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RESUMEN

Arthrospira platensis (espirulina), es una cianobacteria mundialmente conocida por ser considerada
como superalimento, porque posee grandes cantidades de proteinas, acidos grasos y vitaminas. El
costo y la composicion del medio de cultivo para su crecimiento han sido los principales desafios en
la produccion de esta microalga. EI presente estudio se centré en optimizar dos fuentes de
nitrogeno (urea y nitrato de potasio) para maximizar el crecimiento de A. platensis y la produccion

de ficocianina, pigmento fotosintético de gran valor comercial.

La optimizacion se realizd mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR) utilizando un
disefio central compuesto (DCC), conformado por dos factores y cinco niveles de concentracion. El
DCC evaluo los efectos los dos factores sobre las variables de respuesta; se llevaron a cabo nueve
tratamientos con dos repeticiones. Ademas, se utilizd6 un modelo polinomial cuadrético para

predecir las respuestas.

El analisis de varianza (ANOVA) fue utilizado para validar el modelo escogido, que reveld que las
distintas concentraciones de urea fueron estadisticamente significativas (p < 0,05) en la biomasa y
la produccién de ficocianina. Sin embargo, el nitrato de potasio (KNO3) no demostr6 influencia
significativa en las variables de respuesta. Para biomasa y ficocianina los valores de R? fueron de
0.84 y 0.82, respectivamente; que denota que los modelos cuadraticos fueron satisfactorios para

analizar las interacciones entre factores y respuestas.

El analisis MSR indicO que las concentraciones oOptimas de los factores KNOj3; y urea para
maximizar las variables de respuesta fueron 4.5 g/L y 0.101 g¢/L, respectivamente. En condiciones
optimas, los valores experimentales de biomasa y ficocianina mostraron concordancia con los
valores predichos. Adicionalmente, se evalud la tendencia de consumo de los nutrientes: nitratos,
sulfatos, fosfatos y amoniaco; también se analizo la correlacion de los factores urea y KNO3 con las

concentraciones de amoniaco Yy nitratos, respectivamente.



Finalmente, los resultados experimentales demostraron que la concentracion de urea tiene gran
influencia en las variables de respuesta. Ademas, los valores experimentales coinciden con los
valores previstos, lo que confirma la idoneidad del modelo. También se evaluo la eficacia de utilizar

la MSR para optimizar las concentraciones de los factores estudiados.

Palabras clave: espirulina, significancia, produccion, biomasa, pigmento.



ABSTRACT

Arthrospira platensis (spirulina) is a cyanobacterium known worldwide for being considered a
superfood, since it contains large amounts of proteins, fatty acids and vitamins. The cost and
composition of the culture medium for its growth have been the main challenges in the production
of this microalga. The present study focused on optimizing two nitrogen sources (urea and
potassium nitrate) to maximize the growth of A. platensis and the production of phycocyanin, a

photosynthetic pigment of great commercial value.

Optimization was performed by response surface methodology (RSM) using a central composite
design (CCD), constituted of two factors and five concentration levels. The CCD evaluated the
effects of the factors on the response variables, for which nine treatments with two replications were

carried out. In addition, a quadratic polynomial model was used to predict the responses.

Analysis of variance (ANOVA) was used to validate the chosen model, which revealed that
different urea concentrations were statistically significant (p < 0.05) on biomass and phycocyanin
production. However, KNO3 showed no significant influence on the response variables. For
biomass and phycocyanin the R2 values were 0.84 and 0.82, respectively; which denotes that the

quadratic models were satisfactory for analyzing factor-response interactions.

MSR analysis indicated that the optimum concentrations of the factors KNO3 and urea to maximize
the response variables were 4.5 g/L and 0.101 g/L, respectively. Under optimal conditions, the
experimental values of biomass and phycocyanin showed agreement with the predicted values.
Additionally, the consumption trend of the nutrients nitrates, sulfates, phosphates and ammonia was
evaluated; the correlation of the factors urea and KNO3 with ammonia and nitrate concentrations,

respectively, was also analyzed.

Finally, the experimental results showed that urea concentration has a great influence on the

response variables. Moreover, the experimental values agree with the predicted values, confirming



the suitability of the model. The effectiveness of using MSR to optimize the concentrations of the

studied factors was also evaluated.

Key words: spirulina, significance, production, biomass, pigment.
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1 Introduccion

Arthrospira platensis, es una cianobacteria filamentosa fotosintética planctonica de agua dulce que
tiene varias actividades bioldgicas y un gran valor nutricional, es conocida como un super alimento
ya que en su composicion contiene altos niveles de proteinas de alta digestibilidad, aminoacidos
esenciales, vitaminas, &cidos grasos poliinsaturados, minerales, polifenoles, carotenoides vy
clorofila. El color verde azulado de A. platensis se debe a la presencia del pigmento C-ficocianina, y
tiene gran importancia debido a su actividad anticancerigena. Esta microalga, es conocida
comercialmente como espirulina, y tiene diferentes aplicaciones industriales, por ejemplo, como
suplemento alimenticio, en cosméticos y en productos para la salud (Martelli etal., 2020;

Nosratimovafagh et al., 2022).

La ficocianina es una importante biliproteina captadora de luz que forma parte del esqueleto de la
espirulina. En la actualidad se considera a la ficocianina como un potencial alimento funcional. Este
pigmento tiene muchas actividades bioldgicas, como antioxidante, antibacteriana, antiinflamatorio,
y actla contra la fibrosis pulmonar. Ademas, este compuesto presenta propiedades antineoplasicas
en diferentes células cancerosas, como el cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de mama,

cancer de colon y melanoma maligno (Hao et al., 2019; Liu et al., 2022).

La productividad de biomasa de Arthrospira platensis es dependiente de parametros de cultivo
ajustados, entre ellos, la temperatura, la calidad e intensidad de la luz, la disponibilidad de
nutrientes, salinidad del medio de cultivo, entre otros factores. Varios elementos pueden controlar el
crecimiento celular, como las fuentes de carbono (C) y nitrogeno (N), los iones metalicos y el pH
del medio. Por lo tanto, es esencial utilizar la composicion de cultivo 6ptima para obtener un alto

rendimiento en la produccion de compuestos celulares de interés (ficocianina) (Colla et al., 2007).

El disefio de experimentos es una herramienta estadistica que examina los factores y sus diferentes

niveles simultaneamente mediante un ndmero reducido de experimentos a traves de modelos



factoriales fraccionados, como la metodologia de superficie de respuesta para evaluar interacciones

mas relevantes entre variables (Cosenza et al., 2022).

La optimizacion de estos factores presenta complejidad debido al elevado nimero de componentes
de los medios con efectos no lineales e interactivos entre las células, el medio de cultivo y el
entorno del reactor (Brunner etal., 2010; Hernandez-Pérez & Labbeé, 2014). Para gestionar la
complejidad que representa la fabricacion de un nuevo medio de cultivo artesanal y su
optimizacion, es necesario emplear metodos de disefio de experimentos, en donde los factores
(concentraciones de nitrégeno u otros componentes, o condiciones ambientales) se establecen en un
valor especifico y consecuentemente se miden los resultados. El objetivo de utilizar métodos de
disefios de experimentos, en especifico, un disefio central compuesto, es encontrar correlaciones
estadisticamente significativas en menos experimentos que en técnicas como la intuicion,

secuencias de un solo factor a la vez o disefios aleatorios (Cosenza et al., 2022).

En este proyecto se desea optimizar la composicion del medio de cultivo artesanal para aumentar la
biomasa de Arthrospira platensis y consecuentemente la produccion de ficocianina, a través de
métodos de disefios de experimentos, en donde los factores significativos, que son las dos fuentes
de nitrégeno seleccionadas (nitrato de potasio y urea), seran optimizados utilizando la metodologia
de superficie de respuesta en un disefio central compuesto con el fin de obtener la composicion

6ptima del medio de cultivo artesanal.



2 Objetivos

2.1 Objetivo general
Disefiar el proceso experimental para la optimizacion de un medio de cultivo artesanal probando
distintas concentraciones (gL™) de dos fuentes de nitrégeno (KNOs y urea) para la produccién de

ficocianina a partir de Arthrospira platensis.

2.2 Objetivos especificos
« Establecer un disefio central compuesto mediante la metodologia de superficie de respuesta
para la produccion de ficocianina variando las concentraciones (g/L) de KNOs y urea.
« Cuantificar de la concentracion (g/L) de ficocianina producida, a partir del andlisis de las
cinéticas de crecimiento de Arthrospira platensis de cada uno de los tratamientos con distintas
concentraciones (g/L) de KNO3 y urea.
o Evaluar el consumo (g/L) de los sustratos limitantes: NO3, NHs, PO,> y SO,%, del medio

de cultivo artesanal a diferentes concentraciones (g/L) de KNO3 y urea.

3 Marco Tedrico

3.1 Espirulina (Arthrospira platensis)

La espirulina es una alga verde-azulada, de nombre cientifico Arthrospira platensis. Esta especie
acudtica pertenece a la clase de cianobacterias con capacidad de realizar fotosintesis; también las
algas espirulina son multicelulares, filamentosas y procariotas. Los filamentos que poseen no estan
ramificados y tienen la forma de un espiral. Se encuentran comunmente en ambientes tropicales y
subtropicales, donde se desarrollan de forma natural en medios acuaticos con altos niveles de sal y

alcalinidad (AlFadhly, Alhelfi, Altemimi, Verma, Cacciola, et al., 2022).

Arthrospira platensis realiza fotosintesis oxigénica, utiliza el agua como donante de electrones y
dioxido de carbono como fuente de carbono. La espirulina se reproduce por fision binaria y crece
formando tricomas helicoidales filamentosos, con un tamafio entre 200 y 250 um. Los factores que

predominan en el desarrollo de esta cianobacteria son la luz y el diéxido de carbono. Segun Jung



et al. (2021), el ciclo de vida de Arthrospira platensis (ver Figura 1) en un biorreactor consta de

seis fases:

1. Tricoma maduro en la fase de crecimiento estacionario. Proceso de crecimiento dentro
del biorreactor de respaldo. Aqui se procede a la inoculacion en el biorreactor de
estudio.

2. Formacion de necridios que son células que se encuentran en los tricomas, las cuales
mueren para liberar un fragmento filamentoso (hormogonio) (Dreckmann et al., 2013).

3. Escision de agregados celulares y formacion de hormogonios, los mismos que tienen
la capacidad de formar nuevos tricomas maduros (Dreckmann et al., 2013).

4. Crecimiento de hormogonios por fisidn binaria formando nuevos tricomas.

5. Los tricomas aumentan de longitud mediante division celular.

6. Los tricomas alcanzan la tipica forma helicoidal.

Ciclo de vida de Arthrospira platensis

Figura 1. Ciclo de vida de Arthrospira platensis.

Fuente: (Jung et al., 2021).

3.1.1 Composicion bioquimica de Arthrospira platensis

A partir de la espirulina se han elaborado productos naturales con beneficios nutricionales y para la
salud, como proteinas, pigmentos, polisacaridos, acidos grasos poliinsaturados y aminoacidos. Esta
especie de microalga tiene gran importancia a nivel mundial, con una producciéon de miles de
toneladas por afio. En el afio 2016 se produjeron 89000 toneladas (Ljubic et al., 2018). A. platensis

posee hasta un 60 % en peso seco de proteinas, polisacaridos entre un 15 % a 25 % en peso seco,




acidos grasos poliinsaturados entre 3 % a 9 % en peso seco Yy pigmentos entre ellos la ficocianina y

los carotenos (Elain et al., 2020).

3.1.1.1 Pigmentos de Arthrospira platensis

Esta cianobacteria estd compuesta de varios pigmentos fotosintéticos, entre ellos la clorofila a,
carotenoides y ficobiliproteinas (ficocianina y aloficocianina a y b) (Wu et al., 2021). Cada uno de
los pigmentos presenta distintas longitudes de onda en la determinacién de la absorbancia, como se

sefialan en la Tabla 1.

Tabla 1. Pigmentos fotosintéticos de A. platensis y sus longitudes de onda de absorbancia

Pigmentos fotosintéticos Longitudes de ondas de absorbancia
Clorofila a 665.2 nm

Carotenoides 470 nm

Aloficocianina a 650 nm

Aloficocianina b 671 nm

Ficocianina 620 nm

Fuente: (Wu et al., 2021).

Elaborado por: (La autora, 2023).

3.1.2 Importancia de la espirulina en la alimentacién y a nivel econémico

Este organismo tiene una gran importancia a nivel nutricional por su elevado contenido de
proteinas, aproximadamente entre un 60% y un 70% en peso seco. Ademas, contiene vitaminas,
minerales, acidos grasos esenciales y otros nutrientes; por consiguiente, la FDA (Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) ha catalogado a la espirulina como un “super

alimento” y ha recibido el titulo de “alimento del futuro” (Haoujar et al., 2022).

La espirulina tiene diversas aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica, cosmética y
agricola. Esta microalga se la puede adquirir facilmente ya que tiene una amplia distribucion

geografica; esta especie crece en lagos alcalinos subtropicales con una temperatura optima de 35
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°C. El pais con mayor produccion de A. platensis es China, posee alrededor de dos tercios de la
produccion mundial; también en regiones como Centro América, Africa, las Islas de Hawaii,

cultivan grandes cantidades de espirulina (Masojidek & Torzillo, 2014; Wu et al., 2021).

Las industrias desean obtener la biomasa de espirulina para utilizar sus principios activos, como lo
son la ficocianina, carotenoides, polifenoles, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas, esteroles,
entre otros. En la industria farmacéutica, la espirulina tiene un importante papel terapéutico, ya que
es usada en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, colesterol elevado, niveles altos de
azucar en sangre, obesidad, enfermedades inflamatorias, etc. También, esta alga contribuye en el
fortalecimiento del sistema inmunoldgico y esta relacionada con la ralentizacion en el progreso de
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer y la esclerosis multiple (Andrade
etal., 2018). Esta alga ha sido utilizada en la elaboracién de suplementos alimenticios, y en la
fabricacion de medicamentos naturales. Puede presentar distintos formatos como polvo, liquido,
aceite, capsulas o tabletas. La espirulina presenta una alta gama de usos en distintas areas
bioldgicas, ya sea en la nutricion humana, asi como en la alimentacién animal, por ejemplo, sirve de

alimento para peces (Bleakley & Hayes, 2017).
3.1.3 Condiciones de cultivo de Arthrospira platensis

El cultivo de espirulina puede realizarse tanto en sistemas abiertos en donde las cianobacterias se
encuentran expuestas a la atmdsfera, y en sistemas cerrados (fotobiorreactores), en este caso el
cultivo tiene poco o ningun contacto con la atmosfera. Los fotobiorreactores son utilizados
preferentemente ya que permite obtener mayor rendimiento en la produccion de biomasa. Ademas,
varios factores intervienen en la produccion de biomasa de Arthrospira platensis como son la
temperatura, la tasa de aireacion, la concentracion de CO2, fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato

(Mazaetal., 2017).

Segun Lisett etal. (2014), Arthrospira platensis muestra mayor crecimiento en un rango de
temperatura entre 25 — 40°C, el medio de cultivo debe tener un pH entre 10 y 11, salinidad en un

intervalo de 18 — 22 UPS (Unidades Préacticas de Salinidad) e iluminacion de 30-50 klux. Ademas,
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Fernandez Honores etal. (2019) sefialan que para un crecimiento adecuado es fundamental
incorporar agitacion a las células, de esta forma se previene la sedimentacion y se consigue una

distribucion uniforme de los nutrientes, CO2 y luz.
3.1.4 Medios de cultivo para el crecimiento de Arthrospira platensis

El medio de cultivo Zarrouk (Zarrouk, 1966) es comunmente utilizado para el crecimiento y
produccién de esta alga. En este medio de cultivo los primeros cinco dias son importantes ya que
ocurre un mayor crecimiento de esta especie. Los componentes que conforman este medio de

cultivo se visualizan en la Tabla 2.

Tabla 2. Medio de Cultivo Zarrouk.

Componentes g/L H,O
NaHCO; 16,8
K2HPO, 0,5
NaNO3 2,5
K2SO4 1,0

NaCl 1,0
MgS04.7H,0 0,2
CaCl, 0,04
FeS0,4.7H,0 0,01

EDTA (Acido tetracético diamino etileno) 0,08

Fuente: (Zarrouk, 1966).

Elaborado por: (La autora, 2023).
Existen otros medios de cultivo para espirulina tales como el medio de cultivo Industrial ACMA o
también llamado Sal de Mar y el medio de cultivo industrial SOLARIUM o Salitre. En las Tablas
Tabla 3 y Tabla 4, observamos los componentes de cada uno de los medios de cultivo

respectivamente.



Tabla 3. Medio de cultivo industrial ACMA (Sal de Mar)

Componente Cantidad
Agua filtrada 100 L
Sal de mar 700 ¢
K,HPO, 35 g
FeSO. 0,439
NH4HCO3 1259

Fuente: (Planch6on & Fuentes, 1993)

Elaborado por: La autora, 2023

Tabla 4. Medio de cultivo industrial SOLARIUM (Salitre)

Componente Cantidad
Agua destilada 100 L
Salitre 3009
Sal 500 g
NaHCO; 700 ¢
Solucion Fe

FeSO, 50 g
H2SO, 10 mL
Urea 20 g
Solucion P

Fosfato di aminico 100 ¢
HCI 50 L
H,0 1000 L

Fuente: (Planchén & Fuentes, 1993)

Elaborado por: La autora, 2023.



3.1.4.1 Nitrégeno como nutriente

El nitrogeno juega un papel importante en el crecimiento y la composicion bioquimica de las
microalgas de A. platensis; es un componente esencial de los aminoéacidos, por lo que es requerido
para sintetizar proteinas. Entre estas proteinas encontramos a la clorofila y la ficocianina, que son
pigmentos responsables de la actividad fotosintética de A. platensis y consecuentemente la
produccion de biomasa. Ademas, este elemento participa en varios procesos metabdélicos, como la
sintesis de acidos nucleicos, lipidos y aminoacidos, procesos cruciales para la division celular, el

almacenamiento de energia, y el crecimiento general (Shanthi et al., 2018).

Para el cultivo de espirulina se han utilizado diferentes tipos de efluentes industriales ricos en
nitrégeno inorganico, en forma de nitrato, nitrito y amonio. De acuerdo con Mashor et al. (2015), el
25 % de la productividad total de las microalgas esta relacionada con el uso de medios de cultivo
que suministren nutrientes, particularmente nitrogeno y fésforo. Sin embargo, concentraciones

excesivas de este compuesto pueden inhibir el desarrollo de la microalga (Shanthi et al., 2018).

A pesar del uso de nitratos de sodio y potasio como fuentes de nitrégeno en la produccion de
medios de cultivo comerciales, con excelentes resultados en el crecimiento de la biomasa
microalgal; se ha utilizado como una fuente alternativa de nitrdgeno a la urea, con el fin de reducir
costos en la elaboracion de medios de cultivo. Este compuesto ha mostrado resultados satisfactorios
en el crecimiento celular, debido a que puede ingresar directamente a las células sin gasto de

energia (Mashor et al., 2015).

3.1.4.2 Fdésforo como nutriente

El fésforo es un componente importante en la produccién de biomasa de A. platensis. Este nutriente
es indispensable porque forma parte de la estructura de diversas moléculas, como en los acidos
nucleicos (ADN y ARN) que conforman el material genético de las células, los fosfolipidos en las

membranas y el ATP (Celekli et al., 2009).

En el cultivo de microalgas, se utiliza fosfatos o superfosfatos de amonio, potasio o sodio, como

fuentes de fdésforo. La incorporacién de fésforo inorganico a las células de A. platensis es por
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medio de un transporte activo, mediante la accion de enzimas fosfatasas para luego convertirlo en la
forma molecular ortofosfato. La espirulina tiene un mecanismo de almacenamiento de fésforo, en
donde consume fosforo en cantidades mayores a las requeridas para su crecimiento y lo almacena
como polifosfatos en forma intracelular. EI consumo de fésforo se incrementa a medida que

aumenta la intensidad de la luz (Markou et al., 2012; Mateucci, 2018).

La limitacién de este nutriente provoca clorosis, afectacion en la que los pigmentos como la
clorofila, o ficocianina se degradan; también la insuficiente cantidad de fésforo en los medios de
cultivo provoca la acumulacion de carbohidratos y se reduce el contenido de proteinas en las

microalgas (Markou et al., 2012).

3.1.4.3 Azufre como nutriente

El azufre contenido en los sulfatos tiene una influencia importante en el rendimiento del
crecimiento y el estado bioquimico, incluida la actividad de las enzimas antioxidantes de A.
platensis. En el estudio realizado por Jin & Lu (2015), un analisis microscopico reveld que el
namero de verticilos y filamentos de esta microalga esta influenciado por la concentracién de sales
de sulfato. En medios de cultivo en donde las concentraciones de sales de sulfato son bajas, se ha
registrado un bajo rendimiento de crecimiento debido a que la falta de azufre podria causar una
reduccion en la multiplicacion celular, al mismo tiempo que influye en el metabolismo del carbono

y en la actividad fotosintética (EI-Shouny et al., 2015).

Ademas, la presencia de azufre en los medios de cultivo de espirulina promovieron la sintesis de
aminoacidos como la cisteina, que es un componente de las proteinas que conforman a la clorofila.
Por otro lado, la presencia de sales de sulfato como nutriente para las microalgas, aumentaron la
actividad de las enzimas antioxidantes polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidadsa (POD), enzimas
importantes para contrarrestar los efectos nocivos de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Un
suministro adecuado de sulfato conlleva a una produccion Optima de biomasa, proteina vy

acumulacion de cisteina (Magwell et al., 2021).
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3.2 Ficocianina

La ficocianina es una proteina de pigmento azul fotosintético que se encuentra ampliamente en las
algas de Arthrospira platensis; tiene la capacidad de captar luz y es soluble en agua. Su estructura
quimica se conforma de tres moléculas de ficocianobilina (PCB). Cada molécula de ficocianobilina
es un pigmento tetrapirrol lineal. Dos moléculas de ficocianobilina se unen mediante enlaces tioéter
a la subunidad proteica f, y una molécula de ficocianobilina se adhiere a la subunidad proteica a.
En la Figura 2 se observa la estructura de un mondmero de ficocianina, en donde una molécula de
ficocianobilina se encuentra conectada a la cisteina-84 de la cadena proteica o, y dos

ficocianobilinas ubicadas en la cisteina 84 y 155 de la cadena B (Liu et al., 2022).

Estructuras del monomero de ficocianina y el pigmento ficocianobilina

-a [3

Figura 2:; Estructuras del monomero de ficocianina y el pigmento ficocianobilina.

Fuente: (Liu et al., 2022).

3.2.1 Beneficios de la ficocianina

La ficocianina tiene diversas actividades biol6gicas como antioxidante, antiinflamatorio,
inmunomoduladoras y antibacterianas. Igualmente, la ficocianina es utilizada como componente
nutricional, colorante natural alimentario, marcador fluorescente, y en cosméticos se usa como
aditivo en la fabricacion de productos de belleza como lapiz labial y delineador de ojos (Aoki et al.,

2021).

Este pigmento fotosintético ejerce efectos anticancerigenos, ya que presenta buenos valores
antineoplasicos en distintas células cancerosas, como el cancer de ovario, cAncer de mama, cancer

de pancreas, cancer de colon, y melanoma maligno. Ademas, la ficocianina tiene una importante
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funcidn inhibitoria en la proliferacion de células de cancer de pulmén (Hao et al., 2019; Liao et al.,

2016).

Blas-Valdivia et al. (2022) manifiestan que la ficocianina posee accion cardioprotectora frente al
infarto agudo de miocardio, previniendo el estrés oxidativo, la inflamacion y el dafio cardiaco.
Tambieén, este pigmento azul tiene funciones hepatoprotectoras, contribuye a la restauracion de las

células en lesiones renales y previene la inflamacién intestinal (Y. Li et al., 2022).

3.2.2 Meétodos de extraccién y purificacion de ficocianina

Existen algunos inconvenientes al momento de extraer ficocianina de las células de espirulina
debido a que sus paredes celulares poseen varias capas. El proceso de extraccion de ficocianina
comprende de multiples pasos que pueden realizarse mediante métodos fisicos o quimicos y de esta
forma obtener el pigmento fotosintético; a continuacion, se detallardn algunos procesos de

extraccion de ficocianina:

Kumar et al. (2014) proponen el siguiente método de extraccion; en primer lugar centrifugar 500
mL de cultivo en fase logaritmica homogeneizada (aproximadamente después de 15 dias del inicio
del cultivo) a 4000 rpm y asi obtener un sedimento. Luego se procede a resuspender el sedimento en
100 mL de buffer acetato 20 mM (pH-5,10), que contiene cloruro sédico 50 mM y azida sédica
0,002 M. Para la ruptura celular se realiza congelacion repetida (-20 °C) y descongelacion a
temperatura ambiente hasta que el pigmento azul colorea la solucién tampon de acetato. Se procede
a eliminar los restos celulares mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 10 min, y el

sobrenadante es denominado como extracto crudo.

Para purificar el extracto crudo, se procede a realizar una precipitacion de un solo paso, en donde se
utiliza (NH4).SO4 al 65 % de pureza, y se conserva a temperatura de 4 °C durante 12 horas.
Transcurrido este tiempo, el precipitado se obtiene por centrifugacion a 27000 rpm durante 15 min a
4 °C. El producto de la centrifugacion es resuspendido en 10 mL del buffer de extraccion (tampon
acetato). La solucion compuesta por el precipitado mas buffer acetato, pasa por un proceso de

didlisis utilizando una membrana especial para este fin. La dialisis se realiza dos veces empleando
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1000 mL de tampon de extraccion en cada una; la primera dialisis se realiza a temperatura ambiente
y la segunda a 4 °C durante 12 horas. El extracto obtenido de la dialisis pasa a través de un filtro de

0,45 um de diametro (Kumar et al., 2014).

De acuerdo con Kumar et al. (2014), en el paso final de la purificacion se realiza una cromatografia
de intercambio anidnico, para ello se usa dietilaminoetil celulosa (DEAE-CELULOSA). Primero se
usa una columna de 30 x 2 cm y se equilibra con 150 mL de tampon acetato. El extracto dializado
es colocado en la columna, en donde se emplea un gradiente lineal de buffer de acetato. Después los
eluidos se recogieron en fracciones de 5 mL. Para este procedimiento el caudal usado es de 20
mL/h. Finalmente, el espectro de absorcion se determina mediante espectrofotometria, en un rango

de 300 a 750 nm.

Otro método de extraccién y purificacion es el propuesto por Seo et al. (2013), quienes manifiestan
un método de extraccion mas efectivo mediante el empleo de altas presiones, bajas temperaturas y
hexano como disolvente, lo que resulta en altos rendimientos en la obtencidn de producto y menores
dafios por desnaturalizacion. Las altas presiones permiten que la membrana celular se rompa de
forma irreversible ya que se produce una separacion de los enlaces débiles como los enlaces de
hidrdgeno, enlaces de Van der Waals. Ademas, el uso de presiones altas induce a cambios
morfoldgicos y estructurales en las macromoléculas, sin embargo, las micromoléculas como los
aminoacidos y las vitaminas no sufren mayor dafio. Este método permite aislar el pigmento

fotosintético de Spirulina, el mismo que presenta mayor estabilidad y un grado mayor de pureza.

Choi & Lee (2018), platean un método de extraccion de ficocianina utilizando ultrasonicacion a
temperatura ambiente. En este procedimiento se utiliza agua destilada a 25 °C durante 24 h. La
frecuencia empleada fue de 60 kHz, con una potencia de 120 W. El extracto obtenido se filtra a
través de un filtro de 20 um de diametro y luego se condensa en un evaporador rotatorio al vacio.
Después, el producto obtenido pasa por un proceso de liofilizacion. Este método es capaz de
concentrar altas cantidades de ficocianinas intactas, sin realizar un tratamiento previo y sin la

adicion de solventes de extraccion.
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3.2.3 Cuantificacion de ficocianina

Un método de cuantificacion es el reportado por Aoki et al. (2021), en donde se toman 200 uL del
cultivo celular y se coloca en un pocillo de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Utilizando
espectrofotometria se mide el espectro de absorcion utilizando longitud de onda de 618 nm, dicha
longitud indica la produccion de ficocianina. La relacion entre el valor de absorbancia a esa

longitud de onda y la cantidad de ficocianina es proporcional.

Segun Seo et al. (2013), para obtener una evaluacion mas precisa se debe realizar la medicion del
peso molecular de la ficocianina mediante electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se compara con el estandar de ficocianina. Las subunidades
polipeptidicas a y B de la molécula de ficocianina tienen pesos moleculares de 18,4 kDa y 21,3

kDa, respectivamente.

En la revision realizada por Kuddus etal. (2013), se menciona que se puede extraer mayores
cantidades de ficocianina a partir de biomasa secada a bajas temperaturas. Se evidencia que a 25°C
se extraen 80 mg de ficocianina por gramo de biomasa seca, mientras que, a 50 °C solamente se

extraen 16,5 mg de ficocianina por gramo de biomasa seca.

3.3 Disefio de Experimentos

A menudo, cuando se realizan investigaciones es necesario realizar experimentos o pruebas que
permitan resolver un problema o la comprobacion de una hipoétesis inicialmente propuesta. Para
garantizar una buena respuesta a las hipdtesis planteadas se debe seguir un plan experimental
adecuado. El disefio estadistico de experimentos es la forma eficaz en la realizacion de pruebas de
investigacion, que consiste en definir qué pruebas deben llevarse a cabo, con el objetivo de obtener
datos que posteriormente serdn analizados estadisticamente. Los resultados obtenidos de este
andlisis estadistico proporcionaran informacion necesaria para dar respuesta a las interrogantes
planteadas. El disefio experimental facilita resolver problemas y consecuentemente lograr mejoras
en los procesos (Gutiérrez Pulido, 2012).
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Para Gutiérrez Pulido (2012), ¢l disefio de experimentos “es la aplicacion del método cientifico para
generar conocimiento acerca de un sistema o0 proceso, por medio de pruebas planeadas

adecuadamente.”

3.3.1 Experimento y unidad experimental

Se define como experimento a una situacion simulada en donde existe un cambio en las condiciones
ya sea de una o de diversas situaciones (variable independiente) con el fin de evaluar el efecto de
dicho cambio sobre una o varias propiedades del producto o del resultado (variable dependiente)
(Murillo, 2011). Se conoce como unidad experimental al objeto 0 sujeto que estd expuesto al

tratamiento independientemente de otras unidades (Kuehl, 2000).

3.3.2 Componentes del disefio experimental

En la construccion de un disefio experimental se deben establecer varios componentes esenciales

(algunos de ellos se visualizan en la Figura 3), que se mencionan a continuacion:

3.3.2.1 Variables de respuesta

Por medio de esta variable se evalla el efecto o el resultado de cada prueba experimental, por
ejemplo, resultados sobre las propiedades de un producto; estas variables permiten valorar el
desempefio de un proceso. El disefio experimental tiene como fin mejorar las variables de respuesta,

dichas variables se denotan con la letra y (Gutiérrez Pulido, 2012).

3.3.2.2 Factores estudiados

Son las variables estudiadas en el experimento de investigacion, estos factores influyen sobre las
variables de respuesta. Es importante mencionar que para analizar el efecto de un factor es
importante evaluar al mismo en al menos dos niveles o condiciones. Los factores son de dos tipos,
factores controlables x y no controlables z. Los primeros son variables que son fijadas en un nivel
especifico, también estas variables son conocidas como variables de entrada o condiciones de
proceso, por ejemplo, en el presente estudio los factores controlables son: las distintas

concentraciones de KNO;3; y urea. Al numero de factores controlables se denota con la letra k.
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Mientras, que los factores no controlables son variables que no pueden ser controladas durante el
proceso de experimentacion, entre estas variables pueden encontrarse las variables ambientales
como luz, humedad, particulas, etc. Los factores sean controlables o no, tienen influencia en mayor
0 menor medida en las variables de respuesta, que en este caso fueron: el crecimiento de biomasa de

A. platensis y la produccion de ficocianina (Gutiérrez Pulido, 2012).

3.3.2.3 Niveles y tratamientos

Se denominan niveles a los distintos valores que seran asignados a cada uno de los factores
estudiados dentro de un experimento de investigacion. Se define como tratamiento a cada una de las
combinaciones de los niveles de todos los factores que seran estudiados (Dominguez & Tostado,
2016). Segun Kuehl (2000), un tratamiento es el conjunto de acontecimientos simulados para la
realizacion del experimento, de esta forma generar una respuesta a la hipotesis de investigacion. En
los estudios de comparativos y de optimizacion se utilizan dos o més tratamientos y asi comparar

los efectos en la unidad experimental.

3.3.2.4 Error aleatorio y error experimental

La variabilidad que ocurre en la respuesta y no puede ser explicada por los factores estudiados es
conocida como error aleatorio. Este tipo de error considera a los pequefios efectos que tienen los
factores que no han sido estudiados. Por otro lado, se considera error experimental cuando el
experimentador comete errores tanto en la planeaciébn como en la ejecucién del proceso

experimental (Dominguez & Tostado, 2016).
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Componentes del disefio experimental

Factores Controlables
temperanwa, nempo de curado
conterndo de hum edad, tempo de ciclo

X, X5 X

1 2 T Varables de respuesta

Materia prima
¥ dureza, color, textury

Z 1 7.: Z Kk
Factores no controlables
quimica del plastico, variables ambientales, etc

Figura 3. Componentes necesarios para la construccion de un disefio experimental.

Fuente: (Gutiérrez Pulido, 2012).

Elaborado por: La autora, 2023.

3.3.3 Objetivos de un disefio experimental
La realizacion de un disefio experimental tiene como fin lograr dilucidar respuestas a las hipotesis
planteadas. De acuerdo con Montgomery (2014), los objetivos que generan mayor informacion en

la busqueda de respuestas son los siguientes:

1. Establecer cuales son las variables x que afectan en mayor medida la respuesta de
experimentacion.

2. Determinar qué ajuste de las x influyen en las variables de respuesta y, de forma que su valor
se acerque al valor deseado.

3. Decidir cudl es el ajuste adecuado para las variables x y que la variabilidad de y disminuya.

4. Determinar el ajuste apropiado de las x que minimice los efectos de las variables no

controlables z.
3.4 Optimizacion de procesos: metodologia de superficie de respuesta (MSR)

Se considera a la MSR como una estrategia experimental y de andlisis cuyo objetivo principal es la
resolucion de problemas proporcionando las condiciones de operacidon optimas de un proceso. Los
resultados que se obtienen a partir de dicha estrategia se denominan valores dptimos (Gutiérrez

Pulido, 2012).
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3.4.1 Etapas en la busqueda del punto éptimo

En la realizacién de la metodologia de superficie de respuestas se destacan tres etapas que son:
cribado, busqueda de primer orden (blUsqueda 1) y busqueda de segundo orden (busqueda II)
(Gutiérrez Pulido, 2012). En la etapa de cribado el proceso presenta muchos factores (> 6), l0s
cuales influyen en la variable estudiada. La segunda etapa, denominada busqueda de primer orden
(busqueda 1) es empleada cuando la variable de respuesta es afectada por pocos factores (< 5)
dentro del disefio experimental. En esta etapa se identifica el tipo metodologia de superficie de
respuesta que se aplicard y la deteccién de curvatura. Finalmente, la busqueda de segundo orden
(busqueda 11) se utiliza cuando se ha detectado la presencia de curvatura; en esta etapa se
caracteriza mejor la superficie y se busca modelar la curvatura. En este proceso se establecen las

condiciones éptimas de operacion del proceso.

3.4.2 Componentes de la MSR

La metodologia de superficie de respuesta consta de los siguientes componentes:

El disefio, es decir para lograr la optimizacién de variables se debe implementar un disefio de
experimentos. Preferentemente se requieren disefios que permitan ajustar un modelo de regresién
lineal maltiple (Melo et al., 2020). ElI modelo es implementado al mismo tiempo que el disefio
escogido, éste utiliza el andlisis de regresion lineal multiple que consta de los siguientes elementos:
parametros del modelo, ajuste del modelo, significancia del modelo, residuos y coeficiente de

determinacion (Melo et al., 2020).

Por ultimo, la técnica de optimizacién, que consta de varias técnicas matematicas que permiten
explorar un modelo ajustado con el objetivo de obtener informacion sobre el punto éptimo (Melo

et al., 2020).

3.4.2.1 Disefio central compuesto (DDC)

Es un disefio comunmente utilizado en la etapa de busqueda de segundo orden, ya que posee una
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alta capacidad de adaptabilidad. EI DDC se puede establecer a partir de un disefio factorial
completo 2¢ o fraccionado 2“P en donde se adicionan puntos sobre los ejes y en el centro. Este

disefio se conforma de tres tipos de puntos:

1. El primer punto o también llamado porcion factorial es una réplica de un disefio factorial de
dos niveles, que puede ser completo o fraccionado.

2. ng son los puntos o repeticiones, se encuentran al centro del disefio, se condiciona con ng >
1.

3. Finalmente, la porcién axial que estad conformada por cada uno de los dos puntos sobre cada

eje a una distancia « del origen.

En la Figura 4 se visualiza el ensamble de cada uno de los puntos mencionados y el DDC resultante

para k =2 y 3 factores.

Construccion de un disefio central compuesto

puntos al centro ‘ pPuntos axialk 4 porcion factorial disefio de composicidn central

Figura 4. Representacion y construccion de los DCC parak =2 y 3 factores.

Fuente: (Gutiérrez Pulido, 2012).

3.5 Repetibilidad y reproducibilidad de un proceso

Previo al proceso de optimizacion, se requiere realizar mediciones y ensayos que sean reproducibles
y repetibles con los resultados obtenidos. Estos estudios de repetibilidad y reproducibilidad (R&R)
se basan en el analisis estadistico de las dispersiones de los resultados, para ello se puede usar el

rango estadistico (minimo — maximo), las varianzas o desviaciones estandar. Estos analisis son
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importantes en un proceso porque permiten determinar si la variacion observada se debe al sistema

de medicidén usado (Paisan & Moret, 2010).

La repetibilidad se representa cuantitativamente en términos de la dispersion de los resultados,
definiéndose como la proximidad de concordancia entre los resultados de mediciones consecutivas

del mismo objeto de estudio, en las mismas condiciones de medicion (Rey & Anaya, 2015).

Las condiciones de medicidn reciben el nombre de condiciones de repetibilidad; estas condiciones
son: el mismo observador, el mismo procedimiento de medicion, el mismo instrumento de
medicién, las mismas condiciones ambientales. Este procedimiento debe realizarse en un periodo

corto de tiempo (Rey & Anaya, 2015).

Por otra parte, la reproducibilidad es definida como la proximidad de concordancia de los resultados
de mediciones consecutivas del mismo objeto de estudio, en donde las condiciones de medicion
cambian. Las condiciones que presentan cambios pueden ser: el método de medicion, operador,

instrumento de medicion, lugar y condiciones ambientales, tiempo (Barrera Garcia et al., 2017).

Los andlisis de reproducibilidad y repetibilidad son esenciales para garantizar la precision y

fiabilidad de la investigacion cientifica y los procesos experimentales.

4  Materiales y métodos

4.1 Material bioldgico inicial

Para iniciar este estudio experimental se utilizé un cultivo de la microalga Arthrospira platensis que
fue sembrado para la realizacion del trabajo experimental “Evaluacion de la produccion de
ficocianina a partir de Arthrospira platensis en medios de cultivos Zarrouk, Jordan y medio
artesanal”, realizado por Carranza & Cartagena (2022). ElI medio de cultivo utilizado se encontraba
dentro de un fotobiorreactor artesanal, conformado de un Matraz de Erlenmeyer de 1 L; una bomba
de oxigeno para peceras y una valvula anti-retorno, estos materiales permiten la oxigenacion y

agitacion del medio de cultivo dentro del fotobiorreactor, y finalmente se utilizé una lampara de luz
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fria, necesaria para el desarrollo de la espirulina. La concentracién inicial de biomasa fue de 1,08

g/L.

4.2 Produccion de biomasa previa al inicio del disefio experimental

Para producir mayor cantidad de biomasa de espirulina, el material bioldgico inicial fue distribuido
en partes iguales en tres matraces de Erlenmeyer de volumen de un litro cada uno. Después se
prepard medio de cultivo artesanal tomando como referencia el medio de cultivo Zarrouk (Zarrouk,
1996) para el mantenimiento y crecimiento de la biomasa microalgal previo al estudio experimental.
En la Tabla 5 se detallan cada uno de los componentes del medio de cultivo de mantenimiento
utilizado con sus respectivas cantidades.

Tabla 5. Medio de cultivo para produccién de biomasa inicial
modificado de Zarrouk (1996)

Componentes g/L H,O Componentes g/L H,O
NaHCOs 10 K>SOy 1
K;HPO, 0,5 MgSO4 0,1
KNO; 3 FeSO, 0,01
NaCl 1

Fuente: (Zarrouk, 1996)

Elaborado por: (La autora, 2023).
Cada uno de los componentes presentados se pesaron en la balanza analitica Mettler Toledo y
posteriormente fueron disueltos en 1 L de agua destilada. La solucién se prepard en un frasco boeco
de 1 L. Posteriormente, para obtener una solucion homogénea se utilizé una placa de calentamiento
a 70 °C durante 5 min y luego se procedio a autoclavar dicha solucién en una autoclave horizontal

Tuttnauer 3870 M.

4.3 Elaboracion del disefio experimental
Para la realizar la optimizacion del medio de cultivo artesanal se utilizd la metodologia de
superficie de respuesta, empleando la técnica de disefio central compuesto (DCC). Para ello se

definieron dos factores controlables, la concentracion inicial (g/L) de KNO3 y la concentracion
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inicial (g/L) de urea. Los factores seleccionados fueron analizados en 5 niveles que fueron

codificados con los simbolos y nimeros como se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Factores y codificacion por niveles

Codificacion por niveles

Factores -0 -1 0 1 o
KNOs (g/L) 0,5 15 25 3,5 45
Urea (g/L) 0,01 0,08 0,15 0,23 0,31

Elaborado por: (La autora, 2023).

Se utilizé el programa estadistico Minitab para generar los diferentes tratamientos a realizar. Estos

tratamientos se conforman de la combinacion de las distintas concentraciones correspondientes a

cada uno de los niveles propuestos. Para cada tratamiento se realizaron dos réplicas. Ademas, se

hicieron 2 tratamientos de punto central (0,0). Los tratamientos generados por el programa

estadistico se especifican en la Tabla 7.

Tabla 7. Tratamientos generados a partir del disefio central compuesto

Codificacion Concentracion (g/L)

N° Tratamiento KNO; Urea KNO; Urea
1 o 0 4,5 0,15
2 0 0 2,5 0,15
3 1 -1 35 0,08
4 0 o 2,5 0,31
5 -1 1 1,5 0,23
6 - 0 0,5 0,15
7 -1 -1 1,5 0,08
8 0 - 2,5 0,01
9 1 1 3,5 0,23

Elaborado por: (La autora, 2023).
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4.4 Cuantificacion de biomasa previa a la inoculacion en cada tratamiento

Después de transcurridas tres semanas de produccion de biomasa inicial a temperatura ambiente
(aproximadamente 21 °C), se realizo la cuantificacion de la concentracion (g/L) de biomasa de cada
uno de los matraces Erlenmeyer, para ello se siguieron dos pasos: primero, extraccion de biomasa

de Arthrospira platensis y posteriormente, cuantificacién mediante la técnica de peso seco.

4.4.1 Extraccion de biomasa de Arthrospira platensis

Se extrajeron 25 mL de medio de cultivo que contenia biomasa microalgal de cada tratamiento
utilizando una pipeta volumétrica. EI volumen tomado pasé por un proceso de extraccion por
filtracion al vacio. En este procedimiento se utilizd el filtrado por membrana, empleando
membranas Millipore de 0.8 um. Antes de realizar la filtracion, se pesé la masa de la membrana;
dentro de este procedimiento, se tomo con cuidado la membrana utilizando pinzas de laboratorio y

se coloco en el platillo de medicidn de una balanza hal6gena y se registré el valor obtenido.

Para realizar este proceso se utiliz6 una bomba al vacio, membrana de filtracién y un matraz
Kitasato desarmable en cuyo embudo de Buchner se colocé la alicuota de 25 mL de medio de

cultivo de espirulina.

4.4.2 Determinacién de peso seco
Se coloco la membrana que contiene la biomasa de espirulina en el detector halégeno de humedad
marca Mettler Toledo modelo HB43-S. Se anot6 el valor de masa (g) obtenido en esta medicion,

posteriormente se realizé el siguiente calculo matematico utilizando la Ecuacion 1 .

masa de la membrana con biomasa (g) — masa de la membrana (g)

Concentracién de Biomasa (gL™!) =
L™ volumen de medio de cultivo (L)

Ecuacion 1. Calculo de la concentracion de biomasa

El resultado obtenido, fue el valor de concentracion inicial de biomasa para cada uno de los

tratamientos. Ademas, los resultados a partir de este procedimiento se usaron en célculos
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posteriores para evaluar las cinéticas de crecimiento de Arthrospira platensis en cada uno de los

tratamientos.

4.5 Cuantificacion de la concentracion de ficocianina

En la determinacion del valor de la concentracion de ficocianina de cada uno de los tratamientos se
realizaron tres pasos; en primer lugar, la extraccion del pigmento, seguido de la medicién de su

absorbancia por medio de espectrofotometria y finalmente el calculo del porcentaje de ficocianina.

45.1 Extraccion de ficocianina

En el proceso de extraccion de este pigmento fotosintético se empled la técnica de extraccion por
filtracion al vacio, en donde se us6 una bomba al vacio, papel filtro y un matraz Kitasato
desarmable. Como primer paso, se utilizaron de 25 mL a 50 mL del contenido de cada tratamiento,
el cual paso a través de una lamina de papel filtro que retuvo la biomasa algal. Luego, con ayuda de
una espatula se rasp6 la biomasa contenida en el papel filtro y posteriormente esta biomasa fue
transferida al platillo de medicién de una balanza analitica, es necesario obtener una masa entre 40 -

50 mg.

A continuacion, para la preparacién de la solucion buffer fosfato, se elaboraron soluciones 0.2 M de
NaH,PO, y Na;HPO,, Se tomaron 300 mL de solucién monobésica de fosfatos (NaH,PO,) y se
midié el pH. Luego, poco a poco se adiciond la solucion dibasica de fosfato (Na2HPO,) hasta
alcanzar el pH deseado. El pH de la solucion buffer debe encontrarse dentro del intervalo de 6.8 a
7.5. Después, en un tubo de ensayo se colocaron 10 mL de buffer fosfato y la muestra de biomasa
algal previamente pesada; seguidamente, se llevd a agitar en un vortex durante 5 min. Posterior a la
agitacion, la muestra se refrigeré durante 24 horas en un frigorifico a 3°C. Transcurrido este tiempo,
se sonico la muestra durante 40 min. Luego, se centrifugd la muestra a 5000 rpm durante 10 min.
Los pasos para la extraccion de ficocianina se pueden observar de forma grafica en la Figura 5.
Finalmente, se extrajo el sobrenadante que contiene la ficocianina que sera cuantificado mediante

espectrofotometria.
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Proceso de extraccion de ficocianina
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Figura 5. Proceso de extraccion de ficocianina a partir de Arthrospira platensis.

A) Tomar 25 mL a 50 mL de cultivo algal. B) Extraccién de biomasa algal por filtracion al vacio. C) Raspado de

biomasa algal contenida en el papel filtro. D) Pesado entre 40 mg a 50 mg de biomasa algal. E) Biomasa pesada en 10

mL de PBS. F) Llevar la muestra al vortex 5 min. G) Refrigerar la muestra por 24 h a 3°C. H) Sonicacion de la muestra

durante 40 minutos. I) Centrifugacion de la muestra a 5000 rpm durante 10 min.

Elaborado por: (La autora, 2023).

4.5.2 Cuantificacion de la ficocianina por espectrofotometria

Para medir la cantidad de ficocianina que se encuentra en el sobrenadante obtenido del proceso de

extraccion, se utilizd un espectrofotémetro. Se midié la absorbancia del sobrenadante en dos

longitudes de onda especificas, 615 nm y 652 nm. Mediante la Ecuacién 2 descrita por Bennett &

Bogorad (1973), se midio la concentracion de ficocianina.

Ag1s — 0,474(A¢s2)

L 534

Ecuacién 2. Célculo para la determinacidon de la concentracion de ficocianina (mg/mL).

En donde [PC] es la concentracion de ficocianina, cuya unidad de medicion resultante a partir de la

ecuacion es de mg/mL; A es la absorbancia obtenida a partir de las diferentes longitudes de onda.

25




4.5.3 Célculo del porcentaje de ficocianina
Para determinar el porcentaje de ficocianina presente en la muestra, se utilizo el valor de porcentaje
de humedad obtenida a partir de la realizacion de peso seco en el proceso de determinacion de la

concentracion de biomasa. En este paso se empleo la Ecuacion 3.

peso muestra himeda — peso muestra seca
% humedad = ~ * 100
peso muestra himeda

Ecuacion 3. Calculo del porcentaje de humedad de la biomasa himeda

Se estimo el porcentaje de solidos utilizando la Ecuacion 4

(S6lidos) = 100% — Y%humedad

Ecuacidn 4. Célculo del porcentaje (%) de soélidos

En el célculo de la constante de humedad se pesaro.n entre 40 — 50mg de biomasa humeda. Se

utilizé la Ecuacion 5 para determinar este valor.

constante de humedad = masa himeda (mg) * %(sélidos)

Ecuacion 5. Célculo de la constante de humedad.
Finalmente, para obtener el porcentaje de ficocianina se emple6 la Ecuacién 6
[PC]

%(PC) = 100
(PC) constante de humedad *

Ecuacidn 6. Determinacion del porcentaje (%) de humedad

4.6 Cuantificacion de sales minerales.

Se hicieron mediciones de nitratos, fosfato, sulfatos y sales de amoniaco, utilizando el colorimetro
portatil multiparamétrico Hach-DR900. Las mediciones se realizaron tres veces por semana y se
registraron los valores en la hoja de célculo del programa Minitab. El fluido residual obtenido de la
filtracion en el proceso de extraccion de biomasa algal se utilizé para realizar las cuantificaciones
correspondientes de sales minerales presentes en los medios de cultivo. Para cada una de las

mediciones, la muestra fue diluida con agua destilada a una proporcion de 1:20.
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4.6.1 Cuantificacion de la concentracion de nitratos

En primer lugar, se configurd el programa 355 N, Nitrato HR PP en el colorimetro Hach DR 900.
Luego, en la celda que es especifica del kit del colorimetro se llen6 con 10 mL de la muestra
diluida, en donde se afiadid el contenido de un sobre de reactivo en polvo NitroVer5 Nitrate. Se
cubrié la muestra con el tapdn correspondiente de la celda. Se agitdé vigorosamente la muestra

durante 1 min. Después, se esper6 durante 5 min, tiempo necesario para la reaccion.

A continuacion, se procedié a preparar el blanco; para ello en otra celda se coloc6 10 mL de
muestra diluida. Se limpi6 cuidadosamente la celda de muestra que contiene el blanco y se la coloco
dentro del soporte del colorimetro. Se presiono la opcién Zero, como resultado la pantalla mostré
0,0 mg/L NO3™ — N. Posteriormente, se limpid la celda que contiene la muestra con el reactivo, y se
insertd la celda en el portaceldas del equipo, y finalmente se presiond la opcion Read. En la Figura

6 se visualiza de forma ilustrada el proceso de cuantificacién de nitratos (Hach DR, 2023).

Proceso de cuantificacion de nitratos (NO3 - N)

Anadir el ¢
e un sobre de

1
N R S Agltar vigorosamente por
T 5 1 min

m

contenido

Vertir el contenido de

n
I a
pantalla s¢ mostrard
0.0 mg/d NO, - N

Inscrtar ol tubo con la muestra on <l
DR TOE da fel © por. Seleccio
o o e = la pan 1
"o d Tos resultaddos en mg/

Figura 6. Proceso de cuantificacion de nitratos (NO3) utilizando el equipo Hach — DR 900.

Created in BioRender.com bio

Fuente: (Hach DR, 2023).

Elaborado por: (La autora, 2023).
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4.6.2 Cuantificacion de la concentracion de fosfatos

Para iniciar, se seleccioné el programa 490 P React. PP en el colorimetro Hach DR 900. Luego en
una celda se colocd 10 mL de muestra diluida y adicionamos el contenido de un sobre del polvo
PhosVer3 Phosphate. Se cubrié la muestra con el respectivo tapén de la celda y se agito
vigorosamente durante 30 s. Se dejo reposar la muestra durante 2 min que corresponde al tiempo de
reaccion.

A continuacion, se preparo el blanco utilizando 10 mL de muestra diluida Gnicamente. Para concluir
con la cuantificacién, se limpié cuidadosamente cada celda (blanco y muestra). En lectura del
blanco, se inserté la celda correspondiente en el colorimetro y se presioné la opcion Zero, y después
se insertd la celda con la muestra y se presioné la opcién Read. El resultado obtenido se mostré en

mg/L PO,* (Hach DR, 2023). Los pasos del proceso descrito se reflejan en la Figura 7.

Proceso de cuantificacion de fosfatos (PO4”)
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Iniciar ¢l temporizador,

Anadir el conrenido ’ Paner ¢l tapon en ¢l tubo

Seleccionar el ‘» Colocar 10 mL de J

. Ty,
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Comienza un tiempo Blanco: Llenar con el soporte de celda del Vertir el contenido de
de resceion de 2 10 ml de muesirs cquipo. Seleccionar la muestrs preparads del
minutos. El cambio a en el mbo opcion Zero. Ln la tubo Falcon en el tubo
un color azul muestrs si portenocionte al kit pantalla se mostrard portenccionte al kit
hay fosfato prescnte. del equipo 0.0 mg/l. PO del equipo
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Created in BioRender.com bio

Figura 7. Proceso de cuantificacion de fosfatos (PO,*) utilizando el equipo Hach — DR 900.

Fuente: (Hach DR, 2023).

Elaborado por: (La autora, 2023).
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4.6.3 Cuantificacion de la concentracion de sulfatos

En el colorimetro Hach DR 900, se eligié el programa 680 Sulfate, para realizar la medicién de
sulfatos en cada una de las muestras. Se llend una celda con 10 ml con muestra diluida, y se afiadid
el contenido de un sobre de polvo de SulfaVer 4. Se agitd la muestra, y se esperd durante 5 min que
ocurra la respectiva reaccion. Después se preparé el blanco en otra celda que fue llenada con 10 mL

de muestra.

Para realizar la cuantificacion, después de transcurridos los 5 min de reaccién, se limpio
cuidadosamente la celda con el blanco y se la insertd en el equipo, y se presiono la opcién Zero.
Para finalizar, se limpio con delicadeza la celda con la muestra preparada y se la colocé en el
portaceldas del equipo, se presiond la opcién Read. Los resultados se presentaron en mg/L SO4
(Hach DR, 2023). En la Figura 8 se muestran ilustrados los pasos del proceso de cuantificacion de

sulfatos.

Proceso de cuantificacion de sulfatos (SO.*)
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Figura 8. Proceso de cuantificacion de sulfatos (SO,*) utilizando el equipo Hach — DR 900.

Fuente: (Hach DR, 2023).

Elaborado por: (La autora, 2023).
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4.6.4 Cuantificacion de sales de amoniaco

Para iniciar, se configurd el programa 385 N, Ammonia, Salic. Luego se prepar0 el blanco, para ello
se llen6 una celda con 10 mL de agua destilada. En una segunda celda, se utiliz6 10 mL de muestra
diluida, en donde se le afiadié el contenido de un sobre de polvo de salicilato de amoniaco, y se
agitd hasta disolver completamente el reactivo. Luego, la muestra preparada estuvo en reposo
durante 3 min correspondiente al tiempo de reaccion del reactivo. Posteriormente, se agrego el
contenido de un sobre de polvo de cianurato de amoniaco a la celda con la muestra, se agito hasta
obtener una soluciéon homogénea y se mantuvo en reposo durante el tiempo de reaccién de 15 min;
se observé un cambio de color a verde. Finalmente, la celda que contiene el blanco se inserté en el
portaceldas del equipo y se presiond la opcion Zero, seguidamente se limpio la celda con la muestra
preparada y se colocd en el soporte de la celda del colorimetro, y se presiond la opcion Read. El
resultado obtenido se mostr6 en mg/L NH3; —N. La ilustracion de proceso se muestra en la Figura 9

(Hach DR, 2023).

Proceso de cuantificacion de amonio (NHz— N)

> e

[ =] [

Figura 9. Proceso de cuantificacion de amoniaco (NH; - N) utilizando el equipo Hach — DR 900.

A) Seleccionar el programa 385 N, Ammonia, Salic. B, C, D, E) 10 mL de muestra, adicionar el reactivo salicilato de
amoniaco; agitar por 1 min. Tiempo de reaccion de 3 min. F, G, H) Adicionar cianurato de amoniaco, agitar la muestra.
Esperar 15 min. 1, J) Blanco: Segunda celda con 10 ml de muestra, insertar en el portaceldas y seleccionar la opcion
Zero. K, L) Tubo con la muestra preparada, insertar en el colorimetro y seleccionar la opcion Read.

Fuente: (Hach DR, 2023).

Elaborado por. (La autora, 2023).
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4.7 Andlisis estadistico

Después de la recoleccion de datos se empled un andlisis estadistico para descubrir las tendencias
en el crecimiento de la biomasa de A. platensis y la produccion de ficocianina. En primer lugar, se
realizaron las operaciones matematicas correspondientes para cada una de las muestras con su

respectivo factor de dilucion.

Luego, se graficaron lineas de tendencia para cada uno de los tratamientos. Estas lineas
representaban el crecimiento de biomasa, produccién de ficocianina y consumo de sales minerales
durante el periodo de estudio. A continuacion, se realizo la determinacion del area bajo la curva de

todas las lineas de tendencias.

Para evaluar la reproducibilidad y repetibilidad de los resultados en lo que respecta a la produccion
de ficocianina, se utiliz6 5.6 mg de compuesto de ficocianina patron en 10 mL de buffer fosfato; en
este procedimiento se midio las absorbancias en las longitudes de onda de 615 nm y 652 nm. A
continuacion, se procedié a realizar el calculo de concentracion de ficocianina utilizando la
Ecuacion 2. Posteriormente, se determind el porcentaje de ficocianina patron con el que se realizo el

calculo de error relativo para medir la reproducibilidad del proceso.

La técnica del &rea bajo la curva, es una herramienta matematica usada en estadistica para reducir el
namero de datos, en donde existen varias lecturas o evaluaciones a lo largo de un periodo de tiempo
(Navarro Flores, 2012). Para calcular el area bajo la curva, se utilizé la geometria de trapecios como

se observa en la Figura 10.
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Determinacion del area bajo la curva: geometria de trapecios
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Figura 10. Geometria de trapecios para la determinacion del area bajo la curva.

Fuente: (Navarro Flores, 2012).

Se observa que bajo la linea de tendencia con respecto al tiempo se forman trapecios; por
consiguiente, para calcular el area de cada uno de los trapecios se utiliza la Ecuacion 7. Finalmente,

para determinar el area total se suma cada una de las areas de los trapecios formados.

(B+b)*xa

Area del trapecio = 5

Ecuacién 7. Calculo del area de un trapecio

Los resultados se encuentran en unidades experimentales cuadradas u?, que representan el area bajo
la curva formada por cada corrida experimental durante 24 dias. La recoleccion de datos se realiz6 5
veces (dia: 0, 6, 12, 18, 24) y se obtuvo un valor correspondiente al area bajo la curva formada
durante los 24 dias. Con los datos obtenidos a partir de realizar el calculo del area bajo la curva, se
realizo el estudio de superficie de respuesta; para ello se utilizé el programa estadistico Design
Expert y Minitab. Se valido la calidad de la ecuacion de regresion cuadratica, para ello se empled
un analisis de varianza ANOVA, y de esta forma se evaluaron los valores de significancia
generados por el programa estadistico. Se determino si los valores de significancia p, F eran
satisfactorio para el modelo matematico utilizado. Se verifico la calidad del modelo matematico,

para ello se consideré el coeficiente de determinacién (R?) vy el coeficiente de determinacién de
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ajuste (Rzad,-). Se examinaron las graficas de residuos para corroborar la calidad del modelo de ajuste

escogido.

Una vez realizado el estudio de calidad del modelo matematico, se procedié a graficar las
superficies de respuesta y la gréafica de contornos para evaluar los efectos de los factores (urea y

KNO3) en las variables de respuesta, el crecimiento de biomasa y la produccion de ficocianina.

Después, mediante el analisis de superficies y con el empleo de software estadistico se optimizaron
los factores controlables (urea y KNO3) con el fin de conseguir la mejor respuesta de las variables

dependientes (biomasa y ficocianina).

Finalmente, se establecieron graficas de consumo de sales minerales (nitratos, fosfatos, sulfatos y
amoniaco) y se realizaron estudios de ANOVA para determinar la relacion entre los factores y la

concentracion de estos nutrientes.
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5 Resultados y discusion

El presente estudio optimiz6 la concentracion de urea y KNO3 para maximizar la produccion de
biomasa de Arthrospira platensis y el aumento del porcentaje de ficocianina utilizando un medio de
cultivo artesanal. El disefio experimental elegido fue el disefio central compuesto (DCC) que
incluye 9 tratamientos y dos réplicas por tratamiento, para un total de 18 corridas experimentales.
Este enfoque tiene como objetivo observar el comportamiento de las dos variables de respuestas
elegidas (produccion de biomasa de espirulina y porcentaje de ficocianina), frente a la interaccion
de dos fuentes de nitrogeno (KNO;3 y urea) mediante la generacion de gréficas de superficie de

respuesta.

De acuerdo con Kasina et al. (2020), afirman que el uso de un DDC es comUnmente utilizado en
criterios de optimizacion por la facilidad de su empleo y permite la estimacion de todos los
parametros en un modelo completo de segundo orden; este modelo es altamente eficiente. En la
realizacion del disefio de superficie de respuesta, se escogid la propiedad de giratorio; en procesos
de optimizacién, un disefio giratorio es importante porque tiene la capacidad de extraer mayor
cantidad de informacion sobre las variables dependientes y la menor cantidad de incertidumbre en
la prediccion de respuestas (Kasina et al., 2020). Ademas, se analiz6 el consumo de sales minerales,
como los nitratos, fosfatos, sulfatos y amoniaco, en cada tratamiento; éstos son nutrientes esenciales
en el crecimiento de biomasa y produccién de ficocianina. En la Tabla 8 se visualizan la
combinacion de los factores urea y KNOg, y sus respectivos resultados, es decir el valor del area
bajo la curva formada durante el periodo experimental (24 dias) para cada uno de los tratamientos.
En el Anexo 1 se visualiza detalladamente los resultados del area bajo la curva de cada corrida

experimental.
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Tabla 8. Disefio experimental DCC y resultados (promedio de réplicas)

Tratamientos Unidades codificadas ~ Unidades originales  Resultados (area bajo la

curva)

Urea KNO; Urea (g/L) KNO3; Biomasa Ficocianina

(g/L) % 05)

1 0.000 1.414 0.150 4.500 12.810 2.142
2 0.000 0.000 0.150 2.500 10.830 1.279
3 -1.000 1.000 0.080 3.500 9.780 1.352
4 1.414 0.000 0.310 2.500 0.900 0.036
5 1.000 -1.000 0.230 1.500 1.020 0.036
6 0.000 -1.414 0.150 0.500 10.650 1.665
7 -1.000 -1.000 0.080 1.500 8.580 1.449
8 -1.414 0.000 0.010 2.500 10.650 1.786
9 1.000 1.000 0.230 3.500 0.630 0.036

Elaborado por: (La autora, 2023).

5.1 Tendencia en el crecimiento de biomasa de Arthrospira platensis y produccién de
ficocianina.

Usando la metodologia de superficie de respuesta a partir de un disefio central compuesto, se

examind los efectos de las distintas concentraciones de urea y KNOg, frente al comportamiento de

Arthrospira platensis y la produccion de ficocianina. De acuerdo con los resultados experimentales,

los valores de biomasa y la produccién de ficocianina oscilaron entre 0.600 u? y 13.200 u?, 0.036 u?

y 2.424 u? respectivamente. Durante el periodo de estudio, el porcentaje de ficocianina fluctué entre

1.58% y 17.51%.
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En la Tabla 8 se evidencia que el tratamiento 1 (experimentos 1 y 10) proporciond la concentracion
de biomasa més alta, con un valor promedio de las réplicas de 12.81 u?, seguido por el tratamiento 2
cuyos experimentos 2 y 11 proporcionaron un valor promedio de la concentracion de biomasa de
10.83 u?>. Mientras que los valores més bajos fueron obtenidos de los tratamientos 4, 5y 9, con los
valores de 0.9 u?, 1.02 u? y 0.63 u® respectivamente. Los valores mencionados fueron obtenidos en
el dia 0 de medicion, que corresponden a los tratamientos 4, 5, 9. En las mediciones posteriores (dia
6, 12, 18, 24) no existio crecimiento y murié la biomasa inoculada en el dia 0. El tratamiento 1
estaba compuesto de 4.5 g/L de KNO3y 0.010 g/L de urea. En el estudio realizado por Gémez et al.
(2021), se sefal6 que al utilizar 2.5 g/L de nitratos se report6 un rendimiento maximo de biomasa
de 3.5 g/L, esto puede atribuirse a la mayor disponibilidad de nitrégeno en el medio. En el estudio
realizado por Castro et al., (2015), se menciona que el excedente de nitrégeno en los medios de
cultivo se almacena en forma de compuestos orgédnicos, como las proteinas, esta evidencia se

corroboré con el aumento de la produccion de la proteina ficocianina en el tratamiento 1.

El nitrégeno es un elemento imprescindible para el cultivo de A. platensis, debido a su gran
influencia en el desarrollo de esta microalga, dependiendo de la cantidad, disponibilidad y tipo de
fuente de nitrogeno. La fuente estandar de nitrogeno son los nitratos; también se ha utilizado como
fuente de nitrogeno al proveniente del amonio, por ser una alternativa menos costosa (Z. Li et al.,
2022). La muerte de la biomasa inoculada se puede atribuir a las concentraciones elevadas de urea
(0.23 g/L y 0,31 g/L), que es una fuente de amoniaco. Se han reportado diversos valores de
concentracion de urea que inhiben el crecimiento A. platensis, entre estos valores se encuentran el
reportado por Mateucci (2018) en donde la concentracion inhibitoria de urea es de 0.88 g/L;
mientras que en la investigacién realizada por Kumari et al. (2015) se observé una concentracion de

inhibicidn de 1.5 g/L. Este efecto en inhibitorio aumenta a medida que el pH del medio incrementa.

En la Figura 11 se visualiza las lineas de tendencia de crecimiento de biomasa (g/L) con respecto al

periodo de estudio. Cada curva obtenida es resultado de la media de las réplicas por tratamiento.
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Ademas, en el Anexo 2 se observan los resultados de crecimiento de biomasa en cada medicion

(dias: 0, 6, 12, 18, 24).

Lineas de tendencia de crecimiento de la biomasa de
Arthrospira platensis
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Figura 11. Lineas de tendencia de crecimiento de la biomasa de Arthrospira platensis.

Elaborado por: (La autora, 2023).

En lo referente a la produccion de ficocianina, de igual manera, el tratamiento 1, presento la mayor
area bajo la curva, con un valor promedio de réplicas de 2.142 u? En estos experimentos (1 y 10) el
porcentaje promedio de ficocianina aumentd desde 1.24% a 15.73%. Sin embargo, los tratamientos
4, 5, y 9 no presentaron produccion de ficocianina ya que en el dia 6 se observa que la biomasa
inoculada murié. La ficocianina, un pigmento soluble en agua tiene estrecha relacion con la
concentracion de biomasa, en donde, varios factores como, la disponibilidad de nutrientes, el pH, la
salinidad, la irradiacion de luz, la velocidad de agitacion, afectan el crecimiento y la acumulacion de
este pigmento en las microalgas (Khazi etal., 2018) . En el estudio realizado por Castro et al.
(2015), en donde se realizd la optimizacion un medio de cultivo Zarrouk modificado (Zarrouk,
1996), en donde se utilizaron diferentes concentraciones de nitrato de sodio y bicarbonato de sodio,
se demostro que al emplear 2.5 g/L de nitratos se obtuvo una concentracion de ficocianina de
17.9%; esto refleja que los resultados obtenidos se asemejan con estudios similares realizados.
Como se habia mencionado, los tratamientos 4, 5 y 9, no presentaron producciéon de biomasa y

consecuentemente produccién de ficocianina; segun Mateucci (2018) este acontecimiento puede
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atribuirse a la presencia de amoniaco en concentraciones superiores a 2 mM (0.034 g/L) en el medio
de cultivo siendo causante de toxicidad. Ademas, se demostré que altas concentraciones de
amoniaco (NHs;) provoca la inhibicion del sistema fotosintético de las cianobacterias y por ende,
afecta negativamente en la produccién de biomasa (Z. Li et al., 2022). En la Figura 12 se representa

la tendencia de crecimiento de produccion ficocianina (%) con respecto al periodo de estudio.

Cada curva de crecimiento es el resultado de la media de las réplicas por tratamiento; las lineas de
tendencia correspondientes a los tratamientos 4, 5 y 9 se encuentran sobrepuestas, por presentar
resultados iguales. Los resultados de concentracion y porcentaje de ficocianina para cada una de las

mediciones en el periodo experimental se reflejan en el Anexo 3y Anexo 4.

Lineas de tendencia de crecimiento en el porcentaje de
Ficocianina
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Figura 12. Lineas de tendencia de crecimiento en el porcentaje (%) de ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).

5.2 Reproducibilidad con respecto al porcentaje de ficocianina

Después de realizada la medicion espectrofotométrica y la realizacion de los calculos
correspondientes, se determind el porcentaje de ficocianina de la muestra patron de 5.37 %. El
proveedor de ficociania reportd que el pigmento fotosintético proporcionado posee un porcentaje de
5 % de ficocianina; con este valor se realizd el andlisis comparativo y se determiné el error
relativo, siendo éste de 0.07%. A partir de este valor de comprobd la reproducibilidad del proceso

de extraccién y cuantificacion de ficocianina. Segin Paisan & Moret (2010) tener un valor
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adecuado de reproducibilidad (< 10%) en los datos se debe a un equipo correctamente calibrado, un
buen entrenamiento del operador, y que no existieron cambios en las condiciones ambientales y de
medicion.

5.3 Modelos de regresion cuadratica y analisis de varianza (ANOVA)

A partir de los pardmetros estimados y mediante el disefio central compuesto se obtuvieron las
ecuaciones de regresion cuadraticas completas para la produccion de biomasa y ficocianina,

detalladas en la Tabla 9. Se utilizé la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para generar

los modelos matematicos cuadraticos.

Tabla 9. Modelos de regresion cuadratica ajustada

Variables de respuesta  Ecuacion de regresion cuadrética ajustada.

Biomasa Biomasa (u”) = 10.83 - 3.812 Urea (g/L) + 0.483 KNOs (g/L) -
3.46 Urea (g/L)*Urea (g/L) - 0.49 KNOj3 (g/L)*KNO;3 (g/L) -

0.40 Urea (g/L)*KNO3 (g/L)

Ecuacidn 8. Modelo de regresion cuadrética ajustada para biomasa

Ficocianina Ficocianina (u?) = 1.279 - 0.651 Urea (g/L) + 0.072 KNO3 (g/L) -
0.356 Urea (g/L)*Urea (g/L) + 0.140 KNO; (g/L)*KNOs3 (g/L)

+0.024 Urea (g/L)*KNOs3 (g/L)

Ecuacion 9. Modelo de regresion cuadratica ajustada para ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).

Los coeficientes con signo positivo en el modelo ajustado significan que la variable puede mejorar
la respuesta. Por el contrario, el signo negativo en la ecuacion de regresion implica la capacidad de
la variable para reducir la respuesta (Zhou et al., 2023). La Ecuacion 8 y Ecuacion 9 indicaron que
el aumento en la concentracion de urea afecta negativamente en el crecimiento de biomasa
microalgal; dicha afeccion es directamente proporcional en la produccion de ficocianina.
Particularmente, el uso de urea como fuente de nitrdgeno genera una ganancia energética por su

hidrolisis a amoniaco en medio alcalino, y de esta forma es facilmente asimilable por A. platensis.
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Por otra parte, cuando las fuentes de nitrogeno son los nitratos, la espirulina necesita reducirlo a
nitrito, esta reaccion es catalizada por la enzima nitrato reductasa, y por medio de la enzima nitrito
reductassa convertirlo en amoniaco. Este proceso es altamente energético por lo que el alga prefiere
utilizar nitrégeno reducido (urea). Sin embargo, si las concentraciones de urea son elevadas
ocasiona toxicidad y puede conducir a la inhibicion del crecimiento de la biomasa microalgal

(Converti et al., 2006).

Con respeto a la presencia de KNOg3, el modelo cuadratico refleja que, a mayor concentracion de
este componente, las variables de respuesta se comportan de manera positiva, es decir, se predice un
aumento de la biomasa de Arthrospira platensis y consecuentemente el incremento de la produccion
de ficocianina. Segun Ruliaty et al. (2022), el KNOj3 se usa simultdneamente con la urea como
fuente de nitr6geno, ya que mantiene al microorganismo en una condicion estable y asi lograr

aumentar la concentracion celular y la productividad de A. platensis.

Ademas, en el estudio se realizé un analisis de varianza (ANOVA) utilizado en el disefio de ajuste
del modelo para la identificacion de los términos estadisticamente significativos. El analisis
ANOVA es un herramienta estadistica importante ya que permite determinar si existe diferencia
significativa entre variables dependientes y las variables de respuesta (Smalheiser, 2017). En la
Tabla 10 y Tabla 11 se muestran los resultados del analisis ANOVA para las dos variables de
respuesta estudiadas. La distribucion F es un anélisis estadistico que permite probar la diferencia
entre los grupos estudiados; se utiliza para probar la hip6tesis nula (Hp) que significa que las
varianzas o medias de dos o mas grupos son iguales (Mohr etal., 2022). Con respecto a la
produccién de biomasa, se encontrd que el analisis de varianza proporciona un valor de F = 11.99,
correspondiente al modelo de ajuste; este valor determina que el modelo presentado es significativo
estadisticamente. Al determinar el valor de Feit 0.0s: 4: 13) S€ 0btuvo como resultado el valor 3.18 que
es inferior al F del modelo, por consiguiente, se rechazé la Hy (el modelo no es significativamente
estadistico) y se asegurd que los resultados obtenidos son significativos con un 95% de nivel de

confianza en la busqueda de maximizar la tasa de crecimiento de Arthrospira platensis.
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Tabla 10. Analisis de varianza ANOVA para el modelo de regresion de ajuste de biomasa

Fuente GL SCSec. MCAjust. Contribucion  Valor  Valor p
F

Modelo 5 336.24 67.25 76.47% 11.99  0.0004
Urea 1 232.54 232.54 52.89% 41.46  <0.0001
KNO; 1 3.73 3.73 0.85% 0.6658 0.4318
Urea*KNO; 1 1.26 1.26 0.29% 0.2254 0.6443
Urea*Urea 1 69.85 69.85 22.13% 12.45 0.0047
KNOs« KNO; 1 1.38 1.38 0.31% 0.2465 0.6293

Error 11  61.69 0.1810 23.53%
Falta de ajuste 3 21.20 0.1109 13.56% 1.40 0.3129
Error puro 8 40.49 0.2073 9.97%

Total 17 12.64 100.00%

Elaborado por: (La autora, 2023).

El valor —p es una medida estadistica que permite validar la Ho, Este valor se encuentra en un
intervalo entre 0 y 1. Cuanto menor sea el valor p, es mas probable que los resultados obtenidos
sean estadisticamente significativos y se deban al azar (Dahiru, 2008). En el presente estudio, el
ANOVA proporcioné un valor p = 0.0004 es bastante menor al valor de a (0.05), por lo que se
rechaza la Hp y se evidencia que los términos pertenecientes al modelo son significativos. Sin
embargo, cabe resaltar que los términos correspondientes a KNO3*KNO3 y la interaccion entre
factores (Urea* KNOs3), no presentan significancia en el modelo, por lo tanto, se infiere que la

concentracion de KNOj3 no influye de manera significativa en el crecimiento de biomasa.

Por otra parte, el valor p de falta de ajuste de 0,3129 implica que la falta de ajuste no es
significativa, de esta forma se determina que el modelo elegido es confiable, y se puede utilizar para

optimizar la variable de respuesta mencionada.

A continuacion, se interpretaron los resultados obtenidos del analisis de ANOVA para la
produccion de ficocianina que se encuentran en la Tabla 11. Al comparar el valor Feit .05 ; 4; 13)
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=3.18 y el valor F de 9.85 del modelo, se llego a la conclusion de que el modelo era significativo.
Adicionalmente, el modelo tenia un valor — p inferior al valor de significancia de confianza a
(0.0009 < a). El término Urea fue significativo en el modelo, es decir tuvo influencia en la variable
de respuesta. Por el contrario, la concentracion de KNO3; no mostré efectos significativos en la
produccién de ficocianina (p > o). Ademas, se realizd la verificacion de la validez del modelo
utilizando el analisis de falta de ajuste, que indicé que el modelo se ajustaba con precision a los

datos, con un valor de p = 0.671 superior a 0,05.

Tabla 11. Analisis de varianza ANOVA para el modelo de regresion de ajuste para ficocianina

Fuente GL SCSec. MCAjust. Contribucién Valor  Valor p
F

Modelo 5 8.91 1.78 70.51% 9.85 0.0009
Urea 1 6.77 6.77 53.57% 37.40 <0.0001
KNO, 1 0.0833 0.0833 0.66% 0.4599 0.5117
Urea*KNO, 1 0.0048 0.0048 0.04% 0.0263 0.8742
Urea*Urea 1 0.7392 0.7392 15.34% 4.08 0.0683
KNOs- KNO; 1 0.1135 0.1135 0.90% 0.6272 0.4451

Error 11 1.99 0.1810 29.49%
Falta de ajuste 3 0.3327 0.1109 16.34% 0.5350 0.6712
Error puro 8 1.66 0.2073 13.15%

Total 17 12.64 100.00%

Elaborado por: (La autora, 2023).

Los valores de significancia p y F revelaron que los modelos utilizados podrian proporcionar datos

experimentales fiables.
5.3.1 Calidad del ajuste

Para verificar la calidad del ajuste de los modelos especificados en la , se determinaron los
coeficientes de determinacién (R?) y de determinacién ajustado (Rza,-), valores que permiten reflejar

la precision con la que se predicen los valores de las respuestas y qué tan bien los modelos de
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regresion describen los datos (Pulido et al., 2012). En la Tabla 12 se registran los coeficientes de
determinacién (R?) para cada uno de los modelos cuadraticos ajustados: modelo del crecimiento de
biomasa y modelo de la produccion de ficocianina, con resultados de 0.845 y 0.817
respectivamente. También se obtuvo el coeficiente de determinacion ajustado (Rzaj) para los
modelos cuadraticos mencionados; el valor del coeficiente para el crecimiento de biomasa fue de
0.775, y en lo que respecta a la produccion de ficocianina se obtuvo el valor de 0.734. De acuerdo
con Pulido etal. (2012), el valor de R® y R?; indican la calidad del ajuste del modelo ya que
explican la variacion de los datos; un valor superior a 0.7 en ambos coeficientes demuestran que el
modelo tiene un ajuste satisfactorio. Los valores obtenidos de cada coeficiente validaron la
confiabilidad de los modelos en la estimacién de las concentraciones 6ptimas requeridas de urea y

KNO3 para maximizar el crecimiento de biomasa y la produccion de ficocianina.

Tabla 12. Coeficientes R%y Rzaj de los modelos de regresion cuadratica.

Modelo ajustado para biomasa Modelo ajustado para ficocianina
R’ 0.84 R 0.8174
R%;j 0.7745 R%j 0.7343

Elaborado por: (La autora, 2023).

Ademas, se evaluaron las graficas de residuos para determinar si el modelo presentd un ajuste
satisfactorio. En la Figura 13, las graficas A y B corresponden a las gréaficas de probabilidad normal

de residuos de los modelos descritos en la Tabla 12.

La grafica de probabilidad normal es utilizada para evaluar si un conjunto de datos sigue una
distribucion normal. Esta gréfica se utiliza para identificar desviaciones relevantes, valores atipicos,
curtosis (Boylan & Cho, 2012). Se observoé en la Figura 13, tanto en la grafica a y b que los residuos
se encuentran distribuidos de manera uniforme alrededor de la linea normal (linea diagonal), es
decir se presentd curtosis estadistica o también conocida como valor 0, por lo que no existe un
sesgo sistematico en ninguna direccién. Este grafico sugiere que el modelo utilizado refleja

correctamente la variabilidad de los datos, por lo tanto, no existen errores sistematicos en la
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estimacion de los mismos. Otra herramienta grafica que permite la evaluacion de residuos de un
modelo estadistico es la grafica de residuos vs. predichos. Mediante esta grafica se podra determinar
si el modelo escogido se encuentra ajustado idéneamente, para ello los valores deben encontrarse
aleatoriamente con respecto a la linea central; también este grafico permite analizar la
homocedasticidad del modelo, en donde se evalta que el término de error no varie mucho a medida

de que cambia el valor de los factores predictorios (Yang et al., 2019).

Gréfica de probabilidad Normal de residuos

Naormal Plot of Residuals Narmal Mot of Reuduals

A ‘ B

Figura 13. Gréficas de probabilidad Normal para residuos.

A) Gréfica para residuos de biomasa. B) Grafica para residuos de ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).

Graficas de residuos vs. Predichos
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Figura 14. Gréficas de residuos vs. predichos.

A) Grafica de residuos vs. predichos para el modelo de biomasa. B) Grafica de residuos vs. predichos para el modelo de
ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).
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Al analizar las gréaficas A y B obtenidas presentadas en la Figura 14, se dedujo que el modelo
estadistico ajustado presentO heterocedasticidad. Esto pudo ocurrir por varias razones, por ejemplo,
se utilizd un rango amplio entre las variables aumentando la posibilidad de perder
homocedasticidad, como también la presencia de valores nulos tanto para el crecimiento de biomasa

como para la produccion de ficocianina.
5.4 Analisis de la superficie de respuesta de biomasa

En la Figura 15 se muestra una grafica de efectos principales y una grafica de Pareto estandarizada,
con el fin de demostrar la influencia de los factores y sus interacciones, en donde se utilizo el valor
de significancia estadistica p = 0.05. También en la grafica se observa una linea vertical que se
utiliz6 para evaluar cuales efectos son estadisticamente significativos; por lo que, cualquier barra
que se extienda mas alla de la linea corresponde a efectos que son estadisticamente significativos

(Alkiayat, 2021).

Gréfica de efectos principales y gréfica de Pareto para biomasa
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Figura 15. Gréficas de efectos principales y Pareto para biomasa.

Elaborado por: (La autora, 2023).

De acuerdo a la Figura 15.B, el resultado sefialé que el efecto de la urea es estadisticamente
significativo con un 95% de confianza, con un impacto negativo frente al crecimiento de biomasa
microalgal. El factor KNO3 (B) presentd un efecto positivo, pero no tuvo significancia estadistica.

Los efectos negativos de los factores se clasificaron de la siguiente manera: urea (A) > urea * urea
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(AA) > [KNO3 * KNO3 (BB) = urea * KNOj3 (AB). En el presente estudio, se utilizaron 5 niveles en

la concentracion de urea y KNOj3 para examinar su efecto en el crecimiento de biomasa

Otra grafica en este andlisis de optimizacion es la grafica de efectos principales, que muestra el
efecto de los factores frente a la variable de respuesta deseada. Esta grafica representa el resultado
medio para cada valor de cada una de las variables independientes (Antony, 2014); por
consiguiente, en la Figura 15.A, se visualiza que el aumento de la concentracion de urea, provoca la

disminucién del crecimiento de biomasa.

5.4.1 Superficie de respuesta y curvas de contorno para biomasa

La metodologia de superficie de respuesta, es una herramienta estadistica y matematica,
comunmente empleada en la optimizacion de proceso, con el fin de encontrar una solucion, es decir
la configuracion optima de los factores, en este caso (urea y KNO3), que dardn como resultado la
mejor respuesta de las variables dependientes (biomasa). Este grafico tridimensional permite
explorar los efectos de las variables independientes sobre las variables de respuesta (Sarabia &
Ortiz, 2009). Ademas, un grafico de contorno es un grafico bidimensional que muestra la relacion
entre dos variables independientes (factores) y la variable de respuesta estudiada. Este grafico se
crea trazando una serie de curvas o lineas que representan la superficie de respuesta en dos

dimensiones (Pulido et al., 2012) .

Para visualizar los efectos principales y los resultados de la interaccion de las variables utilizadas en
el crecimiento de la biomasa de Arthrospira platensis, se utilizo el grafico de superficie de respuesta
y una grafica de contornos. En la Figura 16 y Figura 17 se visualizaron la grafica de superficie de
respuesta y la grafica de curvas de contorno, que representan la concentracion de urea y KNO3
frente a la variable de respuesta (crecimiento de biomasa), los graficos fueron disefiados en el
software estadistico Design expert. Se destacé que la biomasa disminuy6 gradualmente a medida
que la concentracion de urea incrementa, ademas, si la concentracion de urea es elevada provoca la
muerte de la biomasa existente en el medio de cultivo. Por otro lado, el efecto del KNOj3 fue

reciproco con el decrecimiento gradual de la biomasa frente al factor urea.
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Gréfica de superficie de respuesta para biomasa
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Figura 16. Gréafica de superficie de respuesta de biomasa frente a los factores urea y KNO3

Elaborado por: (La autora, 2023).

Graéfica de curvas de contorno para biomasa
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Figura 17. Gréfica de curvas de contorno para biomasa frente a los factores urea y KNO3,

Elaborado por: (La autora, 2023).
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5.5 Analisis de superficie de respuesta de ficocianina

En el presente estudio, la ficocianina tuvo un comportamiento directamente proporcional al
crecimiento de biomasa. De acuerdo con Castro et al. (2015), la productividad de biomasa tiene
correlacion directa con la concentracion de ficocianina, debido al almacenamiento de nitrogeno en
forma de compuestos organicos, como las proteinas (ficocianina). En la gréafica de Pareto
estandarizada que se muestra en la Figura 18.B, se visualizaron los efectos principales de las
variables y sus interacciones en cuanto a la produccién de ficocianina. Los resultados se analizaron
con un valor de significancia estadistica p = 0.05 y con un nivel de confianza de 95%. Se demostro
que, como se Vvio en los resultados de biomasa, los efectos de la urea siguen la misma tendencia
sobre la produccion de ficocianina, afectando de manera negativa. Las barras que representan al
factor urea (A) y su interaccion cuadratica (AA) se extendieron méas alla de la linea azul que
representa el valor de p = 0.05; por lo que se concluye que el factor urea tuvo significancia
estadistica representativa. Los efectos negativos del factor urea se determinaron de la siguiente
manera: urea (A) > urea * urea (AA). Ademas, en la gréfica se puede observar que el factor KNO3
tiene efectos positivos en la produccion de ficocianina, sin embargo, las barras denotan que su

influencia no es significativa estadisticamente.

Graéfica de efectos principales y gréafica de Pareto para ficocianina
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Figura 18. Gréfica de efectos principales y de Pareto para ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).
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Por otro lado, en la grafica de efectos principales, mostrada en la Figura 18.A, se observa que, al
incrementar la concentracion de urea, la produccion de ficocianina descendid, hasta llegar al punto
de produccién nula. Por otra parte, el efecto del KNO3 es positivo en la produccion de ficocianina,

pero cabe sefialar que este resultado no tuvo significancia estadistica.

5.5.1 Superficie de respuesta y curvas de contorno para ficocianina

En la Figura 19 y Figura 20 se presentaron la grafica de superficie de respuesta y las curvas de
contorno para la produccion de ficocianina, en donde se denotan los efectos de la concentracion de
urea y KNOs. Las gréaficas revelan que, a medida que la concentracién de urea incrementd, la
produccién de ficocianina fue afectada negativamente. Lo que significa que, las bajas
concentraciones de urea provocaron un efecto satisfactorio en el incremento de la produccion de
ficocianina. En cuanto al factor KNOj3 las gréficas reflejaron que su influencia en la produccion de
ficocianina no posee significancia estadistica, ya que las curvas presentan la misma tendencia en

cuanto a las distintas concentraciones de urea.

Graéfica de superficie de respuesta ficocianina
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Figura 19. Gréfica de superficie de respuesta para ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).
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Gréfica de curvas de contorno para ficocianina
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Figura 20. Gréfica de curvas de contorno para ficocianina.

Elaborado por: (La autora, 2023).

Teniendo en cuenta los hallazgos descritos, el estudio consideré que las concentraciones mas altas
de urea son perjudiciales en el crecimiento de Arthrospira platensis y consecuentemente en la

produccion de ficocianina.
5.6 Optimizacion y validacion de modelos

Uno de los objetivos principales del estudio presentado fue determinar los parametros de
concentracion de urea y KNO3 dptimos para maximizar el crecimiento de biomasa de Arthrospira
platensis y produccion de ficocianina. En esta evaluacion se emple6 la funcién de deseabilidad, de
esta forma se definio el compromiso entre respuestas. Para realizar el proceso de optimizacion se
utilizo el Software estadistico Minitab, que definid los valores de deseabilidad entre 0 a 1, en donde
0 reflejan las respuestas minimas y 1 las respuestas maximas de cada modelo (Rudnykh et al.,
2018). Para encontrar las condiciones optimas se establecio los parametros de deseabilidad de las
respuestas. A partir de las mediciones de biomasa y ficocianina obtenidas de los 18 experimentos
durante el periodo experimental (24 dias), se obtuvo los siguientes resultados del proceso de

optimizacion: En la Figura 21 se mostrd un el valor de deseabilidad general de 0.8408, siendo una
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puntuacion alta en el proceso de maximizacién de respuestas. Las condiciones Optimas de
concentracion para urea y biomasa fueron de -0.7163 y 1.4142 en unidades codificadas; estas
condiciones dptimas predicen los siguientes resultados para las variables de respuesta: ficocianina =
1.9193 u? y biomasa = 11.8938 u?, los resultados generados en la optimizacién del proceso se
encuentran detallados en la Tabla 13. Ademas, el valor real 6ptimo de KNO3, para la maximizacion
de las variables de respuesta fue de 4.5 g/L, correspondiente al valor codificado o = 1.4142; el valor

real éptimo de urea fue de 0,101 g/L, correspondiente al valor codificado de -0.7163.

Tabla 13. Resultados generados de la optimizacion de factores.

Factores: valores Valores 6ptimos reales Optimizacion de Deseabilidad
codificados resultados General
Urea KNO; Urea (g/L) KNOs(g/L) Ficocianina Biomasa
(u?) () 0.8408
-0.7163 1414 0,101 4.5 1.9193 11.8938

Elaborado por: (La autora, 2023).

Optimizacion: valores 6ptimos de los factores y coeficiente de deseabilidad

Optima Urea (g/ KNO3 (g/
Alto 14142 1.4142
) 0.8 1
D: 0.8408 A [-0.7163) 11.4142)
Predecir 8ajo 1.4142 1.4142
Deseabilidad
Compuesta
0: 0.8408
Ficocian
Maximo
y 1.9193
d = 0.78864
Biomasa
Maximao
y 11.8938
d = 089633

Figura 21. Resultados de la optimizacién de los factores y determinacion del coeficiente de deseabilidad.

Elaborado por: (La autora, 2023).
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En la Tabla 14 se realizo la comparacion de los resultados experimentales obtenidos del tratamiento
1, ya que posee la concentracion de KNOj3 proporcionada por el modelo de optimizacion; y la
concentracion de urea es cercana a la propuesta por el programa estadistico en el modelo
optimizado. Los datos analizados corresponden a las medias de los resultados obtenidos de las
réplicas. Los resultados experimentales obtenidos a partir del tratamiento 1 tienen correlacion con

los valores predichos tanto para el crecimiento de biomasa como para la produccion de ficocianina.

Tabla 14. Comparacién del mejor tratamiento frente a los resultados optimizados

Tratamiento Resultado Valor previsto ~ Valor Exactitud
experimental experimental

1 Biomasa (u%) 11.8938 12.79 92.43%
Ficocianina (u®) 1.9193 2.142 87.85%

Elaborado por: (La autora, 2023).

5.7 Correlacion entre el consumo de nitratos frente a la produccién de biomasa y
ficocianina

La calidad de A. platensis depende de los nutrientes presentes en el medio de cultivo, en donde el
nitrégeno es necesario para su crecimiento, ya que genera la produccion de aminoécidos que son
componentes basicos de las proteinas (AlFadhly et al., 2022). Generalmente se utiliza KNO3; como
fuente de nitrogeno en la elaboracion de los medios de cultivo. En el presente estudio se analizd la
tasa de consumo de nitratos en cada uno de los tratamientos realizados. También se examiné la
correlacion entre las distintas concentraciones de KNO3 y los nitratos (NO3 —N) obtenidos en las 18

corridas experimentales.

Para estudiar la correlacién entre las concentraciones de KNOj utilizadas en el disefio y la
concentracion de nitratos (NO3 —N), se realizd un analisis de varianza (ANOVA). El objetivo de
este andlisis es comparar los tratamientos con respecto a sus medias poblacionales; ademas, realizar
una comparacién con respecto a sus varianzas, de esta forma se establecieron las siguientes
hipotesis:
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Ho: Mi= 2= ...=ug=|
Ha: pi# 1 paraalgin i # j

En el analisis se designo un 95% de nivel de confianza, siendo el valor de significancia a de 0.05;
este valor nos permite identificar si la diferencia entre medias es estadisticamente significativa. En
la Tabla 15 se muestra el andlisis de varianza realizado; se observa que el vapor-p = 0.000 es menor
que el valor de a, por lo tanto, se rechaza la Hy y se acepta que al menos un par de las 18 corridas
experimentales tiene un valor de medias diferentes, por lo que se concluye que la concentracion de
KNOs influye en la medicion de concentracion de nitratos en cada uno de los tratamientos

estudiados.

Adicionalmente, para corroborar que el rechazo de la hipotesis nula, se estudio el valor Fs, 4, 13) de
la tabla de distribucion F para un 95% de nivel de confianza, en donde F = 47.28 > Fg0s, 4,13) =
3.18. De esta forma se concluye que si existe efecto en los distintos niveles de concentracion de

KNO3 en cuanto a la concentracion de nitratos (NOs —N) en las 18 corridas experimentales.

Tabla 15. Andlisis de varianza (ANOVA) del factor KNO3 y la concentracion de NO3’

Fuente GL SC Sec Contribucion «a Valor F Valor p
KNO;3(g/L) 4 9.1831 93.57% 0.05 47.28 0.000
Error 13 0.6312 6.43%

Total 17 9.8143 100%

Elaborado por: (La autora).

Arthrospira platensis no posee la capacidad de fijar Ny; para la utilizacion de las fuentes de
nitrogeno, como los iones NO, y NH", esta cianobacteria requiere de transportadores de membrana
especificos como el NRTs (Nitrate Transporters). Cuando el nitrato ha ingresado a las células, éste
se reduce a nitrito por la enzima nitrato reductasa (Nar), y posteriormente a amoniaco gracias a la
enzima nitrito reductasa (Nir). Finalmente, el amoniaco se incorpora a los esqueletos de carbono
que constituyen a la microalga. Sin embargo, la presencia de amonio inhibe reversiblemente la

asimilacién de fuentes alternativas de N, como los nitratos, esto ocurre a causa de la inactivacion
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de los transportadores especificos para nitratos (Deschoenmaeker et al., 2017). Por lo anteriormente
mencionado, en la Figura 22 se observd el consumo de nitratos en cada uno de los tratamientos, en
donde se evidencia un comportamiento fluctuante entre incrementos y decrementos sucesivos en el
consumo de dicho componente, esto puede atribuirse por la presencia de urea en la elaboracion de
los medios de cultivo. En el Anexo 5 se encuentran los resultados de consumo de nitratos para cada

una de las mediciones realizadas.

Tendencia de consumo de Nitratos

|
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6 12 18 24
Tiempo (Dias)

Tratamiento 1 =—— Tratamiento 2 Tratamiento 3
Tratamiento 4 =—— Tratamiento 5 =—— Tratamiento 6
— Tratamiento 7 =——Tratamiento 8 =—— Tratamiento 9

Figura 22. Lineas de tendencia de consumo de nitratos (NO3).

Elaborado por: (La autora, 2023).

5.8 Correlacion entre el consumo de amoniaco frente a la produccién de biomasa y
ficocianina

Sukumaran et al. (2018) mencionan los beneficios de emplear nitrogeno comercial alternativo en la
elaboracion de medios de cultivo para el crecimiento de A. platensis, por ejemplo el empleo de urea,
esto se debe a su bajo costo en el mercado. Sin embargo, las elevadas concentraciones de urea
ejercen un efecto toxico y por consiguiente podrian provocar el colapso del cultivo de microalgas.
La concentracion adecuada de urea aumento el crecimiento de A. platensis en lo que respecta a
densidad Optica, peso seco de biomasa, contenido de proteinas, como las ficobiliproteinas.

En la Figura 23 se reflejan las lineas de tendencia de consumo de amoniaco (NHj3), se observa que




en los tratamientos en donde la concentracion inicial de urea es elevada (tratamientos 4, 5, 9), los
niveles de amoniaco son proporcionales. Estos niveles elevados de urea provocaron condiciones de
estres y toxicidad al ambiente microalgal, por lo que la biomasa inicialmente existente murio.
Ademas, se observa que en el dia 6, la concentracion de amoniaco aumenta en todos los
tratamientos, y las mediciones siguientes, este valor desciende, esto puede atribuirse al consumo de
amoniaco es mayormente asimilable en concentraciones bajas de urea. EI mayor crecimiento de
biomasa y produccion de ficocianina se observo en el tratamiento 1, que a pesar de tener un
incremento en la concentracion de amoniaco en el dia 6, el crecimiento de biomasa fue constante
durante todo el periodo experimental. A partir del dia 6, se observa el consumo de amoniaco, es

decir la disminucién de la concentracion de este componente en el medio de cultivo.

Lineas de tendencia de consumo de amoniaco (NH,)
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Figura 23. Lineas de tendencia de consumo de amoniaco (NHs).

Elaborado por: (La autora, 2023).

Mulokozi et al. (2019) afirman que la espirulina no puede crecer por encima de la concentracion de
urea de 3mM, sino que se observd un fuerte olor a amoniaco. En condiciones alcalinas la urea se
descompone en amoniaco que, en grandes concentraciones, actia como una toxina que dificulta la
fotosintesis y el crecimiento de esta especie; esta informacion se corroboré con los resultados

obtenidos en los tratamientos 4, 5, y 9, en donde no se observo crecimiento de biomasa. Los

55




resultados del consumo de amoniaco de las cinco mediciones realizadas durante el periodo
experimental se observan en el Anexo 6.

A continuacion, se estudio la correlacion entre la concentracion de urea empleada en el disefio de
investigacion y la concentracién de amoniaco (NHj3), para ello se realizé un analisis de varianza
(ANOVA), con el fin de verificar dichas concentraciones con respecto a sus medias poblacionales,
y ademas, realizar una comparacion de sus varianzas. En este estudio se realizaron las siguientes
hipotesis:

Ho: li=Ho=...=ug=H

Ha: Hi= 1 paraalgini #j

En el analisis se empled un valor de significancia o = 0.05, con un 95% de nivel de confianza, este
valor permite identificar si la diferencia entre medias es estadisticamente significativa. Los
resultados del andlisis de varianza estan detallados en la Tabla 16; se observa que el vapor p = 0.000
es menor gue el valor de significancia a, por consiguiente, se rechaza la Hy y se acepta la Ha, es
decir, que al menos un par de las 18 corridas experimentales presenta diferencia en el valor de sus
medias. Se concluyé que la concentracion de urea afecta de forma proporcional en la concentracion

de NH; en cada uno de los tratamientos estudiados.

Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) del factor urea y la concentracion de amoniaco

(NH3)
Fuente GL SC Sec Contribucién « Valor F Valor p
Urea(g/L) 4 0.7204 94.07% 0.05 51.51 0.000
Error 13 0.0454 5.93%
Total 17 0.7658 100%

Elaborado por: (La autora, 2023).

También se estudio el valor Fos, 4, 13) de la tabla de distribucion F para un 95% de nivel de

confianza, en donde F = 51.51 > Fg s 4,13) = 3.18. De esta forma se determino la correlacion entre
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los distintos niveles de concentracion urea en lo que respecta a la concentracion de amoniaco (NH3)

en las 18 corridas experimentales.

5.9 Tendencia de consumo de sulfatos y fosfatos frente al crecimiento de biomasa y
produccion de ficocianina

De acuerdo con Magwell et al. (2021), la nutricién con sulfatos tiene una gran influencia en el
crecimiento de A. platensis. Ademas, el numero de verticilos y filamentos es causado por la
concentracion de sales de sulfato. Por otro lado, en medios de cultivo donde la concentracion es
elevada (> 1.28 g/L), el crecimiento de biomasa se ve afectado, debido a la reduccion de la
actividad fotosintética, que puede atribuirse a la toxicidad que genera esta sal. Sin embargo, en este
estudio se menciona que, las bajas concentraciones de sulfato, también afectan negativamente a la
biomasa microalgal, causando una reduccion en la multiplicacién celular, al mismo tiempo que

influye en el metabolismo del carbono en la actividad fotosintética.

Lineas de tendencia de consumo de sulfatos (SO, )
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Figura 24. Lineas de tendencia de consumo de sulfatos (SO4)

Elaborado por: (La autora, 2023).

En la Figura 24 y Figura 25 se presentan las lineas de tendencia de consumo de sulfatos y fosfatos
respectivamente. Ademas, en el Anexo 7 y Anexo 8 se reflejan los resultados del consumo de

fosfatos y sulfatos en el periodo experimental establecido.
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En cuanto al consumo de sulfatos se observa que existen fluctuaciones de produccién y consumo de
este compuesto. Estas fluctuaciones pueden atribuirse a las elevadas concentraciones de sulfatos por
lo que no podrian ser facilmente asimilables por el microorganismo y la presencia de biomasa
muerta generd la descomposicion de la microalga, generando residuos de sulfatos al medio de

cultivo.

En lo referente al consumo de fosfatos, se observd que tiene una tendencia oscilatoria en los
tratamientos viables, con incrementos y decrementos sucesivos. En el estudio realizado por Z. Li
et al. (2022), se sefiala que la tasa de crecimiento de biomasa de A. platensis alcanzé el nivel mas
alto cuando se us6 una concentracion de fosfato de 0.50 g/L. Ademas, el fosfato en concentraciones
de 0.00 y 10 g¢g/L provoca tasas bajas de crecimiento y produccion de biomasa. También, se
menciond que el exceso de fosfato no promueve el crecimiento microalgal, provocando la
sobreacumulacion de poli fosfato en las células causando la destruccion de permeabilidad de la
membrana y la funcion enzimatica se encuentra perjudicada. En este estudio se informa que la
produccidn de exopolisacaridos por parte de A. platensis ocasiona el aumento de la concentracion
de fosfato en el medio de cultivo. En la Figura 25 se evidencia este fendmeno en donde existe

consumo de fosfatos y produccion de estos por parte de las microalgas.

Lineas de tendencia de consumo de fosfatos (PO ,*)

P

P
SRRSBON RSO SBARBAEADO

Fosfatos (PO,*) (mg/L)

0 6 12 18 24
Tiempo (Dias)

Tratamiento 1 =—— Tratamiento 2 Tratamiento 3
Tratamiento 4 =—— Tratamiento 5 =—— Tratamiento 6
— Tratamiento 7 =—— Tratamiento 8 =—— Tratamiento 9

Figura 25. Lineas de tendencia de consumo de fosfatos (PO,%)

Elaborado por: (La autora, 2023).
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6 Conclusiones y recomendaciones

El presente trabajo experimental se realizO para encontrar los valores Optimos de las
concentraciones de las fuentes de nitrégeno (urea y KNOjg) para maximizar el crecimiento de la
biomasa de Arthrospira platensis y la produccion de ficocianina. Los resultados provenientes de la
metodologia de superficie de respuesta fueron satisfactorios para optimizar las variables
independientes y analizar sus efectos sobre las variables de respuestas (biomasa y ficocianina). Los
modelos polindmicos cuadraticos demostraron un nivel adecuado de precision de prediccion. La
condicién déptima se predijo utilizando la funcion de deseabilidad, en donde se obtuvo un valor de
0.84, evidenciando un puntaje adecuado en el proceso de optimizacion. El objetivo principal de este
estudio fue maximizar el crecimiento de biomasa de A. platensis y la produccion de ficocianina. Se
establecid que las concentraciones optimizadas utilizando MSR de -0.716 y 1.414, en unidades
codificadas, para urea y KNOg3, respectivamente. Los valores dptimos reales para urea y KNO3 son

0.101 g/L y 4.5 g/L respectivamente.

Ademas, es importante resaltar que las concentraciones de urea tuvieron relacion directa con las
concentraciones de amoniaco. Se observé que los tratamientos que fueron elaborados con mayores
concentraciones de urea, provocaron la muerte de la biomasa microalgal debido a la toxicidad del
medio de cultivo. Sin embargo, en los tratamientos donde los niveles de urea eran bajos, se
incremento la produccion de biomasa y ficocianina, esto suceso se atribuye a la facilidad que tiene
A. platensis para asimilar esta fuente de nitrgeno, sin gasto energético. Durante el periodo de
estudio no existié significancia en el consumo de nitratos, esto se debe a que las concentraciones
elevadas de amoniaco causadas por la presencia de urea en los medios de cultivo, inhiben a los
transportadores especificos de nitratos (NRTs) en el interior de la cianobacteria. Por otro lado,
existié fluctuaciones de consumo fosfatos y sulfatos, se puede atribuir a la produccion de
exopolisacaridos por parte de A. platensis, ademas estos incrementos y decrementos sucesivos

pueden deberse a los residuos de fésforo y azufre de la biomasa muerta.
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Al realizar los analisis de reproducibilidad se observo que el proceso de extraccion y cuantificacion
de ficocianina es reproducible con un valor de 0.07%. Si se obtiene un valor de reproducibilidad

menor al 10 %, significa que el proceso es adecuado.

Finalmente, se recomienda realizar mas estudios para comprender el comportamiento de los
factores estudiados, particularmente del factor urea. Ademas, en futuros estudios se deben evaluar
niveles de urea mas bajos para evitar la toxicidad del medio y lograr mejores respuestas en lo que

respecta al crecimiento de biomasa y produccion de ficocianina.
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8 Anexos

Anexo 1. Tabla de resultados del DDC de las 18 corridas experimentales. Resultados totales de todo el periodo experimental.

Unidades Unidades Resultados (area bajo la curva)
codificadas originales

Bloque Experimento Urea KNO3 Urea KNO3 Biomasa Ficocianina Nitratos Sulfatos Fosfatos Amoniaco
QL)  (9L) (u®) (u®) (u®) (u®) (u?) (u?)

1 1 0.000 1.414 0.150 4500 12.780 2.157  3.822 7.530 2.381 0.107
1 2 0.000 0.000 0.150  2.500 9.540 1.242  2.484 5.460 2.032 0.052
1 3 -1.000 1.000 0.080  3.500 6.660 0.783  2.988 5.190 2.046 0.060
1 4 1414 0.000 0310 2.500 0.900 0.036  2.439 5.340 2.332 0.571
1 5 1.000 -1.000  0.230 1.500 1.020 0.036  2.445 4.890 2.272 0.446
1 6 0.000 -1.414  0.150  0.500 8.760 1.371 1.044 5.130 2.203 0.079
1 7 -1.000 -1.000  0.080 1.500 9.240 1.563 1.599 5.610 2.153 0.055
1 8 -1.414 0.000 0.010  2.500 8.100 1.149  2.448 4.560 2.107 0.031
1 9 1.000 1.000 0.230  3.500 0.600 0.036  3.249 4.290 2.246 0.628
2 10 0.000 1.414 0.150 4500 12.840 2127 3.972 6.300 2.128 0.080
2 11 0.000 0.000 0.150 2500 12.120 1.317  2.787 5.010 1.696 0.069
2 12 -1.000 1.000 0.080 3,500 12.900 1.920 2781 4.770 2.017 0.047
2 13 1414 0.000 0310 2.500 0.900 0.036  2.685 5.550 2.330 0.373
2 14 1.000 -1.000  0.230 1.500 1.020 0.036  2.019 4.590 2.212 0.458
2 15 0.000 -1.414  0.150 0.500 12.540 1.959 1.359 5.130 2.215 0.101
2 16 -1.000 -1.000  0.080 1.500 7.920 1.335  2.046 4.860 2.216 0.070
2 17 -1.414 0.000 0.010 2500 13.200 2424 2517 5.940 2.245 0.029
2 18 1.000 1.000 0.230  3.500 0.660 0.036  3.000 3.750 2.081 0.452
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Anexo 2. Tabla de resultados de biomasa (g/L): datos obtenidos a partir de la técnica de peso seco.

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0.120 0.200 0.160 0.180 0.160 0.170 0.280 0.240 0.260
6 0.360 0.440 0.400 0.300 0.200 0.250 0.240 0.480 0.360
12 0.520 0.500 0.510 0.340 0.340 0.340 0.220 0.560 0.390
18 0.700 0.680 0.690 0.500 1.080 0.790 0.280 0.560 0.420
24 0.980 0.840 0.910 0.720 0.640 0.680 0.460 0.860 0.660
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(g/L) (g/L) (9/L) (9/L) (g/L) (g/L) (9/L) (g/L) (9/L)
0 0.300 0.300 0.300 0.340 0.340 0.340 0.200 0.240 0.220
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.260 0.400 0.330
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.380 0.520 0.450
18 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.560 0.680 0.620
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.320 0.740 0.530
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0.260 0.320 0.290 0.280 0.160 0.220 0.200 0.220 0.210
6 0.380 0.340 0.360 0.300 0.400 0.350 0.000 0.000 0.000
12 0.340 0.500 0.420 0.280 0.440 0.360 0.000 0.000 0.000
18 0.480 0.200 0.340 0.340 0.720 0.530 0.000 0.000 0.000
24 0.420 0.240 0.330 0.580 1.120 0.850 0.000 0.000 0.000
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Anexo 3. Tabla de resultados de ficocianina (g/L).

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.152 0.152 0.012
6 0.019 0.043 0.031 0.016 0.026 0.021 0.152 0.152 0.023
12 0.095 0.115 0.105 0.053 0.053 0.053 0.152 0.152 0.051
18 0.149 0.118 0.133 0.088 0.094 0.091 0.152 0.152 0.097
24 0.181 0.145 0.163 0.088 0.081 0.085 0.152 0.152 0.094
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(g/L) (g/L) (9/L) (9/L) (g/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.059 0.040
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.057 0.082 0.069
18 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.128 0.114
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.087 0.103 0.095
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
0 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012 0.012
6 0.046 0.039 0.042 0.028 0.061 0.044 0.000 0.000 0.000
12 0.058 0.064 0.061 0.036 0.109 0.072 0.000 0.000 0.000
18 0.109 0.080 0.094 0.071 0.141 0.106 0.000 0.000 0.000
24 0.083 0.067 0.075 0.101 0.174 0.137 0.000 0.000 0.000
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Anexo 4. Tabla de resultados del porcentaje (%) de ficocianina.

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240
6 2.151 4.380 3.265 1.806 3.031 2.418 1.508 3.354 2.431
12 9.973 11.323 10.648 5.242 5.287 5.264 4.275 6.859 5.567
18  16.443 12.721 14.582 9.772 9.300 9.536 5.908 14.485 10.196
24 17512 14.236 15.874 8.664 8.697 8.680 4.158 15.500 9.829
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.374 6.114 4.244
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 5.484 8.378 6.931
18 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 11.156 12.993 12.074
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 10.004 10.866 10.435
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240 1.240
6 5.100 4.110 4.605 3.090 6.269 4.680 0.000 0.000 0.000
12 5.842 6.550 6.196 3.780 11.147 7.464 0.000 0.000 0.000
18 12.027 8.879 10.453 7.236 13.466 10.351 0.000 0.000 0.000
24 7.892 6.357 7.125 10.086 17.219 13.652 0.000 0.000 0.000

Elaborado por: (La autora, 2023).
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Anexo 5. Tabla de resultados de consumo de Nitratos NO3z™ (mg/L)

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 141.0 145.0 143.0 102.0 86.0 94.0 115.0 108.0 111.5
6 180.0 183.0 181.5 113.0 87.0 100.0 140.0 133.0 136.5
12 147.0 181.0 164.0 100.0 96.0 98.0 122.0 120.0 121.0
18 153.0 127.0 140.0 97.0 184.0 140.5 112.0 109.0 110.5
24 173.0 192.0 182.5 106.0 109.0 107.5 133.0 95.0 114.0
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 106.0 115.0 110.5 66.0 69.0 67.5 29.0 37.0 33.0
6 117.0 129.0 123.0 151.0 104.0 127.5 56.0 76.0 66.0
12 100.0 89.0 94.5 88.0 69.0 78.5 33.0 51.0 42.0
18 79.0 113.0 96.0 89.0 90.0 89.5 43.0 53.0 48.0
24 115.0 118.0 116.5 93.0 78.0 85.5 55.0 56.0 55.5
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 52.0 52.0 52.0 87.0 78.0 82.5 103.0 122.0 112.5
6 66.0 98.0 82.0 112.0 130.0 121.0 126.0 134.0 130.0
12 81.0 88.0 84.5 103.0 96.0 99.5 146.0 127.0 136.5
18 49.0 83.0 66.0 99.0 94.0 96.5 141.0 109.0 125.0
24 89.0 92.0 90.5 101.0 121.0 111.0 154.0 138.0 146.0
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Anexo 6. Tabla de resultados de consumo de amoniaco NH3 (mg/L)

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 1.50 1.80 1.65 1.40 1.90 1.65 2.20 1.40 1.80
6 13.90 9.70 11.80 3.60 7.00 5.30 2.10 1.50 1.80
12 1.50 1.10 1.30 2.00 1.60 1.80 2.00 1.40 1.70
18 1.20 1.20 1.20 1.70 1.20 1.45 1.50 1.30 1.40
24 1.00 0.80 0.90 1.30 1.50 1.40 6.60 5.70 6.15
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 2.40 2.60 2.50 2.10 2.10 2.10 2.10 2.00 2.05
6 46.50 37.80 42.15 26.20 27.40 26.80 6.50 12.70 9.60
12 31.50 11.40 21.45 23.00 19.60 21.30 1.40 1.20 1.30
18 10.50 8.40 9.45 21.40 18.40 19.90 2.00 1.40 1.70
24 11.00 6.40 8.70 5.20 19.60 12.40 4.40 1.20 2.80
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 0.90 1.00 0.95 0.80 0.90 0.85 2.90 2.70 2.80
6 2.40 3.80 3.10 1.30 1.20 1.25 30.60 30.80 30.70
12 1.30 1.20 1.25 1.40 1.20 1.30 30.40 17.80 24.10
18 2.70 4.20 3.45 1.40 1.30 1.35 28.40 16.80 22.60
24 4.70 3.80 4.25 1.20 1.30 1.25 27.60 17.20 22.40
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Anexo 7. Tabla de resultados de consumo de fosfatos PO,* (mg/L)

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 93.80 94.00 93.90 86.20 76.80 81.50 88.20 91.00 89.60
6 96.80 85.40 91.10 86.40 82.40 84.40 81.60 87.40 84.50
12 101.20 85.60 93.40 89.00 73.00 81.00 84.40 78.80 81.60
18  101.20 93.20 97.20 71.00 59.60 65.30 83.00 80.40 81.70
24  101.40 86.80 94.10 98.40 58.60 78.50 95.80 88.20 92.00
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 107.00 107.20 107.10 110.00 103.00 106.50 104.40 94.60 99.50
6 99.80 100.00 99.90 94.40 87.20 90.80 96.20 95.00 95.60
12 89.40 91.00 90.20 88.40 92.40 90.40 89.00 94.00 91.50
18  101.40 95.20 98.30 91.40 88.60 90.00 81.40 89.00 85.20
24 89.20 97.00 93.10 99.00 97.80 98.40 96.60 87.80 92.20
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 92.80 93.60 93.20 81.60 93.40 87.50 94.00 82.00 88.00
6 82.80 94.20 88.50 85.20 89.20 87.20 97.00 84.40 90.70
12 91.20 89.80 90.50 91.20 98.60 94.90 95.00 91.80 93.40
18 95.80 92.80 94.30 91.00 91.60 91.30 88.80 85.60 87.20
24 85.20 91.40 88.30 86.00 96.00 91.00 93.20 88.00 90.60
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Anexo 8.Tabla de resultados de consumo de sulfatos SO4* (mg/L)

Dia T1 T1 T1 T2 T2 T2 T3 T3 T3
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 210.0 150.0 180.0 180.0 190.0 185.0 170.0 180.0 175.0
6 310.0 220.0 265.0 190.0 170.0 180.0 190.0 160.0 175.0
12 320.0 310.0 315.0 200.0 220.0 210.0 210.0 230.0 220.0
18 370.0 320.0 345.0 250.0 220.0 235.0 240.0 230.0 235.0
24 300.0 250.0 275.0 360.0 260.0 310.0 280.0 170.0 225.0
Dia T4 T4 T4 T5 T5 T5 T6 T6 T6
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio Réplical Replica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 260.0 190.0 225.0 230.0 220.0 225.0 200.0 210.0 205.0
6 170.0 200.0 185.0 190.0 130.0 160.0 180.0 180.0 180.0
12 210.0 260.0 235.0 190.0 180.0 185.0 210.0 200.0 205.0
18 240.0 230.0 235.0 210.0 240.0 225.0 240.0 220.0 230.0
24 280.0 280.0 280.0 220.0 210.0 215.0 250.0 300.0 275.0
Dia T7 T7 T7 T8 T8 T8 T9 T9 T9
Réplical Réplica?2 Promedio Réplical Réplica2 Promedio Réplical  Réplica?2 Promedio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 200.0 190.0 195.0 180.0 220.0 200.0 180.0 180.0 180.0
6 210.0 160.0 185.0 180.0 210.0 195.0 160.0 150.0 155.0
12 250.0 210.0 230.0 160.0 230.0 195.0 180.0 140.0 160.0
18 230.0 230.0 230.0 210.0 280.0 245.0 180.0 170.0 175.0
24 290.0 230.0 260.0 240.0 320.0 280.0 210.0 150.0 180.0
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