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Optimizacion de la produccion de biomasa de Chlorella
vulgaris.

Autora: Bach. Lizbeth Angélica Maguifia Avalos.
Asesoras: Mg. Paula Garcia Godos Alcazar y Mg. Marta Romero Viacava.

RESUMEN

El presente frabajo de investigacion se realizd6 en los laboratorios de Botanica y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San
Cristébal de Huamanga, entre los meses de agosto del 2009 a enero del 2010, tuvo por
objetivos: aislar la especie de Chlorella vulgaris de los recursos hidricos de la ciudad de
Ayacucho, identificar la especie de Chlorella vulgaris utilizando la clave para algas en
abastecimientos de agua y determinar el pH, la temperatura y las vitaminas para la
optima produccion de proteina unicelular a partir de Chlorella vulgaris de los recursos
hidricos de la ciudad de Ayacucho. Para optimizar los parametros se cultivd la microalga
Chlorella vulgaris, previamente aislada e identificada, en un medio para microlagas, estas
muestras unialgales fueron incubadas a diferentes temperaturas (25, 30 y 35 °C), a pH de
(7,0, 8,0 y 9,0) y con las vitaminas de biotina, cobalamina y tiamina por un periodo de 30
dias. La productividad se determiné en funcién de la biomasa unialgal producida, medida
en funcion de la concentracion de proteinas obtenida. De acuerdo a los resultados las
mejores condiciones para la mayor velocidad de crecimiento la de biomasa fueron a un
nivel de pH de 9,0 a una temperatura 35 °C, con biotina se obtuvo (2,2127g), a diferencia
que la mayor concentracion de proteinas se obtuvo a 30 °C, pH 7,0 con biotina dandonos
(11,53 mg/mL) y un porcentaje de proteinas de 28,85 %. Estos resultados nos muestran
valores importantes de proteina a partir de organismos unicelulares, que es una
alternativa de facil accesibilidad, bajo costo y alto rendimiento.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, proteina unicelular, microalga.



. INTRODUCCION

El crecimiento de los problemas al que se enfrenta la humanidad es proporcional
al crecimiento poblacional. El déficit energético, de alimentos, de agua, de
terreno habitable y productivo, de medicamentos, junto a otros renglones,
aumenta de manera tal que se hace imprescindible la busqueda de nuevas
fuentes de recursos que permitan disponer de materia prima para el constante

desarrollo y preservar la existencia de los seres vivos (Gomes, 2008).

La produccién de algas y la obtencién de sus productos derivados ha sido tal vez
uno de los campos menos explorados de la biotecnologia a nivel mundial, en
cambio ya no solo se ven a las algas, especificamente las microalgas, como las
potenciales despensas mundiales de proteina, sino que se ha avanzado con
grandes éxitos en la obtencién de productos bioactivos tanto para la industria
farmacéutica y cosmeética, asi como en la obtencién de suplementos alimenticios

y nutricionales de consumo humano y animal (Villanueva et al., 1996).

La produccion de alimentos con proteina de calidad nutricional se ve limitada por
diversas razones como: el deterioro del suelo, el costo de los fertilizantes
quimicos y el agua. Por ello, se propone otras alternativas como la obtencién de

proteina microbiana, biomasa o conocida como "Single Cell Protein” (SCP).



El término proteina unicelular significa alimentos proteicos derivados de
microorganismos unicelulares, el valor bioldgico de una proteina depende
fundamentalmente de su composicion en aminoacidos esenciales,
caracterizandose las microalgas por habitar todos los cuerpos de agua donde

existan las condiciones mas simples para crecer (Abalde ef al., 1997).

Por ofro lado, el cultivo de microalgas se presenta como una de las mejores
alternativas para la soluciéon de problemas mundiales como el tratamiento de
aguas residuales y el calentamiento global, ya que sus propiedades

fotosintéticas las llevan a ser captadores de CO, en altas concentraciones.

Existe hoy en dia la necesidad de producir grandes cantidades de proteina a
partir de productos alimenticios de faci accesibilidad, bajo costo y alto
rendimiento, lo que ha llevado a plantear investigaciones en la busqueda de este
importante alimento a partir de organismos unicelulares, pues las fuentes
convencionales como la agricultura, ganaderia y pesca no satisfacen totaimente
la demanda, siendo la microalga Chlorella vulgaris una fuente importante de
produccion de proteinas (Salcedo, 1996). Por lo que la presente investigacion se

planted los siguientes objetivos:

»  Aislar la especie de Chlorella vulgaris de los recursos hidricos de la ciudad
de Ayacucho.

» Identificar la especie de Chlorella vulgaris utilizando la clave para algas en
abastecimientos de agua.

»  Determinar el pH, la temperatura y las vitaminas para la 6ptima produccion
de proteina unicelular a partir de Chlorella vulgaris de los recursos hidricos

de la ciudad de Ayacucho.



i MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Los microorganismos como hongos, bacterias, cianobacterias y microalgas han
sido utilizados en la alimentacion humana como fuente de proteinas y vitaminas

durante siglos (Andreo y Vallejos, 1996).

Cuando se inicié el proceso de conquista y colonizacion por los espafoles en el
antiguo Imperio Azteca, los nativos incluian en su dieta diaria una especie de
espuma verde azulada que abundaba en la superficie del lago Texcoco, sobre la
gue estaba asentada la ciudad de Tenochtitlan, donde actualmente se encuentra
Ciudad de Meéxico, los aztecas llamaban a este alimento Tecuaithal (Truijillo,

1995).

El concepto de produccidon masiva de microalgas se llevé a cabo por primera vez
en Alemania durante la Segunda Guerra Mundial, dirigido a la produccién de
lipidos para su uso como fuente de combustible utilizandose las microalgas
Chlorella pirenoidosa y Nitzschia palea y después comenzd a considerarse las

biomasas microalgales como un suplemento importante e incluso capaz de



reemplazar a las proteinas animales o vegetales convencionales para consumo
directo del ganado o del hombre. Asi, a partir de 1948, un grupo de cientificos de
la Carnegie Institution of Washington, realizaron el primer trabajo sistematico que
establece los fundamentos cientificos del cultivo masivo de microalgas, el
objetivo de este proyecto era de utilizar la microalga verde Chlorella para la

produccion a gran escala de alimentos (Jagnow y Dawid, 1991).

Durante los afios 50, el interés mundial por la busqueda de proteinas para la
alimentacion amplié los estudios a otras microalgas de agua duice como
Scenedesmus, Coelastrum y Spirulina, encontrando otras aplicaciones. Oswald
et al. de la Universidad de California, Berkeley, sugirieron la aplicacion de
cultivos masivos de microalgas para el tratamiento de aguas residuales y
produccion de proteinas simuitaneamente, asimismo se desarroliaron sistemas
para la produccién masiva de microalgas para la bioconversiéon de energia solar

en metano (Martin, 1992).

Bertoldi y et al. (2008), de la Universidad Federal de Santa Catarina (UFSC)
Brasil, investigaron que el cultivo de microalgas representa una fuente potencial
de biomasa rica en clorofila y minerales, tales como: fésforo, hierro, manganeso,
cobre, zinc, magnesio y calcio, el cual tuvo como objetivos evaluar la
composicion de los minerales, asi como determinar el nivel de clorofia A y B de
la microalga Chlorella vulgaris cuitivadas en las aguas residuales hidroponicos
en tres concentraciones diferentes en comparaciéon con un grupo control. Los
resultados mostraron que los niveles de clorofia A y B de las microalgas no
mostraron diferencias significativas entre los cultivos. En cuanto a la composicién
de minerales, la Chiorella cultivada en las soluciones residuales mas

concentradas, fueron mas altos en comparacion con los otros cultivos



establecidos. De esta manera, la biomasa de Chlorella vulgaris demostré ser una
fuente potencial de clorofila y minerales, cuando se cuitivan en una solucion de
aguas residuales hidropénico, el cual permite el uso de estos residuos de forma

sostenible.

Ohse et al. (2009), de ia Universidad Estatal de Ponta Grossa (UEPG). Brasil,
determinaron el aumento de CO, y otros gases de efecto invernadero que han
generado un debate mundial sobre el cambio climatico y favorecer el desarrolio
de estrategias de mitigaciéon. E! trabajo, incluye el secuestro de CO:z a través de
la produccién de microalgas acuaticas. Por esta razén, desarrollaron un estudio
para determinar el carbono, hidrégeno, nitrégeno, proteinas y la produccion de
biomasa seca de nueve especies de microaigas marinas (Nannochloropsis
oculata, Pseudonana thalassiosira, Tricornutum phaeodactylum, Isochrysis
galbana, Tetraselmis suecica, Tetraselmis chui, Chaetoceros muelleri,
Thalassiosira fluviatilis y Isochrysis sp.) y de agua dulce (Chlorella vulgaris), en el
cultivo autotréfico parado a fin de identificar el carbono mas productivas y mas
capaces de fijar. Ei experimento se realiz6 en la casa cada vez mayor, de la
Universidad Federal de Santa Catarina, con iluminacién continua y la radiacién
alrededor de 150 p mol m2 s, temperatura de 25 + 2 °C, suplementario
constante de aire, y los frascos utiizados con 800 mi de medio de cultivo. El
disefio experimental fue de bloques al azar con tres repeticiones en el tiempo.
Las especies Chlorella vulgaris y Tetraselmis suecica son menos productivos. En
lo que tiene por objeto complementar la alimentacion, las especies Chlorella
vulgaris y Tetraselmis Chui se consideran interesantes, ya que tienen aitos
niveles de C, N, H y proteina. Las especies Nannochloropsis Oculata,
Thalassiosira pseudonana y Chlorella vulgaris tienen altos niveles de C,

mostrando una alta capacidad de fijar carbono.



En 1998, Guzman evalué las posibiidades de algunas microalgas unicelulares
con vistas a la produccién de biomasa con variadas aplicaciones destacando su
destino para la suplementacién proteica en alimentacién animal a la vez que se
plantea la potencialidad para la sintesis de sustancias valiosas. Se conjuga este
objetivo con la existencia en la region de Murcia de unas condiciones de
temperatura y luminosidad supuestas idéneas para este cultivo. Se tiene en
cuenta la disponibilidad de grandes cantidades de subproductos de origen
animal, tales como los purines de cerdo para su utilizacion en una primera etapa
como parte de los sustratos a utilizar, aprovechando la circunstancia para
contribuir a la eliminacién de estos subproductos altamente contaminantes y de
dificil eliminacién por sistemas convencionales. En conjunto esta tesis supone
aportaciones al conocimiento de las microalgas y sus posibilidades desde sus
distintos aspectos, entre los que pueden citarse: revisién sistematica de
conocimientos sobre el cultivo de microalgas, contribucién propiamente dicha al
conocimiento cientifico y al desarrollo tecnolégico de la produccién intensiva de
microalgas, adecuacion de los sistemas de cultivo de microalgas y procesado de
la biomasa a las caracteristicas de clima y luminosidad de la regién de Murcia,
desarrollo de wuna planta piloto a una razonable magnitud de escala,
aprovechamiento del reservorio de nutrientes que suponen los purines de cerdo
para la confeccidbn de sustratos sobre los que desarrollar las microalgas y
dedicacién preferente de la biomasa como suplemento proteico en alimentacién
animal con futuras posibilidades de cultivos limpios para alimentacién humana,
valoracién bromatolégica de la biomasa. Para el estudio experimental se han
seleccionado las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus. Se han
realizado ensayos de digestibilidad y valor biolégico de proteinas procedentes de
microalgas cultivadas sobre purines, utilizando los métodos de Tomas-Mitchell,

con ratas wistar jovenes (Kuklinski, 2003).



2.2. Aspectos genéricos de las microalgas

Las microalgas son organismos que pueden vivir en estado libre, formar
agregados y colonias, lo que constituye un rudimentario principio de
organizacion superior. Las microalgas pueden ser autotrofas y heterétrofas de
acuerdo a la obtencion de sus nutrientes y son plantas microscoépicas,
fotosintéticas, no vasculares, poseen estructuras reproductoras simples y flotan

libremente, pero con movilidad limitada (Diez, 2001).

En un sentido amplio y desde el punto de vista biotecnolégico, el término
microalgas hace referencia a aquellos microorganismos unicelulares que
contienen clorofila “a” y/u otros pigmentos fotosintéticos similares, capaces de

realizar fotosintesis oxigénica (Anupama y Ravindra, 2000).

La reproduccion de las microalgas puede ser asexual, por divisiéon longitudinal,
transversal, o por medio de esporas, como ocurre en las algas unicelulares
sexuales, en la que dos células o gametos, procedentes de individuos distintos

se unen para dar una célula huevo (De La Cruz y Alfonso, 1998).

Pese a las grandes diferencias estructurales, fisiolégicamente ambos tipos de
microalgas, procariotas y eucariotas, son similares y poseen un metabolismo
fotosintético similar al de las plantas superiores. Las microalgas, seres
unicelulares muy variados en tamafio y forma, existen en casi todos los habitats
conocidos. La mayor parte pertenecen a habitats acuaticos, tanto marinos como
dulceacuicolas, aunque algunas viven en tierra. Los mares y océanos contienen
enormes cantidades de algas plancténicas, estimandose que el 90% de la
fotosintesis total de la tierra es realizada por estos vegetales acuaticos. El

numero de taxones es elevado y en la actualidad es un recurso practicamente



inexplorado, ya que solamente unas 50 especies han sido estudiadas con detalle

desde el punto de vista fisiolégico y bioquimico (Andersen, 2005).

Desde una perspectiva nutricional ha sido considerada como un alimento
completo (cada célula es una planta con todos sus atributos), puro (no contiene
sustancias ni aditivos quimicos o insecticidas) y natural (no se industrializa para

su consumo) (Morist et al.,, 2001).

2.2.1 Chilorella spp.

La microalga Chlorella es el organismo vegetal con mayor concentracion de
clorofita, ademas, es el sistema natural existente que a través de la alimentacion
puede transmitir al ser humano la energia procedente del sol. Una vez en el
organismo la clorofila activa las enzimas imprescindibles para una adecuada
asimilaciéon de los nutrientes y para su combustion proceso que permite
convertirlos en energia. Ademas, se da la circunstancia de que las células de
clorofia y las de los gldbulos rojos presentan una estructura muy similar
(unicamente se diferencian por el atomo central, en hemoglobina que es el hierro
y en la clorofila que es el magnesio). Similitud que la convierte en un excelente
ténico para la sangre en caso de anemias. El alga Chlorella también contiene
cantidades muy significativas de vitamina C, betacaroteno {provitamina A),
vitamina B1 (tiamina), B2 (riboflavina), B3 (niacina), BS (acido pantoténico), B6
(acido folico) y B12, vitaminas E, H (biotina) y K, colina, inositol y acido para-

aminobenzoico (Madigan et al., 1999).

En cuanto a sus minerales la composicién incluye fésforo, potasio, magnesio,
zinc, hierro, calcio, manganeso, cobre, yodo y cobalto (siendo su alto contenido

en hierro y zinc de gran importancia nutricional para los vegetarianos). De los



acidos grasos que contiene esta microalga casi el 80% son de tipo insaturado y

por tanto, beneficiosos para la salud (Trevan y Boffey, 1995).

Se sabe que la Chiorella contiene casi un 60% de proteinas de alta calidad
biologica siendo su contenido proteico mucho mayor que el de la soja o la carne
de vaca. Es mas, contiene todos los aminoacidos, incluidos los llamados
esenciales que son necesarios obtener a través de la dieta en proporciones
equilibradas, ingerir cantidades suficientes de proteinas es fundamental para
mantener una buena salud y evitar por ejemplo la falta de energia, la fatiga, la
perdida de elasticidad de la piel, las dolencias de los huesos, etc. (Madigan et

al., 2004).

No existe ningun tipo de toxicidad con relacion al consumo de Chlorella, es
imposible la sobredosis, puede existir fotosensibilidad en personas que tomen
elevadas dosis de Chlorella, formacién de gases y flatulencias, debido al
aumento del peristaltismo intestinal, no existe incompatibilidad con café, té

alcohol, tabaco, ni cualquier tipo de farmaco (Darley, 1997).
2.2.2 Chlorella vulgaris

Determinada segun el sistema de Clasificacion de Engler and Prantl, modificado
por Melchor en 1904, y es como sigue:

DIVISION : CHLOROPHYTA

CLASE : CHLOROPHYCEAE
ORDEN : CHLOROCOCCALES
FAMILIA : OOCYSTACEAE

GENERO  : CHLORELLA

ESPECIE . Chiorella vulgaris Beij.



Entre las principales caracteristicas fisico — quimicas que presenta Chlorella
vulgaris son: es una microalga esférica, contiene los pigmentos verdes
fotosintetizadores de clorofila a y b en su cloroplasto, posee aspecto regular,
forma redonda ovalada, con un didmetro promedio de 8.5 ym, unicelular de agua
dulce, sin flagelo, con una resistente membrana celular que protege su
estructura organica, con o sin pirenoides dependiendo la especie, presenta un
nucleo, se reproduce en corto tiempo y cada alga se puede subdividir en cuatro
nuevas células cada 16 a 20 horas, ciclo de vida medio de 10,5 horas,
temperatura 6ptima 25 °C, alto porcentaje proteico 70% de su composicién

quimica, pH 6,5 — 7,5 (Bailey y Scott, 1998).

Tabla N° 1. Composicion bioquimica (%) de la biomasa de Chlorella

vulgaris

Componentes Porcentaje(%)
Pérdidas por desecacion 7,18
Nitrégeno total 7,13
Proteina bruta 4456
Proteina verdadera 32,25
Carbohidratos 16,00
Fibra cruda 8,20
Lipidos 0,29
Cenizas 8,90
Acidos nucleicos totales 5,69

Fuente: Morris (1999).
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La microalga Chlorella vulgaris contiene el llamado “Factor de Crecimiento de la
Chiorella® (CGF), fitorwtriente que la hace unica. Pero también por sus
innegables propiedades terapéuticas para estimular el crecimiento, fortalecer el
sistema inmune, se comporta directamente como un antioxidante, eliminando los
radicales libres que pudieran generar graves dafos en el organismo, mejora la
digestiéon, ayuda a cicatrizar las heridas cutaneas, a regenerar las células de la
piel y desintoxicar el organismo de metales pesados y toxicos (Arredondo y

Vasquez, 1996).

2.3. Produccién de proteinas unicelulares

Las microalgas pueden ser producidas usando una amplia variedad de métodos,
desde métodos de laboratorio totalmente controlados a métodos en tanques

abiertos y menos controlados (Crueger y Crueger, 2000).

Los recipientes de cultivo mas comunes usados para el desarrollo éptimo de las
microalgas son los materiales no téxicos como las placas de Petri, matraces de
Erlenmeyer, carboys, etc., adecuadas para cultivos de laboratorio. En cultivos
masivos la aireacion es un factor muy importante para la homogenizacion de los
nutrientes y evitar la sedimentacion de las microalgas, el crecimiento y la division
celular son afectadas por la intensidad de la luz y el foto periodo (horas de
luminacion y oscuridad) y también existe una influencia de la temperatura

(Collins y Lien, 1994).

Los parametros de optimizacién fisico-quimicos para la produccion de proteina
unicelular de Chlorella vulgaris se deben controlar diariamente para asegurar el

buen desemperio del experimento (Saldafa-Acosta, 1989).

11



2.3.1 El pH

Es una medida de la acidez o alcalinidad de una solucién, tipicamente va de 0 a
14,0 en disolucién acuosa, siendo acidas las disoluciones con pH menores a 7,0
y alcalinas las que tienen pH mayores a 7,0. El pH = 7,0 indica la neutralidad de

la disolucion, la sigla significa “potencial de hidrégeno” (Harris, 1992).

El pH 6ptimo para la microalga Chlorella vulgaris es de 7,0 — 8,0 para obtener

mayor cantidad de biomasa.

2.3.2 La temperatura

Esta relacionada directamente con la parte de la energia interna conocida como
"energia sensible”, que es la energia asociada a los movimientos de las
particulas del sistema, a medida que es mayor la energia sensible de un
sistema, se observa que esta mas "caliente"; es decir, que su temperatura es

mayor (Chang, 2006).

A un promedio de 30 °C, se observa que las microalgas de chlorella vulgaris

tienen mayor produccién de proteinas unicelulares.

2.3.3 Las vitaminas

2.3.31 Vitamina B; (Tiamina). Desempenfa un papel fundamental en el
metabolismo de los glucidos y lipidos, es decir, en la producciéon de energia y

favorece el crecimiento y ayuda a la digestién de carbohidratos.

12



2.3.3.2 Vitamina H (Biotina). Es una coenzima que participa en la transferencia
de grupos carboxilo, interviene en las reacciones que producen energia y en el
metabolismo de los acidos grasos, interviene en la formacion de la glucosa a

partir de los carbohidratos y de las grasas.

2.3.3.3 Vitamina B, (Cobalamina). Interviene en la sintesis de ADN y ARN. Es
necesaria para la formacion de nucleoproteinas, proteinas, globulos rojos y para
el funcionamiento del sistema nervioso, para la movilizacién (oxidacién) de las
grasas y para mantener la reserva energética de los musculos, coenzima de
diversas reacciones enzimaticas, no se halla facimente disponible en la

alimentacién (Harper y Murray, 2001).
Las ventajas de la produccién de Chlorella vulgaris son:

v' Las microalgas pueden ser cultivadas bajo condiciones agro-climaticas
dificiles, como por ejemplo en desiertos, no existen partes inservibles de la
biomasa (Cisneros y Vinatea, 2002).

v" Muchas microalgas crecen en ambientes salinos e hipersalinos, por lo que no
compiten con la agricultura tradicional por los limitados recursos de tierra
arable y agua fresca (Coll, 1997).

v Todos los procesos pueden ser automatizados.

v Los tiempos de duplicacién de la biomasa son cortos.

v La posibilidad de experimentacién genética para mejorar el contenido

proteico puede efectuarse en corto tiempo (Dufossé et al., 2005).
Propiedades terapéuticas consultadas de Chlorella vulgaris son:

« En el fortalecimiento del sistema inmunolégico del ser humano.

« La aceleracion del proceso de curacion de heridas, lesiones y Ulceras.

13



e La proteccion contra contaminantes toxicos.

» La normalizacion de los procesos digestivos y la funcién intestinal.
« La estimulaciéon del crecimiento y la reparacion de los tejidos.

» La retardacién del proceso de envejecimiento.

» La proteccién contra los efectos de la radiacion.

» Reduce de hipertension y el colesterol.

« Presentan accion anticarcinogénica, antimutagénica (Castro et al., 2003).

Se han obtenido también sustancias bactericidas y anticoagulantes de la sangre,
terapéuticos y preventivos de colitis ulcerativas, gastritis, anemia entre otras

multiples aplicaciones (ASTM, 2004).

Las microalgas pueden ser utilizadas en otras aplicaciones como biofertilizantes,
en la purificacion de aguas residuales, como acondicionadores de suelo y como
alimento en acuicultura. Asimismo, se ha puesto de manifiesto la potencialidad
de ias microalgas para la produccion de gran variedad de sustancias, algunas de
ellas de elevado precio, como acidos grasos, pigmentos, vitaminas, antibioticos,
productos farmacéuticos y otros productos quimicos de interés, asi como

hidrégeno, hidrocarburos y otros combustibles biolégicos (Trujillo, 1994).
Rentabilidad de la produccién de proteinas unicelulares se debe a:

Los principales factores econémicos como la productividad, rendimiento, precio
de venta y el costo del sustrato lo que representa una gran proporcion del costo
de fabricacidon de la mayoria de los productos de proteinas de organismos
unicelulares, por lo que es esencial que el rendimiento celular (peso de células
producido por unidad de peso de sustrato) sea elevado y la formacion de sub-

productos sea minima. El mejoramiento de los procesos tecnologicos y disefios
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de sistemas integrados para el uso de subproductos generados en el cultivo de
microalgas, permitiria optimizar la relacién costo-beneficio en los proyectos

(Espinola, 1997).

Los costos de cosecha y transporte de algas es menor comparado con los
cultivos agricolas, y su tamafio pequefio permite opciones de procesamiento
efectivas en cuanto a costo (Mendiola, 2006). Conforme se desarrolla Ila
tecnologia para su cultivo, los costos de produccién se abaratan de manera
sorprendente, lo que significa un estimulo para los paises emergentes, ya que
pueden resolver el problema de falta de alimento por un lado, y por ofro, generar

recursos (Sanchez et al.,, 2009).
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il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

El presente trabajo de investigacion se realizd en los laboratorios de Botanica y
Biotecnologia Microbiana de la Facultad de Ciencias Biolégicas de Ia

Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.1.1. Materiales bioldgicos

Cultivo unialgal de tres muestras de Chlorella vulgaris, las que fueron aisladas
del rio Alameda, de las pozas del Centro Recreacional de “Totorilla” y de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales “Totora’, de la localidad de

Ayacucho.

3.1.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados para el aislamiento y purificacién de las
microalgas fueron: solucién concentrada AB, medio de cultivo de Chlorella y para
la producciéon se utilizaron medios para microalgas con micronutrientes y

solucién de antibiéticos anexos (anexo 01).
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3.2. Metodologia

a. Poblacion

La poblacién con que se trabajé estuvo conformada por las microalgas del
genero Chiorella presentes en los recursos hidricos de la ciudad de

Ayacucho.

b. Muestra

La muestra estuvo constituida por cultivos unialgales de Chlorella vulgaris

aislados de tres fuentes de los recursos hidricos de la ciudad de Ayacucho.

c. Recoleccion de la muestra

Se recolectaron aguas que contengan microalgas posiblemente Chlorella
vulgaris de diversas fuentes, utilizando bolsas de polietileno debidamente

codificadas y siguiendo con las técnicas establecidas de manipulacién.

d. Aislamiento de Chlorella vulgaris

» Se cultivd las muestras recolectadas con dos medios de -cultivo
especificos. para Chlorella y solucién concentrada AB.

¢ Se cultivd en seis balones de vidrio conteniendo 100 mi de agua destilada
cada uno y se adiciond6 con una pipeta de 10 mi diferentes
concentraciones (2, 5, 8, 10, 15 y 20 mg/mL) de solucién concentrada AB
y se inoculé 10 mi de muestra recolectada, se incubaron por dos
semanas en condiciones de luz constante, agitacion cada 12 horas por 5
min. y temperatura de 25 °C. (con los dos diferentes medios).

e luego, se realizaron diluciones sucesivas de la muestra para aislar la
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microalga, realizando observaciones macroscépicas y microscopicas.
Luego se procedié al cultivo en medio sélido, en placas de Petri con

Agar-agar, para obtener un cultivo unialgal.

e. Identificacion del cultivo de Chlorella vulgaris

Se observo la microalga Chlorella vulgaris aislada, en el microscoépico a
una ampliacién de 40X.

La identificaciobn de su morfologia se realizé segun el sistema de
Clasificacion de Engler and Plantl, modificado por Melchior en 1804

(Anexo N° 02).

Purificacion y produccion de biomasa microalgal

Se transfirio las tres muestras aisladas e identificadas del medio sélido a
fres botellas de vidrio estériles conteniendo 100 ml de medio de cultivo
para microalgas, extrayéndose mediante la técnica del raspado, la

totalidad de las muestras con la ayuda del asa de Kolle.

Se inoculé 4 ml de solucion de antibiéticos a las respectivas botellas de
vidrio conteniendo 100 mi de medio de cultivo estéril. Todo procedimiento
se realizd en condiciones de esterilizacion, por tratarse de muestras

unialgales puras y para eliminar la posible presencia de bacterias.

Se dejoé incubar por un periodo de tres dias a iluminacién, agitacién y

temperatura constante.
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Luego se adicion6 los 10 ml del cultivo algal inicial a cada botella de vidrio
que contengan 100 mli de medio de cultivo para microalgas y el
antibidtico. Se incubé homogeneizando la muestra por espacio de tres
dias a temperatura constante.

Luego se procedié a observar al microscopio las muestras que deben de
estar totalimente puras y libres de cualquier microorganismo.

Se transfiri6 10 ml de la muestra incubada a cada botella de vidrio
conteniendo 100 ml de medio de cultivo estéril sln antibidtico a 25 °C por

3 dias, para finalmente proceder a la optimizacion.

g. Optimizacion de la produccion de la proteina unicelular

Se instalaron los equipos para la optimizacioén a temperaturas de: 25, 30 y
35 °C, con ayuda de los termostatos para cada temperatura.

Dentro de cada equipo calibrado, se colocaron las botellas de vidrio con
250 ml de medio para microalgas, adicionandole 2 mi muestra unialgal
pura de Chlorella vulgaris a cada botella por separado, ajustando a
diferentes pHs de 7,0, 8,0 y 9,0 y adicionando en cada botella una de las
vitaminas: biotina, cobalamina y tiamina a una concentraciéon de (0,06
mg/mL), en forma Independiente.

Se incubaron las muestras durante 30 dias con los parametros
establecidos, como de agitacion y aireacién moderadas con la ayuda de
la compresora, regulando €l ingreso de aire con las respectivas valvulas

colocadas en la parte superior de cada botella.
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h. Rendimiento de biomasa de Chlorella vuigaris

e Se separ6 la biomasa algal por centrifugacion a 3,000 rpm por 10
minutos.

o Se tard la placa Petri limpia y seca, luego se adicion6 la biomasa algal y
se llevo al horno a 60 °C por 24 horas, para el secado respectivo.

o Se volvibé a pesar la muestra seca y por diferencia de pesos se obtuvo el

peso de la biomasa y el respectivo porcentaje.

i. Determinacion del porcentaje de proteinas

¢ Los resultados del porcentaje de proteinas, se obtuvieron por el Método
cuantitativo de Biuret. A 1 mL de suspension se afadié 2 mL de solucién
de NaOH 3,0 Nen bafio Maria por 5 min. Luego de enfriar se adiciond 2
mL de CuSO,.5H,0. Se centrifugé a 1000 rpm por 5 minutos y leimos el
sobrenadante a una longitud de onda de 554 nm. Después se transformé
los valores de absorbancia a concentracién de proteinas usando la curva
patréon que se trabajé con la muestra estandar de (2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL)
de ovoalbumina. Todos los datos obtenidos se ajustaron mediante el

método de regresion lineal.

j- Analisis estadistico

o Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza

factorial AxBxC (3x3x3), con un nivel de significancia a 0,05, donde:
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A= pH (7,0, 8,0 y 9,0).

B= Temperatura °C (25, 30 y 35).

C= Vitaminas (biotina, cobalamina y tiamina).

Para el resultado de las comparaciones muitiples de Duncan y para los
valores de produccién maxima de las proteinas unicelulares, se aplicaron
tablas de frecuencias. Se utiliz6 el paquete estadistico SPSS version 15,

considerandose para todos los analisis un nivel de significancia a 0,05.
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v, RESULTADOS
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Tabla N° 2. Microalga identificada de la especie Chlorella vulgaris obtenida

de los recursos hidricos de la ciudad. Ayacucho - 2011.

DIVISION CHLOROPHYTA

CLASE CHLOROPHYCEAE

ORDEN CHLOROCOCCALES

FAMILIA OOCYSTACEAE

GENERO CHLORELLA

ESPECIE Chilorella vulgaris Beij.

Fuente: Clasificacion de Engler and Plantl, modificado por Meichior (1904).
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Tabla N° 3. Valores promedio de la produccion de biomasa (g) obtenida a
partir de la microalga Chlorella vulgaris en diferentes niveles de

pH, temperaturas y vitaminas. Ayacucho - 2011.

Temperatura 25°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B c T B (o T B c T
Biomasa (g) {0,893 |0,931 0,991 | 1,402 | 1,261 {1,205 |2,017 | 1,795 | 1,546

Temperatura 30°C
pH 7,0 8,0
Vitamina B c T B c T B o T
Biomasa (g) | 1,104 1,283 1,573 1,574 {1,337 | 1686 2,201 | 2,008 | 2,054

@
©

Temperatura 35°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B c T B c T B c T
Biomasa (g) | 0,813 1,036 | 1,066 | 1,941 1,528 11,530 |2,213 | 2,127 | 2077

B = Biotina (0,06 mg/mL).
C = Cobalamina (0,06 mg/mL).
T = Tiamina (0,06 mg/mL).
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Grafico N° 1 Valores promedio de la produccion de biomasa (g) obtenida a
de pH, temperaturas y vitaminas. Ayacucho - 2011.



Tabla N° 4. Promedio de la concentraciéon de proteina (mg/mL), obtenida a partir

de la microalga Chlorella vulgaris en diferentes niveles de pH,

temperaturas y vitaminas, aisladas de los recursos hidricos de la

ciudad. Ayacucho - 2011.

Temperatura 25°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B C T B C T B Cc T
Concentracion (mg/mL) | 3,820 {2,647 |4,110{3,171{3,173|5,029 | 4,320 (2,392 | 3,489
Temperatura 30°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B Cc T B Cc T B Cc T
Concentracion (mg/mL) | 11,541 | 4,656 | 5.184 | 3,602 (5,711 | 5,493 | 5,691 | 3,092 | 3,627
Temperatura 35°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B C T B Cc T B Cc T
Concentracion (mg/mL) | 3,929 {4,181 |3,860|3,599 2,584 |3,121|2,806 {2,319 2,501

B = Biotina (0,06 mg/mL).
C = Cobalamina (0,06 mg/mL).
T = Tiamina (0.06 mg/mL).
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Grafico N° 2. Promedio de la concentracion de proteina (mg/mL) obtenida a
partir de la microalga Chlorella vulgaris con diferentes niveles

de pH, temperaturas y vitaminas. Ayacucho - 2011.
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Tabla N° 5. Promedio de la concentraciéon de proteina (mg/mL) obtenida a
partir de la microalga Chlorella vulgaris, con diferentes niveles

de pH, temperaturas y con biotina. Ayacucho - 2011.

Concentraciéon de Proteina (mg/mL)
pH
T (°C)
70 8,0 9,0
25 3,820 3,171 4,320
30 11,541 3,602 5,691
35 3,929 3,599 2,806
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Grafico N° 3. Evaluacion de la concentracion de proteina unicelular (mg/mL),
obtenida a partir de la microalga Chlorella vulgaris, con
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Ayacucho — 2011.
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Tabla N° 6. Promedio de la concentracion de proteina (mg/mL) obtenida a
partir de la microalga Chlorella vulgaris, con diferentes niveles

de pH, temperaturas y con cobalamina. Ayacucho - 2011.

Concentracion de Proteinas (mg/mL)
pH
T(°C)
7,0 8,0 9,0
25 2,647 3,173 2,392
30 4,656 5711 3,092
35 4,181 2,584 2,319
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Grafico N° 4. Evaluacion de Ia concentracion de proteina unicelular (mg/mL),
obtenida a partir de la microalga Chlorella vulgaris, en
diferentes niveles de pH, temperaturas y con cobalamina.

Ayacucho- 2011.
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Tabla N° 7. Promedio de la concentracion de proteina (mg/mL) obtenida a
partir de la microalga Chlore/la vulgaris, en diferentes niveles de

pH, temperaturas y con tiamina. Ayacucho - 2011.

Concentracion de Proteinas (mg/ml)
pH
T(°C)
7,0 8,0 9,0
25 4,110 5,029 3,489
30 5,184 5,493 3,627
35 3,860 3,121 2,501
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Grafico N° 5. Evaluacion de la concentracion de proteina unicelular (mg/mL),
obtenida a partir de la microalga Chlorella vulgaris en
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Ayacucho - 2011.

33



Tabla N° 8 Valores promedio del porcentaje de proteina (%) obtenida a partir
de la microalga Chlorella vulgaris, en diferentes niveles de pH,

temperaturas y vitaminas. Ayacucho - 2011.

Temperatura 25°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B C T B Cc T B C T

Porcentaje (%) | 9,55 | 662 {10,28| 793 | 7,93 {12,67]10,80| 598 | 8,72

Temperatura 30°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B Cc T B C T B Cc T

Porcentaje (%) {28,85] 11,64 13,00 9,00 | 14,28 13,73 14,23 | 7,73 | 9,07

Temperatura 35°C
pH 7,0 8,0 9,0
Vitamina B C T B C T B C T

Porcentaje (%) | 982 |10,45| 965 | 9,00 | 6,46 | 780 | 7,02 | 580 | 6,25

B = Biotina (0,06 mg/mL).
C = Cobalamina (0,06 mg/mL).
T = Tiamina (0.06 mg/mL).
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V. DISCUSION

Aunque las investigaciones sobre la utilizacion de las microalgas en la
alimentacién parecen ser un tema relativamente reciente, en realidad su consumo
por los habitantes de determinadas zonas data de tiempos inmemoriales; sin
embargo, los primeros ensayos con Chiorella en la dieta humana fueron
realizados en la década de los 60, unido a la ejecucidon de estudios adicionales
demostrativos de que Scenedesmus era una excelente fuente de proteinas para el
hombre. Estas evidencias motivaron a los nutricionistas a continuar investigando
las posibilidades de empleo de la biomasa obtenida a partir de cultivos masivos de
microalgas en la formulacion de tabletas, extractos, hidrolizados y otros productos

dietéticos (Tchorbanov y Bozhkova, 1990).

Se cultivaron muestras que contenian microalgas de la especie Chlorella vuigaris,
obtenidas de las aguas del rio Alameda de la parte alta, de las pozas del centro
recreacional “Totorilla” y del efluente de la Planta de tratamiento de Aguas
Residuales “La Totora“. Estas muestras se seleccionaron de acuerdo a las
caracteristicas fisicas observadas en el lugar del muestreo, el que se realizd de

acuerdo a los protocolos establecidos para una adecuada toma de muestra y el
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desarrollo de las técnicas de aislamiento, purificacion y mantenimiento de la

misma, para obtener una microalga unialgal.

Se aislo la microalga Chlorella vulgaris (Tabla N° 2), con dferentes medios de
cultivo llegando a obtener muestras unialgales, las caracteristicas morfologicas
observadas fueron. microalgas unicelulares con escaso movimiento, sin
constriccion en la parte media de la célula, de forma esférica, con pared celular
lisa y con un cloroplasto en forma de copa, las colonias de Chlorella vulgaris a
veces rodeadas de mucilago y la modalidad de la agregacion de la célula es
caracteristica de las especies lo que facilita su identificacion. La biomasa
producida fue mas que suficiente para nuestro trabajo de investigacion, tratada
con los diferentes parametros planteados en la investigacion, cuyos resultados se
muestran en la Tabla N° 3. Quintana (2000), en su investigacién presentd los
resultados que sugieren la utilizacién de la biomasa autotréfica de Chlorella
vulgaris como materia prima en la formulacion de suplementos dietéticos y
preparados bioestimulantes, en virtud de su composicién biogquimica y calidad

proteica.

En la Tabla N° 3 a la temperatura de 35 °C, se observa que a pH 9,0 con la
vitamina biotina se obtuvo la maxima biomasa de 2,213 g, seguida de la
cobalamina a pH 9,0, con una temperatura de 35 °C, se obtuvo una biomasa de
2,127 g y de la tiamina con 2,077g, a pH 9,0 y a la temperatura de 30 °C. La
minima biomasa se observa a la temperatura de 35 °C con un pH de 7,0 y con la
vitamina Biotina, siendo de 0.813 g. Todos estos valores son los promedios de las

biomasas, ya que se trabajé con dos repeticiones por experimento.
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En el Grafico N° 1, se da a conocer los valores promedio de la produccién de
biomasa (g) obtenida a partir de la microalga Chlorella vulgaris segun tres niveles
de pH, tres diferentes temperaturas y tres vitaminas utilizadas en ios medios de
cultivo, con este observamos los distintos pesos de las muestras unialgales.
Chlorella Espafia (2011), en su investigacién de la produccién de biomasa de la
microalga chlorella vulgaris utilizando aguas residuales de pescaderia concluyo
que la biomasa seca cosechada en agua residual de pescaderia consistio
mayormente de materia organica, reportando un contenido mineral (cenizas)
menor al control. Ambos tratamientos estuvieron por debajo del valor reportado
para algas marinas, lo que se debe a la diferencia en los medios de cultivos
utilizados, ya que, el medio marino a diferencia del residual de pescaderia, es rico
en elementos minerales y las algas presentan una gran capacidad para
almacenarlos. Segun Brown y colaboradores (1994), determinaron que el
contenido proteico de las microalgas depende de la fuente de nitrogeno
suministrada. De tal manera, que para la produccion de proteinas es necesario
nitrogeno disponible en cantidad suficiente. En este ensayo los valores de
proteinas superaron hasta dos veces los de algas verdes marinas (proteina
cruda<11,5%). Asi como, el presentado por algunos cereales como el maiz, trigo y
avena e ingredientes usados en la alimentacion animal. Estos resultados también
fueron similares a los reportados por Quintana (2000), quien evalué el crecimiento
de Chlorella vulgaris en diferentes medios de cuiltivo reportando porcentajes de

proteina en la biomasa seca que variaron entre 24,9 y 35,2%.

En ia Tabla N° 4, respecto a las concentraciones de proteinas se obtuvo una
maxima concentracién de 11,53 mg/mL con una temperatura de 30 °C, a pH 7,0
con la vitamina biotina. La minima concentracion obtenida fue de 2,487 mg/mL,

con una temperatura de 35 °C, a pH 9,0 y con la vitamina cobalamina. Quintana
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(2000) concluyé que las concentraciones de proteinas bruta y verdadera
detectadas en su estudio revelaron una calidad razonablemente buena en
contraste con ofras fuentes proteinicas reconocidas; asimismo, los carbohidratos
presentes (16,00 %) suelen formar parte del material de reserva y desempefian

‘una importante funcién en ia digestibilidad de la biomasa total de microalgas.

En el Grafico N° 2, se observan los resultados promedio de la concentracion de
proteina (mg/mL) obtenida a partir de la microalga Chlorella vulgaris bajo tres
niveles de pH, tres diferentes temperaturas y tres vitaminas, utilizadas en los
medios de cuitivo; en términos generales se puede apreciar que 10s mayores
niveles de producciéon se registra a niveles de pH 7,0 y 8,0 para luego ir
disminuyendo hacia pH 9,0, registrandose valores de 11,53, 5,71 y 549 mg/mL
respectivamente. Al realizar el andlisis de varianza (tabla N° 09) de acuerdo al
disefio factorial AxBxC (3x3x3) donde A representa a los tres niveles de pH, B a
los fres diferentes tipos de temperatura y C a los tres niveles de temperaturas, se
encontré que existe significancia estadistica (p< 0,05) entre los niveles de pH, lo
que quiere decir que al menos uno de los niveles difiere del resto, por lo mismo se
procedié a realizar el analisis de comparaciones muitiples mediante el método de
Duncan, en el que se determiné que el pH donde se obtuvo mayor produccién de
proteina unicelular, fue el de pH 7,0, seguidos de los pH 80 y 9,0, que
estadisticamente son iguales (p>0,05).

En Tabla N° 5 y el Grafico N° 3, se muestra los valores promedios de la
produccion de proteina unicelular producida por la microalga Chlorella vulgaris,
bajos la combinacion de dos parametros presentes en el medio de cultivo; pH (7,0,
8,0 y 9,0), temperatura (25, 30 y 35 °C) y la vitamina biotina, resalta el hecho de
que los mayores niveles de produccién se presentan a nivel de pH 70y a la

temperatura de 30 °C, asi mismo se aprecia que la produccion disminuye a nivel
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de la temperatura mayor a (35 °C), comportamiento similar se puede apreciar en
el pH de 9,0.

En el Grafico N° 3, 4 y 6 se muestra los niveles medios de produccién de proteina
unicelular por parte de Chlorella vulgaris, segun la temperatura del medio de
cultivo y el tipo de vitamina empleada, se aprecia gue la tendencia es similar en la
cobalamina y tiamina empleada, es decir que a una temperatura de 25°C existe
una menor produccion, para luego a 30 °C incrementarse ostensiblemente, para
luego a 35 °C declinar a niveles menores incluso que 25°C, con la finalidad de
describir mas detalladamente los niveles de produccién de proteina unicelular en
funcion de los factores temperatura y pH en funcion de los diferentes vitaminas
empleados en los medios de cultivo, las cuales se visualizan en los Graficos N° 6,
7 y 8 (ver anexos). Asi, en los medios con niveles de pH 7,0 como 8,0 la tendencia
de produccion de la Chlorella vulgaris, es similar a la descrita lineas arriba; en el
Grafico N° 9 se observa la tendencia de la biotina, cobalamina y tiamina, la
maxima produccion fue a la temperatura de 30 °C, para luego disminuir a 35 °C

En los Graficos N° 6, 7 y 8 (ver anexos) se muestran las tendencias descritas
varian radicalmente cuando los medios de cultivo con la microalga Chlorella
vulgaris, tuvieron un pH de 9,0 en presencia de biotina y la produccidon mayor se
logré a 30 °C, seguida de 25 °C y finaimente una menor produccion en 35 °C, en
los medios con tiamina las mayores producciones se obtuvieron a una
temperatura de 30 °C para luego ir disminuyendo paulatinamente hacia
temperaturas superiores, para el caso de cobalamina los mayores niveles de
produccion se logré a 30 °C, seguida inmediatamente por 25 °C para luego
disminuir a 35 °C, en los tres experimentos tuvo el mismo comportamiento en
términos generales los niveles de produccion de proteina unicelular fueron

menores en pH 9,0.
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En la Tabla N° 8 se observan un mayor porcentaje de proteina con la vitamina
biotina a un pH de 7,0 con una temperatura de 30 °C, dando como resultado 28,85
% de concentracion de proteina, seguido de la cobalamina y tiamina a pH 8,0
temperatura 30 °C, con los valores de 14,28 y 13,73 % respectivamente de la

Chlorella vulgaris

40



VI. CONCLUSIONES

1. Se aislé muestras unialgales a partir de los recursos hidricos de la ciudad de
Ayacucho.

2. Se identificé la presencia de la microalga de especie Chiorella vulgaris, que se
realiz6 segun el sistema de Clasificacién de Engler and Plantl, modificado por
Melchior en 1904.

3. Se optimizé los parametros para la produccion de proteina unicelular a partir de
la microalga Chlorella vulgaris, obteniéndose una mayor produccion a la
temperatura de 30 °C, a un de pH de 7,0, con la presencia de biotina y

reportando una concentracion maxima de 11,53 mg/mL.
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Vil. RECOMENDACIONES

Promover la produccién de la microalga Chlorella vulgaris como biomasa
celular para la utilizacion de las proteinas unicelulares.

Realizar el analisis fotoquimico a la microalga Chlorella vulgaris.

Formular un preparado a base de la proteinas aisladas de la microalga
Chlorella vulgaris en formas farmacéuticas ya sea en tabletas, capsulas,
comprimidos y comprobar el efecto terapéutico con evaluaciones
clinicamente disefiadas.

Realizar estudios farmacologicos distintos a la microalga Chlorella vulgaris,
puesto que se menciona otras propiedades que son de gran importancia
en la actualidad.

Proponer el estudio de la factibilidad para la produccion de la biomasa

unicelular de Chlorella vulgaris en los laboratorios de nuestra universidad.
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ANEXO N° 01:

Medios de cultivo

A. Solucidon concentrada AB

Ingredientes:
- Solucion concentrada A

Superfosfato triple 50 g
Nitrato de potasio 220 g
Nitrato de amonio 140g
Agua destilada 2000 mi
- Solucién concentrada B

Sulfato de magnesio 19¢
Fetrilon Combi 52¢
Acido bérico 0,6g
Agua destilada 1000 mi

Preparacion.- Se disolvieron completamente los ingredientes con agua destilada

en bafo Maria.

Fuente: Sheveleva y De Paz (1998).
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B. Medio de cultivo para Chlorella

Ingredientes:

- Macronutrientes

KNO; 79
MgS0O,.7H,0 149
KH,PO, g

K 3C ¢Hs07.H,O 8 mg
FeSO,.7H20 8mg
Agua destilada 1000 mi
- Micronutrientes

ZnS0,4.7H20 100 mg
H3BO; 100 mg
SO,Mn4H,0 150 mg
CuS0,.5H,0 3,0mg
Agua destilada 10 mi

Preparacion.- Luego de pesar los reactivos se disolvieron completamente uno por
uno luego se esterilizé a 121 °C por 15 minutos.

Fuente: Aldave (1989).
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C. Medio de cultivo para microalgas

Ingredientes:
- Macronutrientes
NH,CI 0,50 g
MgSO,.7H20 0,02g
CaCl,.2H20 0,01g
K.HPO, 144 g
KH,PO, 0729
Agua destilada 1000 mi
- Micronutrientes
EDTA 509
ZnS0O,.7H,0 2g
H;BO4 1,49
MnCl,.4H,O 519
FeS0,7H,0 509
CoCl, 1649
CuS0,5H,0 1,6 g
(NH,)sMo0,0,,4H,0 1,19
Agua destilada 750 ml

D. Solucion de antibioticos

Ingredientes:
Penicilina 100 mg.
Streptomicina 50mg.
Agua destilada 100 ml.

Fuente: Jagnow y Dawid (1991).
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ANEXO N°02
Certificacion de la microalga Chlorella vulgaris, otorgado por el
Laboratorio de Botanica Sistematica de la UNSCH.

52



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE

HUAMANGA;
CERTIFICA

Que, la Srta Lizbeth Angélica MAGUINA AVALOS estudiante de la Escuela de
Formacion Profesional de Farmacia y Bioquimica, ha solicitado la identificacion de una

muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segiin el sistema de Clasificaciin de Engler and Prantl,

modificado por Melchior en 1904, y es como sigue:

DIVISION ‘CHLOROPHYTA

CLASE ‘CHLOROPHYCEAE
ORDEN ‘CHLOROCOCCALES
FAMILIA : OOCYSTACEAE
GENERO ‘CHLORELLA
ESPECIE : . Chlorella vulgaris Bei).

Se expide la presente constancia a peticion escrita de la interesada, para los fines que crea
conveniente.

Ayacucho, 15 de noviembre del 2010.
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Jefe del Herbario

53,



ANEXO N°03

Analisis estadistico

140 y--—rmree e - mmo- - -m-- meme e
BV I
»/"."-.\~

B 10,0 4----mmmm e ;.‘/--*--------—”—-\"*-, -------------------------------
-Ea ,:"
e / Y
£ /
2 8.0 _.“AA.-.....-.--__,“M-..-_;-'f ......................... ‘F ..........................
[ H 4
= {
a ; ®pH 7,0
o i
c / OpH 8,0
3 apH 9,0
©
=
c
]
o
c
O
6]

0,0 T T T ]

20 25 30 35 40

Temperatura (°C)

Grafico N° 6. Variacion de la concentracion promedio de la produccion de
proteina unicelular (mg/mL) a partir de Chlorella vulgaris en
funcion de los niveles de pH, a distintas temperaturas, para la

biotina. Ayacucho - 2011.

54



12 ,0 e e e e e e e e e e e e i m e m e e e e = e e mm
10’0 e e e m e e e e e e e e e e e e me e M mmmeimm e mmm cmm mmmmrime L e e o e m . o

opH 7,0
B.0 - enermee e BpH 8,0
@ . ApH 90

40 P I U U ‘._.--‘_-_.

Concentracion de proteinas {mg/mL)

2'0 T T e T T TSy U

00 . — . . . . .
20 25 30 35 40
Temperatura (°C)

Grafico N° 7. Variacion de la concentracion promedio de la produccion de
proteina unicelular (mg/mL) a partir de Chlorella vulgaris en
funcion de los niveles de pH, a distintas temperaturas, para la

cobalamina. Ayacucho - 2011.
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Grafico N° 8. Variacion de la concentracion promedio de la produccion de
proteina unicelular (mg/mL) a partir de Chlorella vulgaris en
funcion de los niveles de pH, a distintas temperaturas, para la

tiamina. Ayacucho - 2011.
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Grafico N° 9. Produccion maxima de la concentracion de proteina unicelular
(mg/mL) a partir de Chlorella vulgaris a 30 °C, con los niveles
de pH de 7,0 y 8,0; de las vitaminas biotina, cobalamina y

tiamina. Ayacucho - 2011.
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Tabla N°9. Resuitado de las comparaciones multiples de Duncan para los

valores de produccidn maxima de la concentraciéon proteinas

unicelulares a 30 °C y tres niveles de pH de las vitaminas

biotina, cobalamina y tiamina. Ayacucho - 2011.

Subconjuntos
homogéneos
Factor 1 2
Tiamina pH 8,0 (30 °C) 5,49
Cobalamina pH 8,0 (30 °C) 5,71
Biotina pH 7,0 (30 °C) 11,53
Sig. 0,701 1,00
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Tabla N° 10. Resultado de los valores descriptivos de la produccién maxima

de proteinas unicelulares a 30 °C y valores pH de las vitaminas

biotina, cobalamina y tiamina. Ayacucho - 2011.

Intervalo de
confianza para la
mediaal95%

Desviacion Error Limite  Limite
Tratamiento Media tipica tipico _inferior superior Minimo Maximo
Biotina pH 7,0 (30 °C) 11,564 0,92 0,53 9,26 13,81 10,64 12,47
Cobalamina pH 8,0 {30 °C) 5,71 0,38 0,22 4,77 6,65 5,33 6,09
Tiamina pH 8,0 (30 °C) 5,49 0,57 0,33 4,09 6,90 493 6,06
Total 7,58 3,02 1,01 5,26 9,90 4,93 12,47

59



Tabla N° 11. Resultado del analisis de varianza de la produccion maxima de
proteinas unicelulares a 30 °C y valores pH de las vitaminas

biotina, cobalamina y tiamina. Ayacucho - 2011.

Suma de Media
g.l. F Sig.
cuadrados cuadratica
inter-grupos 7052 2 35,26 81,256 4 5148E-05
Intra-grupos 260 6 0,434
Total 73,12 8
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ANEXD N° 04

34

Fotografia N°01: Lugar de t0'n d huestra del ri Alamc-dé.

Fotografia N°02: Microaiga Chlorella vulgaris, vistz en el microscopio a 40 X.



Fotografia N°03: Cultivos de las microalgas a temperatura de 25 °C, a
diferentes pH y vitaminas.

Fotografia N°04: Equipo completamente instalado para la obtencion de la
biomasa con los distintos parametros.
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Fotografia N°05: Placas de Petri en la estufa a una temperatura de 60 °C por
24 horas.

Fotografia N°06: Placas con muestra seca, extraido de la estufa.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D.N°213-2011- FCB-D
Bach. Lizbeth Angélica MAGUINA AVALOS
En la ciudad de Ayacucho, siendo las cinco de la tarde del dia sabado treinta de julio dei dos
mil once en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga reunidos los miembros de sustentacion de tesis presidida por el
Maestro Elmer Avalos Pérez, en calidad de Decano de la Facultad de Ciencia Bioldgicas y
con la asistencia de los docentes miembros. Magister Paula Garcia Godos Alcazar
(Asesora); Magister Fidel Rodolfo Mujica Lengua; Quimico Farmacéutico Hugo Luna Molero
y Magister Maricela Lopez Sierralta como cuarto jurado calificador, quien ademas actuara
como Secretaria Docente, para recepcionar la sustentacioén de tesis titulada: Optimizacién
del pH, temperatura y vitaminas para la produccion de proteina unicelular a partir de
Chlorella spp. Aislado de los recursos hidricos de la cuidad de Ayacucho - 2010,
presentado por fa Bachiller en Farmacia y Bioquimica, Lizbeth Angélica Maguifia Avalos con
cuya sustentacion pretende optar el Titulo Profesional de Quimico Farmacéutica.
Luego de la revision de la documentacion en mesa el Decano apertura el acto de
sustentacion recomendando a la sustentante sobre el tiempo de sustentacion (Maximo
cuarenta y Cinco minutos), recomienda ademas que proceda la exposicién y explicacion
evitando limitarse a “solo” la lectura de las diapositivas: enseguida solicita a la Secretaria
Docente Maricela Lopez Sierralta para que dé la lectura a la Resolucion Decanal N° 213 —
2011 -FCB-D.
Luego autoriza a la sustentante de inicio a la exposicion del trabajo de investigacion, quien
lo realiza en €l tempo correspondiente . Culminada la exposicion el Decano apertura la
segunda etapa en la que los miembros del Jurado Calificador, realizaran las observaciones,
preguntas y evaluacion correspondiente, iniciando su participacion el profesor Hugo Luna
Molero, luego los profesores Maricela Lépez Sierralta y Fidel Mujica Lengua y finalmente la
profesora Paula Garcia Godos en calidad de Asesora.
Luego el Decano soiicita a la sustentante y publico en general abandonar el auditorio para
que el Jurado Calificador pueda deliberar y emitir la calificacién correspondiente como

sigue:

JURADO CALIFICADOR EXPOSICION RPTA. PREGUNTAS PROMEDIO
Mg. Paula GARCIA GODOS ALCAZAR 17 15 16

Mg. Fidel Rodolfo MUJICA LENGUA 15 14 15

QF. Hugo LUNA MOLERO 17 15 16

Mg. Maricela LOPEZ SIERRALTA 17 15 16
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