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Resumen

Conocer el comportamiento de la fisiologia celular de las microalgas es importante porque el creci-
miento y composicion bioquimica de las mismas puede estar influenciada por la concentracién de
nitrégeno en el medio de cultivo. Se describié la influencia de nitrégeno en el perfil de crecimiento
de Ankistrodesmus sp., que se ha muestreado en la cuenca del rio Itaya, Loreto (Amazonia perua-
na), fue cultivada en medio BG-11 con y sin nitrégeno a pH 7,5 bajo condiciones de aireacion, con
fotoperiodo de 12 horas con luz y 12 horas sin luz, a 25 °C, con una intensidad de luz de 100 pmol
fotones.m2.s!, por triplicado en diecinueve dias; se registraron lecturas iniciales e intercaladas du-
rante el tiempo de evaluacion con un espectrofotdmetro UV/visible Nanodrop. Los resultados indica-
ron que no existid diferencias estadisticas significativas entre el grupo control y el tratamiento con
un p valor de 0,203 y un 95% de confianza, segun la prueba t-student, debido a que el registro de
crecimiento de densidad dptica fue similar entre el control y tratamiento. Por lo tanto, es necesario
investigar los efectos de los demas parametros que afectan el cultivo y por ende el crecimiento de

esta microalga para establecer condiciones dptimas de crecimiento para esta especie.
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Abstract

Knowing the behavior of the cellular physiology of microalgae is important because their growth and
biochemical composition can be influenced by the concentration of nitrogen in the culture medium.
We have described the influence of nitrogen on the growth profile of Ankistrodesmus sp. This Ama-
zonian microalgal species was cultivated in BG-11 medium with and without nitrogen at pH 7,5 under
aerated conditions. The photoperiod used was 12 hours on and 12 hours off at 25 ° C, with a light
intensity of 100 pmol photons.m2.s* and tripled in nineteen days; Initial and interspersed readings
were recorded during the evaluation time with a Nanodrop UV / visible spectrophotometer. The re-
sults indicated according to the t-student test that there were no statistically significant differences
between the control group and the treatment with a p value of 0,203 and 95% confidence, because
the optical density growth record was similar between the control and treatment. Therefore, it is ne-
cessary to investigate the effects of the other parameters that affect the culture and thus the growth
of this microalgae to establish optimal growth conditions for this species.
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INTRODUCCION

Las microalgas son principalmente organismos
acuaticos, microscopicos, fotosintéticos, capa-
ces de utilizar nutrientes como el didéxido de
carbono, el agua y la energia solar para pro-
ducir biomasa, son liberadores de oxigeno con
una célula simple que no tiene raices, tallos u
hojas, crecen rapidamente y pueden duplicar su
biomasa dentro de las 24 horas. En los siste-
mas acuaticos naturales, las microalgas acttan
como pequenos dispositivos de aireacion que
producen oxigeno para otras bacterias y sirven
como sumideros de didxido de carbono porque
fijan este gas (Jia y Yuan, 2016). Las microalgas
requieren para su crecimiento agua, luz, diéxido
de carbono y sales minerales como nitrégeno,
fésforo, potasio entre otros, por ello el medio de
cultivo es una disoluciéon acuosa que transporta
los nutrientes que necesitan las microalgas para
su desarrollo (Hernandez y Labbé, 2014).

Los principales estimulos quimicos para las mi-
croalgas son la deficiencia de nutrientes (nitré-
geno, fdsforo, azufre v silicio), la salinidad y el
pH del medio de cultivo; los estimulos fisicos
son la temperatura y la intensidad luminosa
(Sims y Christenson, 2011). Los principales
factores que afectan el cultivo de las microal-
gas, y por consiguiente su crecimiento, son: las
condiciones ambientales (luz, temperatura, pH,
aporte de nutrientes como: nitrogeno, fosforo,
salinidad y agitacion), especies de microalgas
y forma del recipiente de cultivo. Asimismo,
estos parametros afectan la actividad fotosin-
tética, productividad de biomasa, composicion
fisiolégica y bioquimica de las microalgas. Por
lo tanto, son factores claves para controlar el
curso de los procesos fisioldgicos e inducir al-
teraciones en la composicion bioquimica de las
microalgas (Parmar et al, 2011). Algunos au-
tores, por ejemplo, han trabajado en el cultivo
de especies de Spirulina variando las condicio-
nes de cultivo, con la finalidad de encontrar las
condiciones dptimas que permitan maximizar la
produccion de biomasa o algin metabolito en
particular (Markou, 2012).
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La proporcidon correcta de nitrodgeno y fdosforo
es fundamental para la division celular activa
porque tanto el nitrdgeno como el fésforo son
esenciales para la sintesis de las estructuras ce-
lulares y el crecimiento de las microalgas (Toc-
quin et al, 2012). Asimismo, Daneshvar et al.
(2020) revelaron que las técnicas de cosecha
de la microalga de agua dulce, Scenedesmus
quadricauda y los medios de cultivo (Bold’s Ba-
sal Medium, BBM) son dos factores que afectan
directamente la calidad y cantidad de biomasa.
Del mismo modo la optimizaciéon del medio de
cultivo es una estrategia que puede mejorar el
crecimiento de microalgas (Zhang et al., 2016).

El nitrdgeno es un nutriente importante para la
produccion de biomasa de microalgas. Puede
tener gran influencia en su crecimiento, pero
depende de la cantidad, la disponibilidad vy el
tipo de fuente de nitrogeno (Li et al., 2018).

En varias investigaciones (Cobos et al., 2016b;
Ordég et al,, 2012; Renuka et al., 2017 y Wang
et al, 2018) concluyeron que condiciones de
deficiencia de nitrégeno afectaron el crecimien-
to de especies microalgas reduciendo la proli-
feracion celular. Sin embargo, estas diferencias
pueden ser especificas de la especie microalgal
(Wang et al., 2018) y Cobos et al. (2014) sugie-
re que cada especie de microalga responde de
manera diferente a las condiciones de cultivo,
ademas la curva de crecimiento depende del
tiempo de cultivo y de la adicion de nutrientes
al medio.

La microalga del género Ankistrodesmus per-
tenece a la familia Selenastraceae (Yoon et al.,
2020; Mori et al., 2018 y Da silva et al., 2017).
La especie amazdnica Ankistrodesmus sp. fue
identificada en ambientes acuaticos del area de
concesidn para Conservacion de la Universidad
Cientifica del Perd, en la Cuenca Alta del rio Ita-
ya, ubicada al sur este de la ciudad de Iquitos,
localizada entre los rios Amazonas, Marafidon y
Nanay, Pert (Cobos et al., 2014; Cobos et al.,
2012).

Por lo tanto, es importante y necesario el cul-
tivo de Ankistrodesmus sp. en medio BG-11
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con y sin nitrégeno para describir la influencia
del nitrégeno en el crecimiento de esta espe-
cie asi como conocer el comportamiento de la
fisiologia celular de esta especie en este medio
de cultivo debido a que hay escasos estudios
sobre esta microalga en este medio, ya que el
crecimiento y composicion bioquimica de las
microalgas puede estar influenciada por la con-
centracion de nitrdgeno en el medio de cultivo
(Xin et al, 2010) y concluir si es una buena
estrategia para establecer condiciones optimas
de crecimiento de esta especie para una mayor
produccién de biomasa. Asimismo, los principa-
les componentes de la biomasa son los lipidos,
carbohidratos, proteinas y pigmentos (Zorn et
al, 2017) y sus proporciones cambian mucho
con la alteracién o control de las condiciones de
cultivo (Ikaran et al., 2015; Li et al., 2016; Liao
et al, 2017; Vassilev y Vassileva, 2016; Zhai et
al, 2017). Ademas, desde una perspectiva in-
dustrial, econdmica y biotecnoldgica los cultivos
de microalgas tienen un gran potencial, porque
se pueden obtener varios productos valiosos de
su biomasa, que van desde la nutricién animal
y humana, los cosméticos y los productos far-
macéuticos, a los biocombustibles como el bio-
diesel, biogas e hidrogeno (Zuliani et al., 2016).

Por tal motivo la presente investigacion tiene
como objetivo describir la influencia del nitro-
geno en el perfil de crecimiento de Ankistro-
desmus sp., provenientes de la cuenca del rio
Itaya, Loreto, Peru.

MATERIALES Y METODO

Area de estudio

La microalga amazdnica Ankistrodesmus sp. fue
identificada en ambientes acuaticos del area de
concesion para Conservacion de la Universidad
Cientifica del Perd (UCP) en la Cuenca Alta del
rio Itaya, coordenadas: 03°43’ S y 073°14’ W
(Cobos et al,, 2014), el cual esta ubicado en la
Provincia de Maynas, Departamento de Loreto,
Perd. La investigacion se llevé acabo en el la-
boratorio de Biotecnologia y Bioenergética de
la Universidad Cientifica del Pert, ubicada en la
Av. José Abelardo Quifiones km 2,5, distrito San
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Juan Bautista, provincia Maynas, departamen-
to Loreto. La microalga Ankistrodermus sp. fue
proporcionada por el Banco de cepas de este
laboratorio la cual se mantuvo en tubos de en-
sayo de 10 ml a 25 °C con una intensidad de luz
de 100 pmol fotones.m. st con un fotoperiodo
de 12 h con luz 'y 12 h sin luz (oscuridad) en un
agitador orbital a 200 rpm (Cobos et al., 2016a)
y se cultivaron en lote inicialmente en medio
BG-11 a pH 7,5 después de la cosecha de bio-
masa humeda se cultivaron en lote en medio
BG-11 con y sin nitrégeno a pH 7,5. Los medios
de cultivo BG-11, se esterilizaron en autoclave
antes de su uso. La composicién del medio BG-
11 estan detallados en Cobos et al. (2016a).

Cultivos iniciales de la microalga Ankis-
trodesmus sp.

Inicialmente la suspensidon microalgal de Ankis-
trodesmus sp. se mantuvo en tubos de ensayo
de 10 ml a 25 °C con una intensidad de luz
de 100 pmol fotones.m. st con un fotoperiodo
de 12 h con luz y 12 h sin luz (oscuridad) en
un agitador orbital a 200 rpm. Conforme se in-
cremento la densidad celular de los cultivos se
transfirieron a matraces de 50, 100, 250, 500,
1000, 2000 ml hasta llegar a volimenes de 5 L
en aireacion, agitacion manual, con fotoperiodo
de 12 h con luz 'y 12 h sin luz a 25 °C (Cobos et
al., 2016a). El cultivo de 10 L de esta especie se
realizd en 12 semanas. Ademas, se realizaron
monitoreos a los cultivos mediante observacio-
nes al microscopio de luz invertida cada vez que
se afiadié medio BG- 11.

Cosecha de biomasa humeda de la mi-
croalga Ankistrodesmus sp.

La cosecha de la microalga Ankistrodesmus sp.
para la obtencion de biomasa himeda, se rea-
liz6 mediante centrifugacion de 10 L de cultivo
de esta especie. Para ello, se distribuyd 200 ml
del cultivo en cuatro tubos de plastico Falcdn de
50 ml y se centrifugd a 4500 rpm x 10 minutos
a 4 °C. Se descarto el sobrenadante e inmedia-
tamente se afiadid mas cultivo en los mismos
tubos, se volvid a centrifugar bajo las condicio-
nes indicadas. Estos procedimientos se repitie-
ron hasta obtener toda la biomasa microalgal
humeda de los 10 L de cultivo. A esta biomasa
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humeda obtenida se lavd con suero fisioldgico
(NaCl), por cada 35 ml de biomasa himeda se
afnadio 15 ml de este suero y se volvid a centri-
fugar bajo las mismas condiciones. Se obtuvie-
ron en total 90 ml de biomasa himeda.

Cultivos de la microalga Ankistrodesmus
sp. en medio BG-11 con y sin nitrogeno
Los 90 ml de biomasa himeda obtenida de esta
especie fue distribuida en seis partes iguales
(15 ml) en matraces de 1000 ml, de los cuales
tres matraces contenian previamente 900 ml de
medio BG11 con nitrogeno (es decir que el me-
dio de cultivo BG-11 esta con todas las sales co-
rrespondientes a la composicion de este medio,
entre ellas las sales que contienen nitrogeno)
que fueron los controles positivos (medio com-
pleto) y tres matraces contenian previamente
900 ml de medio BG11 sin nitrogeno que fue-
ron los tratamientos o grupos experimentales
(medio incompleto), realizandose ensayos por
triplicado. Estos cultivos se sometieron a flujo
de aire constante con fotoperiodo 12 h con luz y
12 h sin luz, a 25 °C con una intensidad de luz
de 100 pmol fotones.m?2.s! (Figura 1).

Procedimiento de registros del creci-
miento de la microalga Ankistrodesmus
sp. con un espectrofotometro UV/visi-
ble Nanodrop 2000 C

Los registros de crecimiento de esta especie se
realizaron mediante lecturas iniciales e interca-
ladas con un espectrofotémetro UV/visible Na-
nodrop 2000 C por un periodo de diecinueve
dias. Se midi6 la absorbancia (densidad optica)
para una muestra de cultivo de 3 pl. Este sis-
tema retiene la muestra entre dos fibras opti-
cas gracias a la tensién superficial (Cobos et
al., 2016a). El procedimiento constd de los si-
guientes pasos: 1) En el software que controla
el espectrofotometro se selecciond la opcidn de
lectura de células a 680 nm (longitud de onda
que absorben las clorofilas). 2) Se realizo la lec-
tura basal (blanqueo) poniendo 3 pl del medio
de cultivo BG-11 en el sensor. 3) Se leyé el mis-
mo volumen del cultivo microalgal. El flujogra-
ma del procedimiento del perfil de crecimiento
realizado se muestra en la Figura 2.
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Analisis estadistico

Los datos registrados fueron tabulados en hojas
de cdlculo de Microsoft Excel 2016, se deter-
mind el promedio, desviacion estandar y para
elaborar la curva de crecimiento se empled
este programa, luego los datos se sometieron a
prueba de normalidad de Kolmogorov-Smimov
(Tabla 1), se realizd la prueba t-student para
conocer si existen diferencias estadisticas signi-
ficativas entre el grupo control y el tratamiento
en el perfil de crecimiento al 95% de intervalo
de confianza (valor de p < 0,05) en el progra-
ma estadistico IBM SPSS Statistics version 22
(Tabla 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

La distribucion de perfil de crecimiento de An-
kistrodesmus sp. en medio BG-11 con y sin
nitrégeno fue normal de acuerdo a la prueba
de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (Tabla
1) y con la prueba t-student se evidencid que
no existié diferencias estadisticas significativas
entre el grupo control (medio BG-11 con nitré-
geno) y el tratamiento (medio BG-11 sin nitro-
geno) debido a que el p valor obtenido (p =
0,203) fue mayor a 0,05 con un 95% de nivel
de confianza (Tabla 2). Sin embargo, a pesar
de presentar un comportamiento similar entre
control y tratamiento se pudo diferenciar fases
de crecimiento de esta especie sobre todo en el
tratamiento debido a la ausencia de nitrégeno.
En la Figura 3 se presentan los valores prome-
dios de densidad dptica obtenidos de Ankistro-
desmus sp. en medio BG-11 con y sin nitrégeno
en un periodo de evaluacion de diecinueve dias.

El perfil de crecimiento de la especie Ankistro-
desmus sp. en el tratamiento (sin nitrégeno) se
inicid con una densidad 6ptica (DO) de 0,386
tal como se indica en la Tabla 3. Al séptimo dia
de evaluacion se observd la fase de adaptacién
con un valor de DO de 0,442; en esta fase el
ligero incremento de la densidad dptica se de-
bid a que las células de la microalga se estaban
adaptando a las nuevas condiciones del medio
(Garcia-Romeral et al, 2017). La fase expo-
nencial se evidencid a los diecisiete dias (DO =
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Cultivos iniciales de la microalga Cosecha de biomasa hiimeda de Cultivos de la microalga
Ankistrodesmus sp. la microalga Ankistrodesmus sp. en medio
Ankistrodesmus sp. BG-11 con Yy sin nitrogeno

15 mL Biomasa Himeda + 900 mL 15 mL Biomasa Humeda + 900 mL
BG 11 con N (+) en cada matraz de BG 11 sin N (-) en cada matraz de
1000 mL 1000 mL
> 4 = /
V V
Lecturas Intercaladas por 19 dias al Lecturas Intercaladas por 19 dia al
Espectrofotémetro Nanodrop 2000 Espectrofotdmetro Nanodrop 2000
AN /

Figura 2. Flujograma del procedimiento del perfil de crecimiento de la especie Ankistrodesmus sp.
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Tabla 1. Prueba de normalidad de Kolgomorov-Smirnov de la densidad optica a 680 nm.

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision

La distribucion del perfil de crecimiento Prueba de Kolmogo-
es normal con la media 0,431 y la des- rov-Smirnov para una 0,200 Conserve la hipotesis nula.
viacion estandar 0,07. muestra.

Tabla 2. Prueba t-studen de registros de densidad dptica del cultivo de Ankistrodesmus sp. en
medio BG-11 con y sin nitrégeno.

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene de . .
Calidad de Prueba t para igualdad de medias
varianzas
Perfil de crecimiento < Difer- Diferen- 95%_ de intervalo_ de
. 19 hcia ciade ¢confianza de la dife-
F Sig. t gl (bilat- de me- error es- rencia
eral) dias tandar  Inferior Superior
se as”?;igl‘éi”anzas 1,375 0,256 -1,322 18,000 0,203 -0,042 0,032 -0,109 0,025
No se asumen varianzas -1,322 16,781 0,204 -0,042 0,032 -0,109 0,025
iguales
—e— Con Nitrégeno =—#=Sin Nitrégeno
0,60 T
0,55 +
€ 0,50 +
[ =
o
o]
© 045 4
©
8
(8]
S 0,40 +
=
2
-2 0,35 +
0,30 +
0,25 } } } } } } } } }
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo de cultivo (dias)

Figura 3. Curvas de crecimiento de densidad dptica de Ankistrodesmus sp. cultivada en medio
BG.11 con y sin nitrégeno en 19 dias de evaluacion.
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0,547) en esta fase la division celular se incre-
mentd en funcion del tiempo, este incremen-
to de la poblacién existente se debid a que las
células estuvieron asimilando los nutrientes en
el medio y su proceso de reproduccion asexual
fue activo (Garcia-Romeral et al.,, 2017). A los
diecinueve dias se observd una pequefa fase
de declinacion relativa del crecimiento (DO =
0,487) en esta fase la divisidn celular fue lenta
cuando los nutrientes fueron consumidos y su
carencia limitd su crecimiento (Garcia-Romeral
et al, 2017) como se observa en el perfil de
crecimiento de la Figura 3.

Asimismo, el perfil de crecimiento de la especie
Ankistrodesmus sp. en el control (con nitrége-
no) se inicié con una densidad dptica de 0,328
tal como se indica en la Tabla 3. Al quinto dia de
la evaluacion experimental se observo la fase
de adaptacion con un valor de densidad optica
de 0,342; en esta fase el ligero incremento de
la densidad Optica se debid a que las células
de Ankistrodesmus sp. se estaban adaptan-
do a las nuevas condiciones del medio segun
como lo afirma Garcia-Romeral et al.,, 2017. A
los diecinueve dias se observd un incremento
exponencial hasta un valor de densidad dptica
de 0,539; en esta fase la division celular se in-
cremento en funcion del tiempo, el incremento

Nitrégeno y el crecimiento de Ankistrodesmus sp. (alga)

de la poblacidn existente se debi6 a que las cé-
lulas estan asimilando los nutrientes del medio
y su proceso de reproduccion asexual fue activo
(Garcia-Romeral et al., 2017), como se observa
en el perfil de crecimiento de la Figura 3.

Los resultados del presente estudio no son
comparables con Cobos et al. (2016b) porque
varian en relacidon a las condiciones de cultivo
para la especie Ankistrodesmus sp. como: me-
dio de cultivo y periodo de evaluacion, quienes
indicaron que se evidencié un mejor crecimiento
de estas especies microalgales: Ankistrodesmus
sp., Ankistrodesmus nannoselene, Chlorella sp.,
Scenedesmus sp. Yy Scenedesmus quadricau-
da, en medios de cultivo CHU con nitrégeno y
fue Ankistrodesmus sp., la especie que alcanzé
mayor crecimiento microalgal en un periodo de
evaluacion de seis dias. También no son com-
parables con Wang et al. (2018) porque se di-
ferencian en relacion a la especie microalgal y a
las condiciones de cultivo como: medio de cul-
tivo, parametros de cultivo y tiempo de evalua-
cién, quienes demostraron que condiciones de
deficiencia de nitrégeno afectaron el crecimien-
to de las microalgas oleoginosas eustigmatdfi-
las, en lo que respecta a su composicion fisio-
l6gica y bioquimica. Sin embargo, concuerdan
que estas diferencias pueden ser especificas de

Tabla 3. Perfil de crecimiento de la especie Ankistrodesmus sp. cultivada por triplicado en 19 dias

de evaluacion.

Densidad optica de la especie Ankistrodesmus sp.

Tiempo  Control1  Control2  Control 3 _ m.li-:ttz-1 m.li-;itti-z m.li-;ttz-3 _
de Cyltlvo . (Fon . (Fon . (’Con Promedio (Sin nitré- (Sin nitré- (Sin nitro- Promedio

(Dias) nitrogeno) nitrogeno) nitrégeno) geno) geno) geno)
1 0,304 0,357 0,322 0,328 + 0,027 0,405 0,409 0,344 0,386 + 0,036
3 0,318 0,321 0,335 0,325 + 0,009 0,344 0,346 0,454 0,381 + 0,063
5 0,341 0,353 0,333 0,342 £ 0,010 0,387 0,337 0,367 0,364 + 0,025
7 0,375 0,366 0,337 0,359 + 0.020 0,408 0,407 0,511 0,442 £ 0,060
9 0,382 0,339 0,359 0,360 + 0,022 0,407 0,402 0,520 0,443 + 0,067
11 0,427 0,406 0,401 0,411 £ 0,014 0,444 0,451 0,494 0,463 £ 0,027
13 0,446 0,432 0,467 0,448+ 0,018 0,532 0,469 0,490 0,497 + 0,032
15 0,500 0,474 0,417 0,464 + 0,042 0,585 0,430 0,520 0,512 + 0,078
17 0,541 0,555 0,478 0,525 + 0,041 0,532 0,509 0,601 0,547 + 0,048
19 0,577 0,487 0,554 0,539 + 0,047 0,402 0,485 0,574 0,487 + 0,086
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la especie. Asimismo, discrepan con Renuka et
al. (2017) quienes argumentaron que el cultivo
de microalgas en condiciones de inanicion de
nitrégeno suele ir acompanada de la inhibicion
del crecimiento de microalgas.

Asimismo, concuerdan con Nahidian et al.
(2018) en lo inferido sobre el medio de cultivo
BG-11, quienes revelaron que la microalga de
agua dulce Haematococcus pluvialis cultivadas
en medio BG-11 presentd un ligero retraso en
su crecimiento en comparacién con las que fue-
ron cultivadas en medio BBM. Del mismo modo,
concuerdan con Cobos et al. (2014) quienes
argumentaron que cada especie de microalga
responde de manera diferente a las condicio-
nes de cultivo, ademas la curva de crecimiento
depende del tiempo de cultivo y de la adicion
de nutrientes al medio. Por lo tanto, ante con-
diciones de estrés fisioldgico el comportamiento
de las microalgas es variable entre las distintas
especies (Shin et al., 2018; Arias et al., 2013).

Arredondo y Voltolina (2007) argumentaron que
el crecimiento de un cultivo de microalgas esta
expresado como el incremento de biomasa, sea
determinado por densidad dptica o peso seco.
Por consiguiente, debido a que por lo general el
contenido de metabolitos como: lipidos, carbo-
hidratos, proteinas en la biomasa de las micro-
algas varia en dependencia de la especie y de
las condiciones de cultivo (Lin et al., 2018), se
requiere estudiar cada caso por separado para
establecer las mejores condiciones de cultivo
que optimicen la produccion de estos metaboli-
tos. No obstante, hace falta el desarrollo de tec-
nologias que disminuyan el costo de produccion
de biomasa (Castillo et al,, 2017; Fernandez et
al., 2012).

CONCLUSION

No existe diferencias estadisticas significativas
en el perfil de crecimiento de la microalga An-
kistrodesmus sp. en condiciones de ausencia y
presencia de nitrogeno. Sin embargo, se pudo
diferenciar fases de crecimiento de esta especie
sobre todo en el tratamiento debido a la ausen-
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cia de nitrégeno.
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