mono-hidricos (Garcia et al, 2011).

La asimilacion oxidativa de la glucosa, comienza con la fosforilaciéon de la hexosa,
produciendo Glucosa-6-fosfato, siendo un compuesto necesario para sintesis celular o
respiracion, estando presente en 2 rutas metabdlicas como EMP (Embden-Meyerhof Pathway)

y PPP (Pentose Phosphate Pathway) (Garcia et al, 2011).

3.4.6. Composicion bioquimica

Chlorella posee una composicion estdndar de 20% lipidos, 45% proteinas, 20%
carbohidratos y 10% minerales y vitaminas. Teniendo variaciones dependiendo de factores
nutricionales o ambientales. Esta microalga también posee pigmentos como Clorofila A y B,
Beta carotenos, Xantofilas y reservas de carbonos en la forma de almidon (Alves & Fonseca,

2018)

Especies comunes como Chlorella vulgaris, en condiciones heterdtrofas posee una
composicion de 41.70 +0.28% proteinas, 34.09 + 1.13% de carbohidratos, 21.56 +1.53% de

lipidos y 10.37 +0.27% de cenizas o minerales (Geada et al, 2023)

3.5. Cuantificacion de macromoléculas por espectrofotometria

3.5.1. Espectrofotometro

Permiso MAATE: MAATE-DBI-CM-2022-0264.



El espectrofotometro es un instrumento de laboratorio utilizado para medir la cantidad
de luz absorbida por una muestra, frecuentemente utilizado en determinar la concentracion de
un soluto en una solucidn, especialmente macromoléculas biologicas como proteinas y acidos
nucleicos, los cuales son capaces de absorber luz en el espectro de luz UV visible (Schmid.

2001).

Generalmente se utilizan 2 fuentes de luz, lamparas de deuterio que emiten luz
ultravioleta; o lamparas hal6genas de tungsteno, emitiendo una luz monocromatica a través de
la cuvette y la cantidad de luz que logra travesar la cuvette es medida por un fotomultiplicador

o fotodiodo (Schmid. 2001).

3.5.2. Curvas de calibracion

Las curvas de calibracion son herramientas utilizadas para describir la relacion
cuantitativa que existe entre una concentracion de un analito o sustancia y su sefial medida
correspondiente en la forma de ‘Absorbancia’, sefal eléctrica o ‘Zona de picos’. Son utilizadas
para predecir la concentracion desconocida de un compuesto de interés en una muestra o analito

(Ke & Dezhong, 2024).

Este procedimiento incluye la utilizacion de soluciones estdndar las cuales,
dependiendo de su preparacion, se pueden dividir en 2 clases: Curvas estdndar y Curvas

funcionales (Ke & Dezhong, 2024).

Las curvas estandar consisten en la utilizacion de concentraciones conocidas pero que

no son sometidas al protocolo de tratamiento que se le aplica a una muestra desconocida.

Las curvas funcionales son aquellas que someten las concentraciones estandar al mismo

procedimiento aplicado a una muestra desconocida.
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3.5.3. Meétodo de Biuret

El método de Biuret consiste en la implementacion de un compuesto con alta basicidad
y sulfato ctprico a una muestra de proteinas. Consiste en la union de iones de cobre del reactivo
Biuret a &tomos de nitrégeno presentes en los enlaces peptidicos de las proteinas, lo cual dan
como resultado la formacion de un liquido purpura-violeta. Dependiendo de la intensidad del
color, es directamente proporcional a la concentracion de enlaces peptidicos en la solucion

(Figura 4) (Aryal, 2023).

El reactivo de Biuret es un compuesto colorimétrico que consiste en la mezcla de Sulfato
cuprico, Tartrato mixto de sodio y potasio, Hidroxido de sodio o Hidréxido de potasio disueltos
en agua destilada. Se prepara al disolver 1 gramo de cristales de hidroxido de sodio en 100 mL
de agua destilada, luego se le afiaden 1.2 gramos de tartrato mixto de sodio y potasio; En otro
contenedor, se realiza una solucion de hidroxido de sodio al 10%; Las 2 soluciones entonces
son mezcladas, obteniendo el reactivo de Biuret como resultado (Aryal, 2023; Ruth & Gill,

1963; HiPer, 2014; G-Biosciences, 2022).

Figura 4.

Reaccion quimica del reactivo con una muestra de proteinas. Fuente:

2Cu?+2(R—-CO - NH-)+20H —— [Cu**(RCONH),] + 2H;0 + 2e”

(Protein/Peptide) Violet Complex

Nota. Obtenido de: Aryal, 2023.
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3.5.4. Método SPV (Sulphu-Phospho-Vanillin)

Meétodo colorimétrico planteado por Van Handle (1985) utilizado para la cuantificacion
de lipidos en mosquitos, es un método que se ha modificado a lo largo de los afios para la
determinacion de lipidos en suero sanguineo, alimentos u muestras ecoldgicas (Inouye &

Lotufo, 2006).

El principio de la reaccion colorimétrica consiste en la necesidad de tener un enlace
doble de carbono-carbono. La muestra de lipidos se mezcla con acido sulfurico para formar
iones de carbonio; mientras que, el reactivo colorimétrico, el cual es una mezcla entre
Vainillina y Acido fosférico, forman un estér fosfato, resultando en un incremento en la
capacidad de reaccion de los grupos carbonilo del reactivo. Al entrar en contacto el reactivo
colorimétrico con la muestra hidrolizada, forman un compuesto de color amarillo o rojo,
dependiendo de la composicion de los reactivos y la cantidad de lipidos en la muestra (Knight,

Anderson & Rawle, 1974).
3.5.5. Método Acido sulfiirico UV-VIS

Método colorimétrico que depende de la deshidratacion de carbohidratos en acido
sulfarico, reaccion que lleva a la formacion de furfural o Hidroximetilfurfural, un compuesto
colorimétrico amarillento, el cual, dependiendo de la intensidad del color, sera proporcional a
la cantidad de polisacéridos presentes en la muestra (Albalasmeh, Asefaw & Ghezzehei, 2013;

Lopez, Gallardo, Echavarria, Sanchez & Restrepo, 2017).

3.6. Micologia

3.6.1. Pleurotus ostreatus

Es un hongo basidiomiceto superior que pertenece al diverso grupo de hongos
aromaticos comestibles con un alto valor culinario por su elevado valor nutricional por ser rico

en proteinas, fibra, vitaminas y minerales. A pesar de tener un elevado valor comerciales e
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interés productivo, muchas de las empresas a menor escala desaparecen debido a multiples
factores como: Contaminacion del producto, dificultad al obtener ‘grainspawn’ de calidad o la

pobre adaptabilidad de una cepa a las condiciones climaticas locales (Mendoza et al, 2014).

3.6.2. Nutrientes esenciales

El crecimiento micelial saludable de hongos depende de fuentes complejas de azucares
como: carbohidratos y polisacaridos, siendo ideal la implementacion de extractos de malta,
papas o madera, componentes que proveen azucares y una variedad de nutrientes como
minerales, vitaminas y sales que aportan al crecimiento, como también la implementacioén de
fuentes de nitrégeno como: peptona, urea o extracto de levaduras (Stamets, 2000; Gonkhom,

Luangharn, Hyde, Stadler & Thongklang, 2022).

3.6.3. Medios de cultivo

Para el crecimiento micelial de hongos, existen diferentes medios de cultivo como:
Agar de zanahoria dextrosa (CDA), Agar de fécula de maiz (CMA), agar de extracto de malta
(MEA), Agar de peptona y extracto de levaduras (MYPA), Agar de avena (OMA), Agar de
avena y extracto de malta (OMYA), Agar de papa dextrosa (PDA), Agar papa dextrosa y
extracto de levadura (PDYA), combinaciones y medios de cultivo necesarios que se
intercambian en cultivos subsecuentes para retrasar la senescencia de la cepa (Stamets, 2000;

Gonkhom, Luangharn, Hyde, Stadler & Thongklang, 2022).

3.6.4. Senescencia micelial

La senescencia es la pérdida progresiva de crecimiento micelial, culminando en
cesamiento total del crecimiento, momento en el que una cepa se considera como muerta. Este

comportamiento no se considera lisis ni apoptosis celular debido a que no existe fragmentacion
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de ADN, diseminacién de citocromo C o destruccion de la pared celular (Maheshwari &

Navaraj, 2008)

Senescencia es la fase del crecimiento micelial de ciertas especies de hongos que ocurre
por multiples factores los cuales no son del todo conocidos, pudiendo ser por cambios
ambientales o por cultivos consecutivos, las células senescentes generalmente contienen
plasmidos intramitocondriales lineares o circulares que pueden unirse completa o parcialmente
al ADN mitocondrial y producir una mutagénesis de insercion, teniendo la capacidad de
replicarse mas rapido que su contraparte silvestre, disemindndose entre las células hifales
interconectadas. La senescencia también se puede manifestar por mutaciones espontaneas
letales en genes nucleares. Sin embargo, solo se manifiesta en micelio producto de esporas
homocarioticas provenientes de la segregacion del nucleo de las células afectadas (Maheswari

& Navaraj, 2008)
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4.  Marco metodologico

La presente investigacion se desarrolld en el laboratorio Centro de Investigacion
Biologica y Pasantias Académicas (CIBPA) en el edificio del Instituto de Investigacion
Cientifica y Desarrollo de Tecnologias (INCYT) en la Facultad de Ciencias del Mar de la
Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena.
4.1. Obtencion de muestras bioldgicas

Se utiliz6 la microalga Chlorella sp. registrada con el codigo PMO22 del laboratorio
del Centro de Investigacion Bioldgica y Pasantias Académicas (CIBPA). Cepa obtenida a partir
de muestreos realizados en el afio 2022 para el proyecto: “BIOPROSPECCION DE
MICROALGAS AISLADAS DE LA PENINSULA DE SANTA ELENA COMO UN
POTENCIAL  RECURSO BIOTECNOLOGICO” con el Codigo: CUP:
91870000.0000.384095, con el permiso del Ministerio Ambiente Agua y transicion Ecologica

MAATE-DBI-CM-2022-0264.

La cepa del hongo Pleurotus ostreatus fue obtenida a partir del protocolo de clonacion
de tejidos en agar de extracto de malta explicado por Stamets (2000). Extraidos a partir de
esporocarpios frescos obtenidos a la venta en un supermercado local.

4.1.1. Mantenimiento de la microalga Chlorella sp.

La preparacion de los cultivos previos a la experimentacion se desarrolld de acuerdo a
los protocolos establecidos por Fonseca (2018), Kim et al (2019) y Geada et al (2023) sobre
cultivos heterdtrofos, modificando parte del protocolo para elaborar cultivos sélidos segun

Mendoza et al (2014).

El medio de cultivo N.P.K. (30:10:10) marca Nitrofoska® foliar suplementado con
extracto de malta se prepar6 al disolver el fertilizante N.P.K (1g*L!) + Extracto de malta
(10g*L") + Agar agar (18g* L) en 200 mL de agua destilada. El medio de cultivo fue
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esterilizado a 121 grados centigrados a 15 psi durante 16 minutos, luego, una vez que el medio
alcance la temperatura de 45 grados centigrados, 25 mL del medio estéril fue vertido por placa

petri y se dejé incubar a 27 grados centigrados durante 24 horas para comprobar esterilidad.

Para inocular las placas, se vertieron 100 pL de un cultivo stock fotoautdtrofo de

microalgas y se dejo incubar en total oscuridad a 27 grados centigrados.

4.1.2. Mantenimiento del hongo Pleurotus ostreatus

Se prepar6 agar de extracto malta (LMEA) al disolver Extracto de malta (20 g*L!),
carbén activado (5 g*L!), Extracto de levadura (2 g*L™') + Agar 1 (18g* L) en 200 mL de
agua destilada. El medio de cultivo fue esterilizado a 121 grados centigrados a 15 psi durante
16 minutos, luego, una vez que el medio alcance la temperatura de 45 grados centigrados, 25
ml del medio estéril fue vertido por placa Petri y se dejo incubar a 27 grados centigrados

durante 24 horas para comprobar esterilidad (Mendoza et al, 2014)

Para inocular las placas, se extrajeron fragmentos de 8mm de diametro del cultivo
aislado, y se colocd en el centro de cada placa con la ayuda de un bisturi o asa de cultivo, luego,

Se dej6 incubar la placa a 27 grados centigrados en total oscuridad (Mendoza et al. 2014).

4.2. Curva de crecimiento

La curva de crecimiento se obtuvo a partir de conteo celular en una camara de Neubauer
durante un intervalo de 6 dias con una frecuencia de 24 horas, utilizando 100 pL del medio
cultivo y realizando diluciones en caso de ser necesario. (Guadalupe & Islas, 2017). La
concentracion celular se determin6 utilizando la formula general para calculo y conteo celular
por camara de Neubauer modificado (Guajardo, 2019). Se tom6 en cuenta el cambio de pH del

medio utilizando bandas colorimétricas marca CitoTest®
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Células _ #Células 1000ul

L = 04ul * T *x Factor de dilucion

Para determinar la productividad celular, se utiliz6 la formula planteada por Fonseca

(2018).

En donde:

u: Representa la productividad celular de crecimiento

x: Representa la concentracion células*mL!

t: Representa el tiempo en dias o tiempo final (antes de la fase exponencial)

Para determinar la tasa de crecimiento, se utilizo la formula planteada por Guillard (1973).

_InX; —InX,

AR

En donde:

u: Tasa de crecimiento

X: Concentracion celular en tiempos de fase exponencial
In: Logaritmo natural X

T: Tiempo en dia.

4.3. Masificacion de la microalga

Para la masificacion de Chlorella sp. se utiliz6 1 biorreactor de 3000 mL donde se

colocaron 2500 L de medio de cultivo. Para el inoculo, se vertié un fragmento de 5 mm del
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medio de cultivo solido en el biorreactor. Para lograr el comportamiento heterétrofo, se
suministré extracto de malta en una concentracion de 10g*L! dH,O al medio de cultivo NPK
(30:10:10) marca Nitrofoska® foliar con una concentracion de 1g*L! (Fonseca & Silva, 2018).
Para evitar un comportamiento mixotrofico, el biorreactor fue sometido a total oscuridad y
constante movimiento del medio por medio de un agitado magnético para mantener

uniformidad de los nutrientes en todo el nivel del biorreactor (Figura 5).

Figura 5.

Representacion grdfica del sistema de masificacion

7z

\ >

Nota. El sistema de masificacion es sometido a oscuridad y agitacion

magnética constante.

El biorreactor fue suplementado con nutrientes cada 48 horas, utilizando 2 soluciones

concentradas de Nitrofoska y Extracto de malta.

El cultivo se repitid 3 veces para alcanzar la cantidad de biomasa necesaria para la preparacion
del medio de cultivo sdlido de Pleurotus ostreatus y la cuantificacion de carbohidratos, lipidos

y proteinas.
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La cosecha de la microalga se realizé por medio de centrifugacion en frascos de polipropileno
para centrifugacion de 200ml a 4000 RCF durante 5 minutos en cada ciclo en un centrifugador

Hermle® 306 (Mera, 2015)

4.4. Composicion bioquimica

4.4.1. Preparacion de la muestra

Se extrajeron 10 mL de biomasa centrifugada, y se vertieron en una placa Petri para
proceder con el proceso de deshidratacion durante 24 horas a 37 grados centigrados en una
estufa de laboratorio (Aljabri, Cherif, Siddiqui, Bounnit & Saadaoui, 2023). La biomasa seca
resultante fue colocada en un mortero y se macer6 hasta obtener un fino polvo verde-amarillo.

La biomasa entonces fue pesada y separada en alicuotas de 10 mg en tubos eppendorf de 2 mL.

4.4.2. Eliminacion de pigmentos

Para realizar los procesos de cuantificacion espectrofotométrica de carbohidratos,
lipidos y proteinas, es necesario realizar la eliminacion de pigmentos a fin de evitar errores de

lectura, ya que los métodos a utilizar son colorimétricos.

Para el protocolo, a 10 mg de muestra himeda de microalgas se le afiade 1 mL de
acetona al 100% el cual se debe someter a un Vortex por 30 segundos para luego ser

centrifugada a 4000 RCF durante 10 minutos y luego se descarta el sobrenadante.

El proceso se repite las veces que sean necesarias para eliminar los pigmentos de la
muestra, el cual resulta en una biomasa pélida y translucida o un sobrenadante sin coloracion

(Hynstova. 2018. Como se citd en: Palmer, Lawton, Kindt, & Edwards, 2021)

4.4.3. Lisado/Disrupcion celular

La biomasa de microalga tratada se colocd en tubos eppendorf de 2 mL, la muestra se

suspendid en 1 mL de Buffer para lisis (Hidréxido de sodio 1 mol en Metanol al 25%) el cual
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fue llevado a un bafio maria durante 10 minutos a 70 °C, luego se dejo enfriar en hielo durante
3 minutos. De este, se extrajo 1 mL y se vertieron en un tubo de 2 mL con 1 g de perlas de
vidrio de 0.5 mm los cuales fueron llevados a vortex durante 20 minutos. La muestra después
fue centrifugada a 4,000 RCF durante 5 minutos, el sobrenadante de la muestra es extraida y
utilizada para la cuantificacion de proteinas, carbohidratos y lipidos (Palmer, Lawton, Kindt,

& Edwards, 2021)
4.4.4. Equiposy Formulas

Para la lectura de muestras se utilizaron cuvettes de vidrio (Método de Biuret) y Quarzo
(Método SPV y Acido sulfurico UV-VIS) para el vertido de muestras, las cuales fueron
medidas de acorde a la absorbancia de cada protocolo en un espectrofotometro UV-VIS modelo

Hanon® 15

Para determinar el porcentaje de cada macromolécula, se utilizd la formula para
porcentaje de proteinas segiin Arredondo et al (2017), con modificaciones a conveniencia de

la presente investigacion.

(Abs/m)

% de macromolécula =
mb

Donde:

Abs: Indica la absorbancia obtenida por espectrofotometria

m: Representa la pendiente de la curva de calibracion

mb: representa la biomasa utilizada en mg

4.4.5. Cuantificacion de carbohidratos (Método Acido sulfitrico UV-VIS)

Se vertio 300 puL de extracto celular en un tubo de ensayo de 10 mL y 1.5 cm de

didmetro, luego se vertido 5 mL de acido sulftrico concentrado, se agitd en un vortex durante
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30 segundos para homogenizar la muestra y luego se colocaron en un bafio de hielo luego
durante 5 minutos. Las muestras fueron leidas en un espectrofotometro con una absorbancia de
315nm (Lopez, Gallardo, Echavarria, Sanchez, Restrepo, 2017; Albalasmeh, Asefaw, &

Ghezzhei, 2012).

En este método se utilizo acido sulfurico concentrado y reactivo lisis para el blanco; y

glucosa en polvo diluida en buffer lisis para la curva de calibracion.

4.4.6. Cuantificacion de lipidos (Método de Sulfo-Phospho-Vanilin “S-P-V”)

Se prepar¢ el reactivo colorimétrico al disolver 200 mg de vanilina en 8mL de etanol
puro, la mezcla se realizé en 72 mL de agua destilada, para luego lentamente afiadir 20 mL de
acido fosforico. El reactivo se debe mantener en oscuridad previo a su uso. Para la muestra, se
utilizaron 1500 pL de 4cido sulfurico en 300 pL de lisado de microalgas en tubos de ensayo,
estos son colocados en un vortex por 10 segundos y luego se las incuba a 90 grados centigrados
por 10 minutos. El tubo fue enfriado en hielo durante 5 minutos antes de poder afiadir 900 puL
del reactivo. Se realizo vortex de forma breve y se lo incuba en oscuridad durante 10 minutos,

luego, las muestras son leidas a 530 nm (Palmer et al, 2021; Park, Jeong, Young, Joo, 2016)

En este método se utilizd acido sulftrico concentrado y reactivo lisis para el blanco; y
Aceite de canola diluido en acetona para la curva de calibracion, la acetona debe ser evaporada

y reemplazada por 300 pL de buffer lisis.

4.4.7. Cuantificacion de proteinas (Método de Biuret)

Se mezclo 1000 pLde lisado de microalgas con 2000 pL del reactivo de Biuret, se dejo
reposar la muestra durante 20 minutos para luego realizar la lectura por espectrofotometria a
540 nm (Palmer, Lawton, Kindr, Edwards, 2021; Ruth, 1964; HiPer, 2014; G-Biosciences,

2022).
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Para la curva de calibracion se utilizé Suero de albumina bovina disuelto en lisis, para

el blanco se utilizé buffer lisis y el reactivo de Biuret.

5.5. Implementacion de la biomasa microalgal

5.5.1. Preparacion de Medio de cultivo sélido

La biomasa humeda de microalgas fue lavada en agua destilada y centrifugada para
eliminar residuos del medio de cultivo, luego fue diluida en agua destilada a una concentracion
de 0.23 g/mL para facilitar la preparacion del medio de cultivo solido. Se utilizaron placas Petri
de pléstico de 90mm a las cuales se le afiadi6 aproximadamente 25 mL de medio de cultivo de

prueba.

El grupo control se dividié en 2 grupos: Medio de cultivo standard y Medio sin
nutrientes. El grupo control servird para realizar una comparativa del crecimiento entre el agar
de prueba con un medio standard (Agar de Extracto de Malta (LMEA) + Carbon activado +
Extracto de levadura) y un medio sin nutrientes (Agar-agar y carbon activado). Los cultivos

fueron realizados en triplicados.

Para el medio estandar se prepar6 agar de extracto malta (LMEA) al disolver Extracto
de malta (20 g*L!"), (5 g*L") carbén activado, Extracto de levadura (2 g*L'") en 75 mL de
agua destilada. El medio de cultivo fue esterilizado a 121 grados centigrados a 15 psi durante
16 minutos, luego, una vez que el medio alcance la temperatura de 45 grados centigrados, 25
mL del medio estéril fue vertido por placa Petri y se dejo incubar a 27 grados centigrados
durante 24 horas para comprobar esterilidad (Mendoza et al, 2014).

Para el medio sin nutrientes se prepar agar de agua al disolver (5 g*L™') carbon
activado y Agar microalga (18 g*L™") en 75 mL de agua destilada. El medio de cultivo fue
esterilizado a 121 grados centigrados a 15 psi durante 16 minutos, luego, una vez que el medio

alcance la temperatura de 45 grados centigrados, 25 mL del medio estéril fue vertido por placa
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Petri y se dejo incubar a 27 grados centigrados durante 24 horas para comprobar esterilidad

(Mendoza et al, 2014).

En el grupo tratamiento, se utilizo biomasa himeda de Chlorella sp. en concentraciones
de 0,5 g, 1 gy 1,5 g por placa de agar. La biomasa debe de ser himeda, para facilitar la

homogenizacion y evitar decantacion en la placa petri.

Para cada concentracion, se utilizé un frasco Erlenmeyer de 250 mL, al que se le afiadio
la cantidad de biomasa necesaria para los triplicados, la cantidad de agua necesaria para llegar
a un volumen de 75 mL y Agar-agar en una proporcion de 18 g*L!. El medio de cultivo fue
esterilizado a 121 grados centigrados a 15 psi durante 16 minutos, se esperé que el medio de
cultivo llegue a 45 grados centigrados antes de verter 25 mL por placa, se dejo incubar durante

24h a 27 grados centigrados para comprobar esterilidad (Figura 6).

La inoculacién de los medios de cultivo se realizo por medio de transferencia de micelio
de una placa previamente colonizada en medio Agar extracto de malta (LMEA), cada

fragmento fue de aproximadamente 8§ mm de diametro (Mendoza et al, 2014).

La transferencia consiste en el corte de cuadros o triangulos del medio colonizado para

luego ser los colocados en el centro de una nueva placa Petri (Stamets, 2000).
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Figura 6.

Esquema del proceso de preparacion de cultivos y caracterizacion micelial

Monitoreo

Tiempo: 8 dias
Frecuencia: 24h
(Solo crecimiento)
Caracteristicas:
- Textura

- Velocidad de

Inéculo 8mm

crecimiento
- Densidad
- Crecimiento aéreo
- Color
- Tipo de crecimiento

Cepa madre

Water agar LMEA

Control

<>
L — )

Test

1g

Medio de cultivo

5.5.2. Caracterizacion del crecimiento micelial

Para la caracterizacion del crecimiento micelial, se tomo6 en cuenta el diametro del
micelio desde el centro de la placa hasta el extremo mas lejano del micelio en milimetros
durante un periodo de 7 dias y una frecuencia de 24 horas con un calibrador. La morfologia del
micelio que comprende: el tipo de elevacion del micelio (Plano, elevado, convexo, o umbo),
textura (algodonoso, flocoso o sin textura), tipo de crecimiento (escaso, abundante o regular),
densidad (alto, medio y bajo) y color (sin color, blanquecino y blanco) (Figura 7 y 8) se
realizaron finalizado el 8vo dia de monitoreo (Breakwell, Woolverton, MacDonald, Smith &

Robinson, 2007; Mendoza et al, 2014).
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Figura 7.

Tipos de elevacion de colonias
ELEVATION ——— — N E =Y -h
Flat Raised Convex Pulvinate  Umbo

Nota. “Plano, Elevado, Convexo, Pulvinante y Umbo”

Obtenido de: Breakwell et al, 2007

Figura 8.

Morfologia del micelio de Pleurotus ostreatus

a b C

Nota. a) Crecimiento abundante, Densidad alta, textura algodonosa, color
blanco; b) Textura algodonosa, densidad regular, crecimiento regular y
coloracion blanquecina; ¢) textura flocosa, densidad baja, crecimiento escaso y

sin color. Obtenido de: Mendoza et al, 2014

5.5.3. Analisis estadistico de la velocidad de crecimiento

Para el procesamiento de datos se utiliz6 el Software estadistico Minitab® 20.3, donde
se realiz6 una prueba ANOVA de un solo factor y prueba de Tuckey para determinar si existe
una diferencia en la velocidad del crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus cultivado en un
medio solido cuya tnica fuente de nutrientes es la biomasa microalgal contra un medio de
cultivo sin nutrientes como el agar de agua; y un medio de cultivo estdndar como el agar de

extracto de malta.
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Para determinar la velocidad del crecimiento de cada grupo se utilizard la formula de
velocidad de crecimiento micelial segin Werghemmi et al (2022), donde se tomara en cuenta
el didmetro del micelio a partir del dia 3 de monitoreo hasta el primer grupo que finalice la

colonizacion.

Promedio diametro final — Promedio diametro inicial (dia 3)

tf — ti

mm
Velocidad (dia) =

Donde:

Promedio del didmetro final: Corresponde al dia del primer cultivo que culmind la

colonizacion.
tf: Tiempo final (dias).

ti: Tiempo inicial.

24
Permiso MAATE: MAATE-DBI-CM-2022-0264.



6. Resultados

6.5.  Cultivo heterotrofo de la microalga Chlorella sp.
6.5.1. Rendimiento del medio de cultivo

Se realiz6 un cultivo de 400 mL con un indéculo inicial de aproximadamente 1.10E+5
células/mL un pH inicial y final de 6. Este cultivo presenté una fase de retraso de 24 horas,
desde el dia 0 hasta el dia 1 por adaptacion de la cepa de un medio solido a suspension liquida.
La fase exponencial se observa desde el dia 1 extendiéndose hasta el dia 3, caracterizdndose
por un crecimiento acelerado entre el dia 2 y el dia 3, pasando de una concentracién de 1.73E+6
a una concentracion de 9.90E+6 células/mL. A partir del dia 3, el cultivo entr6 rapidamente a
la fase estacionaria, donde los incrementos fueron del 1.42% hasta el ultimo dia de monitoreo,

alcanzando una concentracion maxima de 1.08 x 10"7 células/mL (Figura 9).

Figura 9.

Grdfica de la curva de crecimiento.

Curva de crecimiento
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6.5.2. Productividad celular y Tasa de crecimiento

El cultivo de microalgas en medio N.P.K. suplementado con Maltosa en la forma de
extracto de malta, rindieron una productividad celular de 1.78E+6 células/mL/dia y una tasa de
crecimiento de 1,60 unidades de biomasa por dia, a partir de una concentracion inicial de
1.10E+05 células/ml en un intervalo de 6 dias.
6.6. Composicion bioquimica de la biomasa

El cultivo de microalgas en medio N.P.K. suplementado con Maltosa en la forma de
extracto de malta, resultaron una biomasa con un porcentaje de proteinas predominantes sobre
el % de lipidos y carbohidratos, siendo este ultimo el de menor concentracion, siendo esta
composicion, similar a investigaciones previamente realizadas sobre microalgas del mismo

género en condiciones heterétrofas (Tabla 1).
Tabla 1.

Composicion bioquimica de Chlorella en condiciones heterotrofas

Especie Proteinas % Lipidos % Carbohidratos %
Chlorella sp. 47+6 20.92 +£0.23 19+1.23
(Experimental)
Chlorella vulgaris 41,70 + 0,28 21.56 + 1.53 34,09 +1.13

(Geada et al, 2022)

Chlorella vulgaris 17,86 + 0,31 15,08 + 0,43 50,45 +£0,13
(Geada et al, 2022)

Chlorella vulgaris 16,63 + 0,17 13,71 + 1,21 49,59 + 0,95
(Geada et al, 2022)

Chlorela vulgaris - 30 -
(Kim et al, 2019)
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Chlorella vulgaris 52.18 + 1.30 - -
(Barros et al, 2019)

Chlorella vulgaris 189+ 0 8:+0.1 (4cidos 65,0 +0.3

(Canelli et al, 2020) grasos)

6.7.  Caracterizacion del crecimiento micelial
6.7.1. Crecimiento

Para determinar el efecto del nutriente sobre el crecimiento de cultivo del hongo, se
realizaron cultivos por triplicado, los cuales resultaron en un crecimiento con diferencias poco
significativas con las concentraciones del grupo tratamiento, terminando la colonizacién en el
dia 8. El medio de cultivo estandar (St) presentd diferencia significativa contra el grupo
tratamiento al culminar la colonizacion en el dia 6 de monitoreo, mientras que el medio de

cultivo sin nutrientes (Nt) present6 similitud ante el grupo tratamiento (Figura 10).

Figura 10.
Grafica del crecimiento del hongo
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Nota. Grupos: 0.5 g, 1g, 1.5 g, St (estdndar), Nt (sin nutrientes).
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En términos estadisticos, se realiz6 un anélisis ANOVA de un solo factor con un grado
de significancia del 95% sobre la velocidad del crecimiento, donde se obtuvo que no existe una
diferencia estadisticamente significativa en las concentraciones utilizadas en cada tratamiento,
por lo que se obtuvo un valor P = 0.463, siendo mayor al valor a= 0.05 sin embargo, se pudo
observar que la concentracion de 0.5g de biomasa de microalgas, tuvo el valor de medias

superior en comparacion a los tratamientos de mayor concentracion (Figura 11).
Figura 11.

Grafica de la comparacion de medias de la velocidad del grupo tratamiento.

Diferencias en la velocidad (Grupo tratamiento)
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Nota. Concentracion de microalgas: 0.5g, 1g'y 1.5g

A partir de estas concentraciones, se realiza una comparacion entre el grupo tratamiento
con el mejor resultado del tratamiento, ante los subgrupos del grupo control. Teniendo como
resultado un valor P=0.001, entre el grupo 0,5g de biomasa de microalgas y el medio de cultivo
estandar (st), siendo estos estadisticamente diferentes al presentar un valor menor al grado de
significancia 0=0.05, presentando una diferencia en las medias de 6,31 mm/dia (40,48%)

(Figura 12).
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Figura 12.
Grafica del grupo tratamiento 0.5g de biomasa microalgal vs Grupo control Medio estdndar (st)
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Por otro lado, en el subgrupo de control Medio sin nutrientes, present6 un valor P=0.
807, mayor al grado de significancia 0=0.05, por lo que no son estadisticamente diferentes,
pero, se puede observar que el medio sin nutrientes presenta una velocidad levemente superior
al grupo tratamiento 0,5 g de biomasa de microalgas, presentando una diferencia de 0,22

mm/dia (2,25% de diferencia) (Figura 13).
Figura 13.
Grafica del grupo tratamiento 0.5g de biomasa de microalgas vs Grupo control medio sin

nutrientes (nt).
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Debido a no tener diferencias estadisticamente significativas, se omitio la prueba de
Tukey en la comparativa de concentraciones de 0.5 g, 1 gy 1.5 g de biomasa de microalgas; y
0.5 g de biomasa de microalgas y el sub grupo Medio sin nutrientes. Por lo que Ginicamente se
realizd sobre el grupo tratamiento 0,5 g de biomasa de microalgas y el sub grupo Medio
estandar, obteniendo que ambos resultados pertenecen a grupos diferentes debido a que el

intervalo entre ambas medias no contiene 0 (Figura 14).

Figura 14.
Grafica de diferencia significativa honesta de Tukey sobre el grupo 0,5 g de biomasa de

microalgas vs Medio estandar (st)
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6.7.2. Morfologia del micelio

Grupo control. El grupo sin nutrientes (Agar de agua) desarrollé un micelio sin color,

sin textura, crecimiento escaso, baja densidad y sin elevacion (plano) en 3 de sus réplicas.

Mientras que el medio estandar (Agar de Extracto de malta + Extracto de levadura + carbon

activado) presentd la misma morfologia en 3 de sus réplicas: un micelio de color blanco, textura

algodonosa, crecimiento abundante, densidad alta y con elevacion elevada uniforme (Tabla 2).

Tabla 2.

Morfologia del crecimiento micelial en el grupo control.

Tipo d
Grupo/Caracteristica  Réplica  Color Textura 1.p 0, ¢ Densidad Elevacion
crecimiento
Sin .
1 Sin textura Escaso e Plano
color
Sin nutriente Sin
(Agar de agua) 2 color Sin textura Escaso * Plano
Si .
3 n Sin textura Escaso & Plano
color
Estandar 1 Blanco | Algodonosa | Abundante e Elevado
‘Extracto d. lta +
(Extracto de malta 2 Blanco | Algodonosa | Abundante ook Elevado
extracto de levaduras +
carbon activado) 3 Blanco | Algodonosa | Abundante ook Elevado

Grupo tratamiento. En el grupo de prueba se pudo observar que el 100% de las

pruebas presentaron una coloracion blanquecina; 44.4% de las réplicas mostraron una textura

algodonosa, crecimiento abundante y densidad alta. Estando presente en 2 réplicas del

tratamiento 0.5g y 1 réplica en el tratamiento 1g y 1.5g; el 55.55% de las réplicas mostraron

una textura flocosa, con crecimiento regular y densidad normal, estando presente en 1 réplica

del tratamiento 0.5g y en 2 réplicas del tratamiento con 1g y 1.5g (Tabla 3).

A pesar de haber observado una morfologia similar o cercano al cultivo estandar en los

3 tratamientos, el tratamiento de 0,5g de biomasa de microalgas presenta una probabilidad
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mayor de presentar un crecimiento similar al micelio cultivado en un medio estandar,

especificamente la textura, tipo de crecimiento y densidad que presentd en 2 de sus 3 réplicas;

y presentando una morfologia diferente a un medio sin nutrientes en todos los parametros

(Tabla 4 y Figura 15).

Tabla 3.

Morfologia del crecimiento micelial en el grupo tratamiento

Concentracion
Tipo de
de biomasa de  Réplica Color Textura Densidad Elevacion
crecimiento
microalgas
Blanquecino Flocoso Regular ok Umbo
0.5¢g Blanquecino | Algodonoso | Abundante ok Umbo
Blanquecino | Algodonoso | Abundante ok Umbo
Blanquecino | Algodonoso | Abundante ok Umbo
g Blanquecino Flocoso Regular ok Umbo
Blanquecino Flocoso Regular ok Umbo
Blanquecino Flocoso Regular ok Umbo
1.5¢ Blanquecino Flocoso Regular ok Umbo
Blanquecino | Algodonoso | Abundante otk Umbo
32
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Tabla 4.

Comparacion en la morfologia del crecimiento micelial: 0.5g Biomasa microalgal vs Medio

estandar vs Medio sin nutrientes

Grupo/ Tipo de
Réplica Color Textura Densidad Elevacion
Morfologia crecimiento
0.5g de 1 Blanquecino Flocoso Regular *x Umbo
biomasa de 2 Blanquecino | Algodonoso | Abundante ot Umbo
microalgas 3 Blanquecino | Algodonoso | Abundante ot Umbo
1 Blanco Algodonoso | Abundante ot Elevado
Estandar
2 Blanco Algodonoso | Abundante ot Elevado
(LMEA)
3 Blanco Algodonoso | Abundante ot Elevado
1 Sin color Sin textura Escaso * Plano
Sin nutriente
2 Sin color Sin textura Escaso * Plano
(Agar de agua)
3 Sin color Sin textura Escaso * Plano
Figura 15.

Morfologia del micelio de Pleurotus ostreatus.

Nota. Ejemplos de medios de cultivo observados: (A) Tratamiento 0.5g biomasa de

microalgas -Réplica 3-; (B) Grupo Control Medio estandar -Réplica 3-; (C) Grupo Controlo

Medio Sin Nutrientes -Réplica 1-.
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7. Discusion

7.1. Cultivo de 1a microalga Chlorella sp.

El medio de cultivo en el biorreactor tuvo una fase de retraso en su crecimiento debido
a la naturaleza del inoculo, el cual se realizo transfiriendo un fragmento de un cultivo so6lido a
cultivo liquido en un volumen de 400 mL. Sugiriendo que, la microalga requeria de adaptacion
al cambio del entorno segin explica Garcia et al (2011). Sin embargo, la duracion de la fase
fue corta, teniendo una duracion de 24h desde el dia 0 hasta el dia 1, ya que, segiin Safi et al
(2014), Chlorella pertenece a ese grupo de microalgas que son resistentes y de rapida respuesta

ante condiciones adversas.

El cultivo culminé en el dia 6 de monitoreo, obteniendo una productividad celular de
1,78E06 células/mL/dia o 1,78E09 c¢lulas/L/dia siendo superior a la productividad celular
obtenida por Fonseca et al (2018) cuyo valor maximo de productividad celular en un medio
heterétrofo N.P.K. (20:5:20) + glucosa (10 g*L!") fue de 43E06 células/L/dia, teniendo una

diferencia del 200% a favor del cultivo de la presente investigacion.

Fonseca et al (2017) y Kim et al (2019), demostraron durante sus investigaciones
diferencias en la produccion de biomasa seca por litro de cultivo y productividad celular,
obteniendo los mejores resultados en cultivos suplementados con glucosa. Sin embargo,
maltosa en forma de extracto de malta no fue implementada en la comparacion. Segun Garcia
et al (2011), glucosa es la fuente de carbono maés utilizada debido a que posee mas contenido
energético por mol comparado a otras fuentes de carbono como azlcares, acidos organicos,
alcoholes mono hidricos, etc. Por lo que, la productividad celular obtenida en la presente

investigacion no deberia ser superior al de cultivos suplementados con glucosa.

Asi mismo, durante las investigaciones realizadas por Kong et al (2020), sefialan que la

productividad de la biomasa obtenida en cultivos suplementados con maltosa fue de 0,162
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g*L'1*dia, siendo inferior a los resultados obtenidos en cultivos suplementados con glucosa
0,191 g*L''*dia. Sin embargo, la productividad de biomasa obtenida por la implementacién de
maltosa en este estudio, fue la mas cercana a la productividad obtenida con glucosa, siendo
comparada con fuentes de carbono como: Sacarosa (0,064 g*L’'*dia), Xilosa (0,046
g*L'1*dia), acetato de sodio (0,104 g*L’'*dia) y glicerol (0,088 g*L''*dia). Por lo que,
independiente de la medida (g*L'*dia o células*L'*dia) se reafirma que la productividad de
la biomasa deberia ser similar o inferior a la productividad obtenida en medios suplementados

con glucosa.

Entre las posibles causas del elevado valor de productividad celular obtenida, esta la
concentracion del inoculo utilizado. Al ser un inoculo de forma sélida, no permitid la
cuantificacion apropiada de la concentracion celular, lo que sugiere que fue proporcionalmente
mayor a la concentracion utilizada por Fonseca et al (2018), quienes utilizaron 50 uL. de un
cultivo stock como inéculo, para un volumen de 250 pl. de medio de cultivo. Surgiendo
también como posibilidad que la diferencia de resultados se debe al volumen de cultivo
utilizado para la curva de crecimiento y la metodologia empleada para determinar la
concentracion celular empleada por Fonseca et al (2017). Donde la concentracion fue calculada

por espectrofotometria en lugar de conteo celular por camara de Neubauer.

Ademas de la concentracion del inoculo empleado, la causa de una alta concentracion

celular conduce a razonar dos criterios sobre el efecto, pudiendo ser:

1) El medio de cultivo utilizado, siendo N.P.K. (30:10:10) + Extracto de malta (10 g*L).
Segun Seixas, Hatano & Rossini (2019), el extracto de malta estd compuesto de 90%
carbohidratos en la forma de maltosa, vitamina B (Niacina en su mayoria), amino acidos y
minerales como magnesio y potasio. Fuente de carbono con un elevado contenido nutricional

a diferencia de cultivos realizados por Fonseca et al (2017), Kong et al (2020) y Kim et al

35
Permiso MAATE: MAATE-DBI-CM-2022-0264.



(2019), donde emplean fuentes de carbono puras, como glucosa, xilosa, maltosa, etc. Por otro
lado, el fertilizante N.P.K. utilizando en la presente investigacion posee un porcentaje de
nitrogeno (40%) y fosforo (10%) mayor en comparacion al fertilizante N.P.K. utilizado por
Fonseca et al (2017), siendo Nitrogeno (20%) y Fosforo (5%).

i1) Las caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y genéticas de la cepa de cultivo Chlorella
sp. vs Chlorella vulgaris (Fonseca et al. 2017; Kong et al. 2020; Kim et al. 2019), siendo
diferentes independiente de la similitud en el género y las condiciones de cultivo.

7.2.  Composicion bioquimica de la biomasa de microalgas

Indiferente de la productividad celular o biomasa obtenida, es necesario realizar un
analisis de la composicién bioquimica para determinar el efecto del medio cultivo sobre el
crecimiento de la microalga. Efecto que induciria a cambios fisioldgicos o activacion de rutas
metabodlicas que cambiarian el balance de produccion de macromoléculas como: Proteinas,

lipidos o carbohidratos.

Se teorizaba que el medio de cultivo propuesto, induciria la produccion de biomasa
enriquecida con carbohidratos, similar a la composicion bioquimica obtenida por Geada et al
(2022), con valores del 30% al 50%. Sin embargo, el medio de cultivo rindié una composicion
bioquimica de: 47% de proteinas totales, 20% de lipidos y 19% de carbohidratos. Biomasa que
mantiene un elevado porcentaje de proteinas y lipidos, siendo similares a los resultados
obtenidos por Geada et al (2022), Kim et al (2019) y Canelli et al (2020). A pesar de no ser
abundante en carbohidratos, la biomasa obtenida contiene proteinas y lipidos en elevadas

concentraciones. Macromoléculas que siguen siendo aprovechados por Pleurotus ostreatus.
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7.3. Implementacion de la biomasa de microalgas como nutriente de medio de cultivo
7.3.1. Velocidad de crecimiento micelial

El crecimiento micelial no presentd una diferencia estadisticamente significativa entre
las concentraciones del grupo tratamiento, pero, existe una diferencia marcada, siendo un
descenso en la velocidad de crecimiento, al aumentar la concentracion siendo 9,66 mm/dia (0.5
g), 9,44 mm/dia (1 g) y 8,88 mm/dia (1.5 g) respectivamente. El descenso en la velocidad de
crecimiento puede ser causado por multiples factores, posiblemente por inhibidores de
crecimiento. Investigaciones cientificas demuestran que las microalgas del género Chlorella
son reconocidas por producir compuestos antifungicos como: heptaldeidos, &cido
octadecenoico éster metilo, acido hexadecanoico, etc (Perveen et al, 2022). Sin embargo, la
mayoria de estos compuestos no son estables a temperaturas de esterilizacion o mayores a 100
grados centigrados (Fredi et al. 2019; SIGMA, 2018; NIST, 2023).

En este sentido, y de acuerdo con Mendoza et al (2014), sobre preparacion de cultivos
solidos, en esta investigacion, el medio de cultivo conteniendo la biomasa de microalgas se
someti6 a 121 grados centigrados a 15 psi durante 16 minutos. Sugiriendo que, la esterilizacion
descompuso la mayoria de inhibidores o compuestos antifingicos.

Es posible que la descomposicion de compuestos produjo impurezas o nuevos
compuestos que afectan al desarrollo micelial y por ende un descenso en la velocidad de
crecimiento. Dicho esto, se entiende que, a menor concentracion de microalgas, menor es la

posibilidad del efecto.

Al realizar la comparacion del tratamiento de 0,5 g de biomasa microalga y un medio
de cultivo estandar se puede observar que existe una diferencia significativa en la velocidad de
crecimiento, esto se debe a que el medio de cultivo estdndar posee extracto de malta y extracto

de levaduras, siendo basicamente: azucares fermentables suplementados con vitaminas,
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minerales y proteinas. Composicion ideal que promueve la rapida colonizacion del medio de

cultivo, por ende, muestran una velocidad de crecimiento elevada (Stamets, 2000).

Obteniendo asi una velocidad de crecimiento de 14 a 16 mm/dia, siendo estos
resultados, similares a los obtenidos por Krupodorova et al (2024), donde registran una
velocidad de crecimiento de 12 a 14 mm/dia, con la diferencia de que el medio de cultivo

presentaba glucosa y peptona en lugar del extracto de malta.

Por otro lado, la comparacion entre el medio de cultivo sin nutrientes y el medio de
cultivo tratamiento de 0,5 g de biomasa de microalgas, demostraron no tener una diferencia
significativa en la velocidad crecimiento, presentando una diferencia del 2.11% a favor del
medio sin nutrientes, esto se debe a que, en la ausencia de nutrientes, el micelio de Pleurotus
ostreatus, se expande rapidamente en busca de nutrientes, siendo este medio de cultivo ideal
para clonacion de tejidos de muestras silvestres, minimizando la posibilidad de contaminacion
y forzando a un crecimiento rapido del hongo para su aislamiento (Igbal, 2017).

7.3.2. Morfologia del micelio

Al analizar el rendimiento de un medio de cultivo, la velocidad de crecimiento no brinda
los resultados suficientes para determinar su efecto, debido a los medios utilizados en el grupo
control.

Segun Stamets (2000), el medio de cultivo estindar LMEA estd disefiado para una
rapida colonizacion, por lo que, es esperado que exista una diferencia significativa al medio
tratamiento.

Por otro lado, segin Igbal (2017), el medio de cultivo sin nutrientes induce a un
crecimiento rapido en busca de nutrientes resultando en una velocidad levemente mayor al
grupo tratamiento.

Razon por la que, al realizar el analisis del crecimiento del hongo, es necesario tener en
cuenta la morfologia del micelio.
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El grupo de control “Medio estandar” present6 una textura algodonosa, densidad alta,
crecimiento abundante; coloracion blanca y una elevacion “elevada” en las 3 réplicas
realizadas. Resultados que coinciden con cultivos de diferentes cepas de Pleurotus ostreatus
realizados por Mendoza et al (2014), y siendo caracteristicas ejemplares de un micelio
saludable segln los tipos de crecimiento miceliales y morfologia de Pleurotus ostreatus segin
Stamets (2000). Por lo que los resultados obtenidos del grupo se pueden establecer como
modelo ejemplar de comparacion.

El grupo de control “Medio sin nutrientes” presentd una densidad baja; crecimiento
escaso; densidad baja; sin coloracion; y una elevacion “Plana” en las 3 réplicas realizadas,
presentandose como un medio de cultivo contrario a las caracteristicas observadas en el medio
de cultivo estandar, por lo que los resultados del grupo se pueden establecer como modelo de
comparacion.

El 66,66% de las réplicas del grupo tratamiento de 0,5 g de biomasa de microalgas
presentaron 3 caracteristicas iguales a un medio estdndar. Caracteristicas completamente
diferentes de un medio sin nutrientes, indicado su efectividad como un nutriente para el

crecimiento saludable de Pleurotus ostreatus.
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8. Conclusiones

La utilizacion del medio de cultivo propuesto demostré un crecimiento celular
favorable, obteniendo una productividad celular de 1.08E9 células/L/dia. Sin embargo, este
resultado es significativamente diferente a investigaciones previas bajo el mismo
comportamiento heterétrofo, teniendo multiples variables sin determinar sin determinar su
posible efecto sobre el cultivo. Por lo que, en esta investigacion, no es posible establecerlo

como un medio de cultivo favorable.

El medio de cultivo propuesto obtuvo una composicidon bioquimica similar a
investigaciones previamente realizadas, obteniendo un contenido de: 47% proteinas y 20% de
lipidos, siendo superior al porcentaje de carbohidratos que fue del 19%, resultando en una
biomasa baja en polisacaridos necesarios para el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus,

pero compensado por el porcentaje de lipidos y proteinas.

El cultivo de Pleurotus ostreatus en un medio de cultivo sélido experimental presentd
los mejores resultados al implementar 0.5 g de biomasa de microalgas, obteniendo una
velocidad de crecimiento de 9.66 mm/dia, siendo inferior al medio de cultivo estandar 15.97
mm/dia, pero, con un 66.66% de probabilidad de coincidir en 3 aspectos morfologicos: textura,

densidad y tipo de crecimiento.
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9. Recomendaciones

Debido a los resultados obtenidos, el medio de cultivo propuesto requiere de
observaciones y analisis adicionales antes de juzgar su eficiencia sobre el cultivo de Chlorella.

sp. en condiciones heterdtrofas.

Realizar control sobre cambios de pH sobre el medio de cultivo y suministrar aireacion

al biorreactor fermentativo.

Estandarizar el protocolo de cuantificacion de macromoléculas en microalgas del

género Chlorella o emplear protocolos mas precisos y sensibles.

Evaluar el efecto de esterilizacion sobre la biomasa de microalgas en el medio de cultivo

solido

Desarrollar un método de implementacion de biomasa diferente al de esterilizacion por

autoclave a fin de conservar la integridad celular de las microalgas.
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ANEXOS

Anexo 2.

Cepa de Chlorella sp. en colonias a 1000x.
Anexo 1.

Extraccion de muestra del medio de
cultivo.

Anexo 4.

Cepa de Pleurotus ostreatus en agar
Anexo 3. LMEA.

Prueba preliminar de agar de microalgas.
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Anexo 5.

Colorimetria de proteinas de microalgas

por el protocolo de Biuret.
Anexo 6.

Realizando protocolo de carbohidratos
totales ‘Acido sulfarico UV-VIS’.

Anexo 7.

Muestras colorimétricas del protocolo de lipidos totales ‘Sulphu-Phospho-Vanillin’.
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Anexo 8.

Conteo celular y monitoreo del pH en el medio de cultivo.

Monitoreo
Dia/diametro (mm)

8 10 16 21 35 45 55 80 85
No Nutrient 8 10 15 20 29 36 45 65 85
8 10 12 20 30 42 50 75 85
8 10 17 35 55 72 85 85 85
Standard 8 10 21 41 57 76 85 85 85
8 10 21 38 55 77 85 85 85
8 10 20 29 35 45 58 70 83
0.5 8 10 20 26 35 43 55 69 82
8 10 23 26 31 43 55 70 80
8 10 20 24 36 45 56 70 83
1 8 10 20 27 30 42 52 62 78
8 10 22 27 32 45 55 70 76
8 10 20 23 30 40 50 60 73
15 8 10 19 22 30 37 50 60 74
8 10 24 30 32 43 55 65 80
Anexo 9.
Monitoreo del crecimiento micelial en el intervalo de 8 dias de monitoreo.
Morfologia
Grupo/Caracteristica |Replica Color Textura Tipo de crecimiento Densidad |Elevacién
1 Sin color Sin textura Escaso * Plano
No Nutrient 2 Sin color Sin textura Escaso * Plano
3 Sin color Sin textura Escaso * Plano
1 Blanco Algodonoso Abundante poxK Elevado
Standard 2 Blanco Algodonoso Abundante e Elevado
3 Blanco Algodonoso Abundante HoxK Elevado
1 Blanquecino Flocoso Regular o Umbo
0.5 2 Blanquecino Algodonoso Abundante rokk Umbo
3 Blanquecino Algodonoso Abundante xRk Umbo
1 Blanquecino Algodonoso Abundante Hork Umbo
1 2 Blanquecino Flocoso Regular *x Umbo
3 Blanquecino Flocoso Regular *x Umbo
1 Blanquecino Flocoso Regular b Umbo
1.5 2 Blanquecino Flocoso Regular *x Umbo
3 Blanquecino Algodonoso Abundante bt Umbo
Anexo 10.
Registro de morfologia del grupo control y el grupo tratamiento.
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Curva de calibracién Biuret
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Anexo 11.
Curva de calibracion de proteinas totales, protocolo de Biuret.
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Anexo 12.

Curva de calibracion de proteinas lipidos totales, protocolo de S.P.V.

Sulfuric Acid UV Calibration curve
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Anexo 13.

Curva de calibracion de carbohidratos totales, protocolo Sulfuric Acid UV-VIS
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