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RESUMEN

Al utilizar lixiviado de frutas y verduras en un 9% se logré6 una
concentracion de 4.88 g/L de Arthrospira maxima, mientras que el control alcanzo
3.51 g/L, ademas, la concentracion de ortofosfatos y el consumo de la demanda
quimica de oxigeno fue reducida, lo que convierte a la Arthrospira una fuente de
remediacion en el tratamiento de residuos toxicos. Después de obtener el mejor
tratamiento para la produccién de biomasa a partir de algas se evaluaron dos
métodos de ruptura celular para la cuantificacion de aminoéacidos libres y el grado
de hidrolisis. EI mejor tratamiento fue el T4m (4 mis de ultrasonicacion con 20
volts) con una concentracion de 25 mg/g de aminoacidos libres, mientras que en
el control (TBG) se obtuvo 13 mg/g, y en la biomasa de tipo comercial 7 mg/g sin
romper la pared celular. Los tratamientos por el método de congelacion-
descongelacion generaron entre 21 'y 19 mg/g de aminoéacidos libres, es decir, que
la ultrasonicacion fue el mejor método para romper la pared celular de
Arthrospira, en términos de tiempo y consumo de energia. EL método de
ultrasonicacion por 4 min a 20 volts se aplico a diferentes dosis de Arthrospira
para su evaluacion como bioestimulante en plantas y semillas de lechuga, ademas,

de plantulas de pepino y tomate. Los parametros para evaluar fueron longitud de
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parte aérea, raices y hojas, peso fresco y seco, ademas de indice de germinacion.
En todos los tratamientos se aplicd solucion nutritiva (SN) en diferentes
porcentajes. En las plantas de lechuga el mejor tratamiento para la longitud de la
parte aérea fue el T100 y T75, con 21 y 20 cm, respectivamente, sin encontrar
diferencia significativa, es decir, se disminuy6 el consumo de la solucién nutritiva
del 25%. En la longitud de raiz el mejor tratamiento fue T75 con 18 cm, mientras
que el control TO y el T100 midieron 4 y 11 cm, esto debido a la aportacion de
las fitohormonas que contiene la Arthrospira maxima. Los tratamientos T100 y
T75 con 20 g por planta en peso fresco para y 1.0 g por planta en peso seco,
respectivamente, fueron los mejores para produccion de biomasa.. EI mayor indice
de germinacion en las semillas de lechuga fue para el T9 (50% SN-1.0 g/L
Arthrospira) con 227.59 %, mientras que el T100 alcanzo el 101.72%, lo que
indica que la Arthrospira impacta en la germinacién de las semillas de lechuga de
forma positiva. En las plantulas de pepino y tomate se encontrd un
comportamiento similar a la produccién de lechuga, donde se logré reducir en

algunos casos hasta un 25 % del consumo de la solucion nutritiva.



ABSTRACT

By using 9% leachate from fruits and vegetables, a concentration of 4.88
g/L of Arthrospira maxima was achieved, while the control reached 3.51 g/L, in
addition, the concentration of orthophosphates and the consumption of chemical
oxygen demand were reduced, which makes Arthrospira a source of remediation
in the treatment of toxic waste. After obtaining the best treatment for algae
biomass production, two methods of cell disruption were evaluated for the
quantification of free amino acids and the degree of hydrolysis. The best treatment
was T4m (4 min ultrasonication with 20 volts) with a concentration of 25 mg/g of
free amino acids, while in the control (TBG) 13 mg/g was obtained, and
commercial type biomass 7 mg. /g without breaking the cell wall. The treatments
by the freeze-thaw method generated between 21 and 19 mg/g, that is,
ultrasonication was the best method for the rupture of the Arthrospira cell wall, in
terms of time and energy consumption. The ultrasonication method for 4 min at
20 volts was applied to different doses of Arthrospira for its evaluation as a
biostimulant in lettuce plants and seeds, as well as cucumber and tomato seedlings.
The parameters to evaluate were aerial part length, root length, fresh weight, dry
weight, germination index and leaf length. Nutrient solution (NS) was applied in
different percentages in all treatments. In lettuce plants, the best treatment for the

length of the aerial part was T100 and T75, with 21 and 20 cm, respectively,
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without finding a significant difference, that is, the consumption of the 25%
nutrient solution was decreased. In root length, the best treatment was T75 with
18 cm, while the control TO and T100 measured 4 and 11 cm, this due to the
contribution of phytohormones contained in Arthrospira maxima. The highest
fresh weight and dry weight were for treatments T100 and T75 with 20 g per plant
in fresh weight and 1.0 g per plant in dry weight. The highest lettuce seed
germination index was for T9 (50% SN-1.0 g/L Arthrospira) with 227.59 %, while
T100 reached 101.72%, indicating that Arthrospira impacts the germination of
lettuce, lettuce seeds in a positive way. In cucumber and tomato seedlings, a
behavior similar to lettuce production was found, where it was possible to reduce

in some cases up to 25 % of the consumption of the nutrient solution.



1. INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios al que se enfrenta la humanidad es encontrar el
equilibrio entre el desarrollo de la tecnologia y la sostenibilidad (Khoo et al.,
2019). En este contexto, la agricultura actualmente esté interesada en la generacion
y aplicacion de bioestimulantes (Giorgos et al., 2014), debido a que la elaboracion
de los fertilizantes sintéticos como nitrogeno (N) y fosforo (P) requieren de mucha
energia, ademas, de emitir gases toxicos al ambiente (Froehlich 2013; Kool, A.,

Marinussen, M. & Blonk 2012).

Un bioestimulante es cualquier sustancia que mejora la eficacia ya sea de la
asimilacion o absorcion de nutrientes, tolerancia al estrés ya sea biotico o abidtico,
0 alguna mejorar agrondémica, todo esto independientemente de la cantidad de
nutrientes que contenga la sustancia (Garcia et al., 2017). Al paso del tiempo se
han utilizado ampliamente los extractos como bioestimulantes en el crecimiento
vegetal. Los extractos a partir de algas marinas son aplicados en la agricultura
como bioestimulantes, ya que tienen la capacidad de aumentar el indice de
germinacion, el desarrollo de sistema radicular, nimero de brotes, area foliar,
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numero de hojas calidad del fruto, peso fresco y vigor (Rayorath et al., 2008;
Sunarpi et al., 2010; Khan et al., 2009; Craigie, 2011; Babu y Rengasami, 2012;
Mattner et al., 2013; ;Chbani et al., 2013; Layek et al., 2018; Vinoth et al., 20123,
b; Arioli et al., 2015; Vinoth et al., 2014, Prakash et al., 2018; Bharath et al.,

2018)).

Utilizar extractos de algas es una alternativa viable para reemplazar los
bioestimulantes sintéticos convencionales de la agricultura. Existen métodos que
se basan en una extraccion muy convencional con disolventes, diversos valores de

pH o mediante una hidrdlisis (Hernandez-Herrera et al., 2016).

Las macro y microalgas son una fuente de compuestos naturales los cuales
actan como bioestimulante, debido a que contienen proteinas, carbohidratos,
fitohormonas, terpenos y polifenoles, los cuales tienen la capacidad de mejorar el

crecimiento en las plantas (du Jardin, 2015).

La forma en la que acttan los bioestimulantes en las plantas no es clara, ya
que contienen un complejo conjunto de moléculas bioactivas. Es debido a esto que
los extractos a partir de alga pueden llegar a causar efectos negativos y no solo
positivos, lo cual esta directamente relacionado con la concentracion en que son

aplicados a las plantas y a las semillas (Ertani et al., 2018).
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El mecanismo de los extractos no siempre es consistente entre las diversas
especies de las plantas, es por eso que los umbrales de sensibilidad son diferentes

(Colla et al., 2015).

Las algas mas utilizadas como bioestimulantes son el grupo de algas pardas,
debido a su tamafio, composicién quimica y abundancia (Khan et al., 2009), sin
embargo, existen bioestimulantes a partir de algas verdes y rojas (Hong et al.,

2007).

Un ejemplo de alga verde es la Arthrospira maxima, debido a su alto
contenido de proteina, vitaminas, antioxidantes y minerales la convierte en una
fuente de bioestimulantes. Contiene entre un 60 y 70 % de proteina de materia
seca con alta biodisponibilidad, ademas, contiene vitaminas y &cidos grasos
esenciales, fitohormonas, antioxidantes, polisacaridos y oligoelementos. También

puede contener lipidos, xantofilas y clorofila a (Hong et al., 2007).
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2. MARCO TEORICO

2.1 MICROALGAS

Las algas son clasificadas principalmente por el ciclo de vida, pigmentacion
y estructura celular. Existen alrededor de 800 000 especies de algas, y se han
estudiado 600 000. Debido al gran nimero de especies hay una gama muy amplia
de posibles usos. Las algas se dividen en cuatro categorias segin sus
caracteristicas morfologicas y su tamafio. La clasificacion incluye algas
unicelulares, multicelulares, coloniales y filamentosas, seguido de esta
clasificacion se dividen principalmente en dos grupos: macro y microalgas. Las
macroalgas son organismos multicelulares, macroscopicos, con una longitud de
hasta 65 m. Por otra parte, las microalgas alcanzan un tamafo desde 1 a 900 pum,
son organismos fotosintéticos unicelulares y microscopicos. Pueden producirse en

agua dulce como aguas residuales, lo que reduce su costo de produccion. Las
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especies de microalgas mas comerciales son Chlorella spp y Arthrospira spp

(Ronga et al., 2019).

Las algas tienen la capacidad de absorber la luz solar para realizar
fotosintesis, es decir, transforman la energia de la luz en energia quimica,
capturando el CO; y liberando oxigeno (O,). Debido a esto es que las algas se
consideran los verdaderos pulmones de nuestro planeta, incluso por encima de la

selva amazonica (Gaspar et al., 2020).

La biomasa producida a partir de las microalgas es utilizada en la
produccién de alimentos, combustibles y cultivos. El color de las macroalgas es
muy variado, sin embargo, todas contienen clorofila, pigmento que le da la
coloracién verde a las plantas y se encuentra dentro de los cloroplastos. La
coloracién o pigmentacion de un alga se debe a la combinacién de los pigmentos
fotosintéticos que estan presentes en las células, es por ello que una clasificacion
de las algas es debido a su coloracion (Figura 1) (Pereriea et al., 2015). Por

ejemplo:

1. Las macroalgas rojas son pertenecientes al filo Rhodophyta, contienen

clorofila a y algunos carotenoides como pigmentos fotosintéticos;
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2. Las macroalgas verdes son incluidas en el filo Chlorophyta, y tienen una
pigmentacion identica a la de las plantas vasculares, es decir, carotenoides
y clorofilas ay b;

3. Las macroalgas pardas pertenecen al filo Ochrophyta, y se agrupan en la
clase Phaeophyceae, contiene pigmentos de carotenoides y clorofilasay c,
predominando Fucoxantina, lo que le da su color pardusco;

4. Por ultimo, las macroalgas verdeazuladas incluidas en el filo Cianobacteria,
sus pigmentos son debido a carotenoides, clorofila a, ficocianina y

ficoeritrina (Pereira et al., 2015).

[ Clorofila ]{ Verde ]
a, b

Carotenoides Amarillo
Pigmentos
fotosintéticos f ) (
Ficocianina |— Azul
Ficoeritrina Rojo

Figura 1.Pigmentos obtenidos de microorganismos fotosintéticos como
microalgas, macroalgas y cianobacterias.

Las macro y microalgas tienen un alto valor comercial. China y Japdn son

los principales consumidores a nivel mundial. Las macroalgas se utilizan para
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fines distintos ya sea como alimento, pienso, medicina, farmacéuticos y en la

agricultura (Gaspar et al., 2020).

Desde los afios 50 se han utilizado algas en la agricultura para obtener
mayores rendimientos en cultivos, e incluso prevenian y trataban ciertas
enfermedades. Por otro lado, la creciente demanda de alimentos debido al aumento
de la poblacion mundial lleva al uso de agroquimicos como los fertilizantes,
buscando aumentar la produccién, sin embargo, la mala utilizacion de los
agroquimicos tiene como resultado la degradacién de la capa fértil del suelo, la
disminucién de la biodiversidad e incluso ha eliminado a los depredadores
naturales de las plagas (Battacharyya et al., 2015). La gran necesidad de proteger
el medio ambiente nos ha llevado a buscar alternativas eficientes y de nula

toxicidad hacia el mismo.

2.2 EFECTO DE BIOESTIMULANTES EN MATRICES DE SUELO Y
PLANTAS

2.2.1 Efectos en el suelo
Dentro de la productividad de los cultivos, el suelo es fundamental ante la

sequiay fuertes lluvias, sin embargo, las labores intensivas dentro de la agricultura
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han ocasionado una preocupacion, debido a la degradacion del suelo, ademas de
la liberacién de nutrientes. La compactacion, erosion y pérdida de materia
organica en los suelos son los cambios que repercuten en las propiedades fisicas y
quimicas, el estado en el que se encuentran los nutrientes y la estabilidad de los
agregados. Existen indicadores clave de la calidad del suelo, que son los agregados
estables al agua: (1) proteger la materia organica de la descomposicion, (2)
aumentar la capacidad de retener agua, (3) espacios porosos para la infiltracion del
agua y el crecimiento de las raices, y (4) resistencia a la erosion, por altimo, evitar
la formacion de costra en la superficie, ademas de la lixiviacion, lo que conlleva a
la contaminacion de agua subterrdnea. El agotamiento de la materia organica
(MO) del suelo se debe la intensidad con la que se ara el suelo, utilizando altas
concentraciones de minerales. La MO se encarga de almacenar nutrientes y de
mantener la estructura del suelo, lo que genera la perdida de nutrientes en los
cuerpos de agua. Este fendmeno se ha ido agravando debido a la erosion de la capa
donde se encuentran los nutrientes. En paises del reino unido existen tierras de
cultivo continuo, esto conlleva a la pérdida de las particulas mas finas como la
MO. Debido a esto se genera una dependencia de los fertilizantes organicos, como
los residuos vegetales, estiércol animal, biocarbon, entre otros. El uso del estiércol
animal ha causado contaminacion ecoldgica relacionada con los antibidticos de

grado veterinario y metales como Cu y Zn. Utilizar los clésicos fertilizantes
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quimicos tiene ventajas financieras, sin embargo, presentan un riesgo toxicoldgico
significativo que afecta a la salud humana y la integridad de la biota. Existen
fuentes de fertilizantes alternativas que pueden aportar a las plantas micro y
macronutrientes, ademas de beneficiar al suelo, una de ellas son las algas. Las
algas se producen en cuerpos de agua y es estimulado por nutrientes minerales

(Alobwede et al., 2019).

La fertilizacién a partir de biomasa de algas yace de las primeras
civilizaciones. Lo que demuestra su importancia y lo benéfico que pueden llegar
a ser en el area agricola, el dia de hoy se conoce que la biomasa algas modifica el
pH del suelo al actuar como fijador de nitrogeno y fuentes de MO (Nekpavil et al.,
2021). Las algas se han utilizado para enmendar el suelo, ya que aumenta hasta 6
veces mas el contenido de nitrogeno, en comparacion con el nitrégeno mineral

(Mulbry et al., 2007).

Conforme aumenta la contaminacién antropogénica aumenta la formacion
de algas, ademés se espera que el cambio climatico agrave el problema. Una
opcion es cultivar y cosechar la biomasa de las microalgas, debido a que puede
utilizarse como un fertilizante organico, aportando nutrientes y carbono al suelo e

incluso mejorar el crecimiento y nutricion de los cultivos. La produccion de alga
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a gran escala ha ido aumentando en los ultimos afios para producir
biocombustibles, alimento para animales y como removedor de nutrientes en el
tratamiento de aguas residuales (Alobwede et al., 2019).

Aunque las aguas residuales contienen altos porcentajes de fosforo y
nitrégeno no pueden utilizarse como riego, debido a que contiene contaminantes
como antibidticos, analgésicos y antihipertensivos, lo que genera un riesgo en los
cultivos y al medio ambiente (Avagyan, 2018). Esto abri6 paso al desarrollo de
fertilizantes a base de algas. Algunas especies de microalgas como Arthrospiraay
Chlorella son ampliamente utilizadas para la remocion de nutrientes (P y N) en el
tratamiento de aguas residuales, lo que las vuelve una gran opcién como
acondicionadores de suelo, ya que se ha reportado que la Arthrospira mejora la
disponibilidad de macronutrientes del suelo. La Arthrospira es una cianobacteria
que contiene aminoacidos, carotenoides, xantofila y es una fuente natural de

vitamina B12 (Alobwede et al., 2019.

Otras especies utilizadas como biofertilizantes son las especies Ulva
reticulata, Gelidiumcrinale, Turbina ornata, Brassicanapus y Ulva Lactuca. Se
ha informado que las algunas algas marinas estdn compuestas por bioactivos y
metabolitos secundarios que han demostrado ser efectivos contra nematodos y

fitopatdgenos (Nekpavil et al., 2021).
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2.2.2 Biocarbon como alternativa de mejorador de suelo

Por otro lado, la produccion de la biomasa puede transformarse en
biocarbon. El biocarbon es un solido rico en carbono que se obtiene a partir de la
pirolisis o carbonizacion. El biocarbdn tiene la capacidad de mejora la calidad del
sueloy la productividad de los cultivos y, lo cual lo vuele rentable. Se ha propuesto
al biocarbon como una alternativa para acondicionar el suelo y mejorar la
retencion de humedad, la actividad microbiana, la disponibilidad de algunos
nutrientes y la agregacion del suelo. El biocarbon a partir de algas previene la
perdida de nutrientes debido a una lenta liberacion principalmente de nitrégeno y
fosforo. Ademés de aportar sustancias como aminoécidos, vitaminas y
carotenoides que pueden mejorar la calidad en los frutos. El biocarbdén puede
mejorar propiedades fisicoquimicas del suelo, como el carbono residual, mejora
el pH y la conductividad eléctrica y aumenta el nitrégeno. La interaccion de la
poblacion microbiana del suelo y los metales toxicos genera la mutagénesis, que
son cambios en su funcionamiento y su genoma, sin embargo, se conoce que
adicionar carbono como fuente energia mantiene o mejora la abundancia
microbiana del suelo, e incluso en suelos contaminados con metales. También se

puede usar para la generacién de energia y almacenamiento de carbono, lo que

20



impacta en disminuir el cambio climatico al controlar la liberacion de gases de
efecto invernadero (Amin et al., 2016).

Recientemente se ha considerado utilizar el biocarbén como remediador de
suelos contaminados por metales. Las bacterias son de suma importancia en los
procesos biogeoquimicos del suelo, como la degradacion de la materia organica.
La aplicacion de biocarbon en el suelo genera una abundancia de miembros del
filo Bacteroidetes. Obtener una caracterizacion fisicoquimica completa del
biocarbon, suele ser complicado, sin embargo, para el uso agricola se conocen
ciertos valores, por ejemplo, el contenido de carbono es superior al 50%, 1% de
nitrogeno y 15% de fosforo. El biocarbon a partir de Chlorella vulgaris contiene
9.76 % de nitrogeno, 61.32 % de carbono, tiene un pH de 8.1 y un contenido de
humedad de 3.81 % lo que es beneficioso para el suelo (Santos et al., 2018; Ahmad

etal., 2016).

Evidentemente el biocarbén puede ser ampliamente utilizado para

incrementar la calidad y la productividad del suelo agricola, ya que repercute en

las propiedades y funciones del suelo.
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2.3 EFECTOS EN CULTIVOS

La demanda alimenticia lleva a la agricultura a buscar alternativas sin
degradar el medio ambiente, buscando fertilizantes naturales sustituyendo los
sintéticos. Los bioestimulantes, vitaminas, polisacaridos, fitohormonas, entre
otros compuestos, son sustancias a partir de materiales naturales que promueve el

crecimiento de las plantas (Supraja et al., 2020).

Los bioestimulantes tienen la capacidad de brindar una opcion renovable
para mejorar rendimientos en los cultivos, debido a que son amigables con el
medio ambiente y permiten mayor absorcion de fosforo, nitrégeno y potasio los
cuales se aplican en grandes volumenes (Kapoore et al., 2021), en cambio los
bioestimulantes se aplican en pequefias cantidades. Las macroalgas y microalgas
son una fuente de biofertilizantes y bioestimulantes para producir cultivos, debido
a que contienen lipidos, fitohormonas, polisacaridos y proteinas (Supraja et al.,
2020).

Usar la biomasa a partir de algas como fertilizante ha sido implementada

por Espafia, Gran Bretafia, Francia y al este de Asia (China y Japon).
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Recientemente los derivados de las algas han despertado un interés como

bioestimulante (Nedumaran et al., 2015).

Dicho interés por los bioestimulantes a partir de algas ha incrementado en
la agricultura sostenible, aumentando el rendimiento y crecimiento en los cultivos.
La cianobacteria Spirulina plantesis y la microalga Senedesmusquadricauda son

ejemplos de promotores de crecimiento en raices y hojas (Gemin et al., 2019).

La biomasa algal estd compuesta por cantidades importantes de hormonas
vegetales, betainas, poliamidas, auxinas y citoquininas (Stirk et al., 2013a). Por
otro lado, la fertilizacion aplicada directamente al suelo puede no cumplir los
requisitos del cultivo, por lo tanto, la fertilizacion foliar es una alternativa para
lograr altos rendimientos. En los Gltimos afios la aplicacion foliar de sustancias
organicas ha aumentado la sostenibilidad agricola. Existe un efecto positivo al
fertilizar de forma foliar con microalgas en cultivos como pimiento, tomate y ajo,
obteniendo una respuesta mas rapida al aplicar de manera foliar comparado con la
aplicacion al suelo (Ronga et al., 2019). El cuadro 1 muestra algunas aplicaciones

de algas en cultivos.
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Cuadro 1. Algas utilizadas como bioestimulantes en cultivos vegetales.

Alga Cultivos Referencia
Laminaria digitata Platano Aziz et al., 2003
Lessonia vadose Trigo Chandia et al., 2004
Padinagymnospora Frijol Hernandez et al., 2016
Gigartinaacicularis Tabaco Mercier et al., 2001
U. lactuca Tomate Hernandez et al., 2016
Ulva spp. Frijol Bosarto et al., 2010

Las plantas tienen mecanismos de defensa contra los patdgenos,
mecanismos que son inducidos al aplicar moléculas elicitoras ya sea de forma
directa o sisttmicamente. Las algas son ricas en compuestos bioactivos que
ayudan a mejorar la salud de las plantas, protegiendo a una amplia variedad de

patdgenos (Gunupuru et al., 2019).

Aplicar bioestimulantes en hortalizas aumenta el contenido de clorofila lo
que es mas atractivo para los consumidores (Ferrante et al., 2004).

Los vegetales como las papas, tomates, berenjenas y pimientos son del
género Capsicum, parte de la familia Solanaceae, con un alto valor comercial,

nativos de un area amplia de Ameérica, que incluye México (Ashour et al., 2021).
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El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo rico en f-carotenos,
vitaminas, licopeno, minerales y compuestos anticancerigenos, es considerado una
hortaliza de alto valor econdmico y de gran importancia alimenticia (Supraja et
al., 2020). Consumir tomate disminuye el riesgo de cancer, gracias a sus altos
contenidos de antioxidantes, licopeno y carotenoides. Su sabor esta relacionado

con las condiciones del crecimiento y las técnicas de cultivarlo (Higo et al., 2020).

Debido al aumento de la demanda alimenticia, es necesario abordar
practicas de fertilizacion sin degradar el medio ambiente. Por otro lado, al utilizar
la microalga Acutodesmus dimorphus en tomate aumenta la altura de la planta,
ramas por planta y cantidad de flores, aplicar la misma microalga a las semillas
disminuye el tiempo de germinacion (Ronga et al., 2019). Fertilizar de manera
foliar utilizando Arthrospira mejora el tamario del tomate, aumenta el peso de las

raices, ademas del nimero de nudos (Elarroussia et al., 2016).

Debido a esto existe una creciente demanda y se limitan los rendimientos.
Por lo tanto, se busca aumentar la produccion utilizando bioestimulantes de algas
(Sharmaet al., 2014). Los bioestimulantes, ademas de los efectos positivos ante la

sequia, promueve el crecimiento de brotes y raices, genera una resistencia ante
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plagas y enfermedades, mejora el uso del agua y absorcidn de nutrientes (Stadnik

y de Freitas, 2014).

2.4 OBTENCION DE EXTRACTOS A PARTIR DE BIOMADA DE ALGA

2.4.1 Extractos beneficos para la agricultura

Se ha estudiado mucho de la viabilidad economica de las algas en el sector
salud, incluido el area de los cosméticos, mientras que se ha dejado de lado
proteger el medio ambiente. La fabricacion de bioestimulantes a partir de algas es

una opcién muy atractiva (Carrillo et al., 2020).

Las algas son una importante fuente de bioactivos en aplicaciones agricolas
(Aziz et al. 2003). Principalmente se han aplicado al suelo como fertilizante, sin
embargo, recientemente se han observado efecto ventajoso al aplicar de manera
foliar extractos crudos sobre el crecimiento de los cultivos (Chandia and

Matsuhiro, 2008).

Los métodos para la produccion de biomasa de alga para extraer metabolitos

abarcan desde la agricultura oceénica hasta los fotobiorreactores, o una serie de
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opciones de sistemas como estanques abiertos. Los extractos aportan multiples
beneficios directos e indirectos tanto a seres humanos como a las plantas, ya que

contienen bioactivos, asi como macro y micronutrientes (Carrillo et al., 2020).

Los extractos a partir de biomasa de alga son utilizados ampliamente dentro
del area agricola como bioestimulantes en diversos cultivos. Los extractos son una
alternativa para disminuir e incluso remplazar a los fertilizantes quimicos. Las
algas son una fuente de extractos debido a su composicion quimica, que como ya
se menciono incluye proteinas, carbohidratos, fitohormonas, polisacarido, lipidos
y metabolitos secundarios como terpenos y polifenoles, mejorando el crecimiento
en las plantas (du Jardin, 2015). Ademas, son capaces de formar iones de Zn (ll),
indispensables en la formacion de quelatos (Michalak et al., 2017). Los quelatos
(a&tomos de boro) son considerados un nutriente vegetal importante, el cual puede
formarse a partir de oligosacaridos (ulvanos), provenientes de algas (Dembitsky

et al., 2002).

El primer extracto algal alcalino patentado fue de Macrocystispyrifera y al

paso de los afios se han utilizado diferentes especies de algas de diversos paises

productores (Khan et al., 2009).
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Los manera de accion de algunos extractos pueden tener efectos positivos o
negativos, dependiendo directamente de la concentracion y componentes
aplicados a las semillas y a las plantas, ya que cada planta tiene un umbral de

sensibilidad diferente para las moléculas bioactivas (Ertani et al., 2018).

2.4.2 Métodos para la obtencion de extractos de algas

Existen bioestimulantes como polisacaridos, alginatos, carragenina,
laminaran y fucoidanos, asi como extractos acetonicos y etandlicos que se

obtienen de algas y aumentan el crecimiento vegetal (Rengasamy et al., 2014).

Para formular bioestimulantes se utilizan diversos méetodos de extraccion.
Generalmente la biomasa obtenida durante la fase de crecimiento exponencial es
recuperada mediante microfiltracion y centrifugacion, y el proceso mas comun de
conservacion es pasteurizar o deshidratar, después pasa por molienda y finalmente

se almacena para su posterior utilizacion (Shaaban et al. 2010).

Los componentes activos de las algas se encuentran dentro de la pared

celular y/o vinculados a sus estructuras, para lograr su liberacion la biomasa debe
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someterse a diversos procesos, como el crioprocesamiento donde la biomasa
previamente congelada pasa por un molino y es enfriada con nitrégeno liquido
para obtener particulas muy finas, y tratamientos con alta presion puede lograr la
ruptura celular, liberando su contenido. Otro método es el enzimatico, utilizando

celulasa, proteasa, xilanasa, glucanasa, glucosidasa y pectinasa (Gil et al., 2013).

Para extraer los compuestos de las algas se puede utilizar diversas técnicas
de extraccion, por ejemplo, la extraccion solido-liquido o liquido-liquido, las
extracciones usando CO,, la extraccion de liquido pasteurizado, por
ultrasonicacion o extracciones asistidas por microondas. EI método de extraccion
con fluidos super criticos (presion~500bar, temperatura~50 °C y~100 kg de CO,
por cada kg de biomasa) atrae mucho interés ya que el extracto que se obtiene es
libre de solventes (Ronga et al, 2019). Una representacion de los procesos de

extraccion para la obtencion de biomoléculas es mostrada en la figura 2.
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Figura 2. Representacion del proceso de extraccion de biomoléculas a partir de
algas y cianobacterias.

Los extractos varian en cuanto a olor, composicion, viscosidad y color
(desde incoloro hasta un color negro). Los métodos de extraccion deben ser
enfocados al metabolito que se desea obtener, no es razonable esperar que
utilizando el mismo método se pueda extraer todos los metabolitos del alga. Por
ejemplo, la extraccion de proteinas se logra mediante métodos acuosos, acidos y
alcalinos, y para recuperarlos se centrifuga, precipita o microfiltra. En busca de
aumentar la eficiencia para extraer proteinas, se aplica polisacaridasas (alginatos,
galactanos, almidon, celulosa, fucoidanos, xilanos y laminarina) para degradar las
enzimas y mejorar la descomposicién de la pared celular. Es posible obtener un
rendimiento de 98% de proteinas mediante la ruptura celular a alta presién

(Carrillo et al., 2020).
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Por otro lado, la extraccion con un método acuoso para la obtencién de
polisacaridos y solventes organicos como metanol, etanol, acetona y acetato de
etilo para lograr compuestos de bajo peso molecular son de suma importancia para
formular mezclas y asi lograr la obtencién de extractos que estimulen el
crecimiento vegetal. Los polisacaridos tienen funciones importantes dentro de la
planta, actian como una hormona al hidrolizar a oligosacaridos controlando el
desarrollo de las plantas (Trouvelot et al., 2014).

Durante los altimos afios se han evaluado a los polisacaridos algales en
cultivos como uva, maiz, frijol y cebada, obteniendo aumento de peso seco en las
plantas, mejora la tolerancia en cuestiones ambientales, ademas, aumenta el
porcentaje de germinacion y en el crecimiento de diversos cultivos (Kannan et al.,

2014).

Los polisacéridos derivados de las algas tienen un efecto protector en las
plantas, lo que induce un evento de defensa contra patogeno microbianos, como
activar las vias metabdlicas secundarias. Como una herramienta alternativa para
controlar enfermedades en las plantas se han considerado a los elicitores y, dado
que los extractos de algas contienen ciertos polisacaridos, estos pueden utilizase
para controlar enfermedades en cultivos. La Ulva armuricana (Norte de Francia)

estd compuesta por polisacaridos sulfatados, los cuales protegen a la alfalfa
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(Medicago truncatula) contra C. trifolii, al expresar genes que estan relacionados
con patogenia, como PR-10 (Cluzet et al. 2004).

En microalgas se inicid la extraccion de polisacaridos para producir
biocombustibles, sin embargo, en la actualidad se extraen otros metabolitos como

clorofila, carotenoides y carbohidratos (Carrillo et al., 2020).

Como ya se ha mencionado las algas son una excelente materia prima para
la formulacion de bioestimulantes, ya que pueden aportar diversos nutrientes y
funciones de proteccion. Existen ocho categorias de bioestimulantes: 1) Sales
inorganicas, 2) Sustancias humicas, 3) Extractos de algas, 4) Compuestos
inorganicos, 5) Quitosanos y otros biopolimeros, 6) Hongos, 7) Proteinas

hidrolizadas y 8) Bacterias (du Jardin, 2015).

Las algas pueden usarse como sustancias humicas al agregarse al suelo, son
materia organica, y pueden acumular sales inorganicas. Contienen aminoacidos y
proteinas que producen metabolitos como florotaninos los cuales recientemente

han sido probados como bioestimulantes (Rengasamy et al., 2016b).

Ademas, después haber obtenido y utilizado de los extractos como

fertilizante liquido, comenzo la industrializarse y estudiarse sobre los efectos de
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extractos a partir de algas como bioestimulantes en el crecimiento de plantas. Lo
que ha generado diversas industrias que se dedican a la comercializacion de

bioestimulantes algales (Sharma et al., 2014).

2.5 ESTRES ABIOTICO PRESENTE EN CULTIVOS VEGETALES

2.5.1 Condiciones que generan estreés abiotico

Los derivados o extractos de algas son tipicamente aplicados al suelo como
un fertilizante de lenta liberacion y mejorar las propiedades bioldgicas y fisicas
del suelo. Recientemente se ha despertado el interés de los bioestimulantes con un
objetivo principal, la respuesta al estrés abidtico y el déficit hidrico en los cultivos

(Carrillo et al., 2020).

Las plantas frecuentemente se encuentran en condiciones desfavorables, lo
que se denomina estrés ambiental. Los factores que llevan a la planta al estrés se
dividen en dos tipos: abidticos y biodticos (quimicos, fisicos y fisicoquimicos). Los
de tipo abidtico cubren los factores ambientales como temperatura, radiaciones,

agua, sustancias quimicas y otros. El estrés abiotico incluye los factores como

33



temperaturas y salinidad extremas, causando grandes pérdidas en la producciones

agricolas a nivel mundial (Mittler et al., 2010).

2.5.1.1 Salinidad del suelo

La salinidad en suelo puede ser ocasionada por causas naturales como las
aguas de las costas, la lluvia salada, sales oceanicas y por rocas parentales, sin
embargo, las malas practicas agricolas también han aumentado la concentracion
de sales en la rizosfera. Se estima que la salinizacion en los suelos cultivables
provocara pérdidas del 30% de suelo en los siguientes 25 afios y hasta un 50% en

los proximos 40 afios (Porcel et al., 2012).

La salinidad del suelo puede llegar afectar el desarrollo de los cultivos lo
que genera bajos rendimientos. En un suelo salino se restringe la disponibilidad
de CO, atmosférico, debido a que se cierran los estomas y se reduce el consumo
de NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) por el ciclo de Calvin

(Miller et al., 2010).

Existen tres efectos negativos de la salinidad en la fisiologia de las platas,

el primero es inhibir la sintesis de las proteinas causado por los efectos toxicos de
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los iones de cloruro y sodio, alteracion de la estructura de las enzimas, afecta la
respiracion y la fotosintesis. En segundo lugar, ocasiona un desequilibrio de
nutrientes debido a que se disminuye la absorcién y el transporte de nutrientes al
brote de la planta, y finalmente la dificultad de la absorcion de agua por las raices,
causado por los potenciales osméticos del suelo, debido a las sales acumuladas, lo

que conduce a una sequia fisioldgica de las plantas (Evelin et al., 2019).

2.5.1.2 Estrés hidrico

El estrés hidrico y térmico reprimen desarrollar las raices y los procesos de
nodulacion. Al exponer las plantas al estrés hidrico hay un efecto negativo en la
productividad y en el crecimiento de las plantas. Las condiciones de sequia y altas
temperaturas promueven cambios a nivel celular sobre proteinas debido al
incremento de radicales libres (ROS) y cambios dentro del sistema de defensa de
las plantas. Inactivar los ROS impacta sobre el rendimiento de los cultivos (Boote

et al., 2005)

35



2.5.2 Bioestimulantes como alternativa contra el estrés abiotico

El utilizar bioestimulantes tiene como ventajas moderar la sintesis de los
fitoreguladores enddgenos, los cuales son los responsables de regular el desarrollo
de los cultivos, lo que favorece la fijacion de flores. Los extractos de
bioestimulantes son una fuente de antioxidantes como cofactores y folcisteina
como riblofavina, tiamina, piridoxina niacina, y vitaminas B1, B2, B3y B12 (Liu
etal., 2004).

Los bioestimulantes son una Util herramienta para manejar cultivos en
ambientes adversos. El potencial de los extractos como bioestimulantes para la
salinidad es poco explorado, uno de los tipos de estrés abidticos mas importantes
en cuanto a dafios en el area agricola. La efectividad de los extractos contra la
salinidad depende directamente del momento en que es aplicado. Las aplicaciones
pueden ser en 3 etapas diferentes: antes de que se dafie el cultivo, durante las
condiciones del estrés y después del estrés, es decir, cuando las plantas presentan
signos. Es necesario utilizar extractos de algas que contengan moléculas que
puedan activar la biosintesis vegetal endégena de metabolitos protectores y
adaptadores fisiologicas relacionados con el estrés. Es importante entender que el
resultado de la aplicacion de los extractos esté relacionado con la concentracion y
el momento de aplicacién e igualmente que no todos los cultivos responden de la

misma forma (Carillo et al., 2019).
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Por otro lado, recientemente surgio un paradigma sobre que las plantas no
son independientes dentro de su entorno, en decir, existe una sociedad entre las
plantas y los microorganismos (bacterias y hongos). Las plantas hospedan diversas
microbiotas y estas asociaciones ya sea dentro o fuera de sus tejidos les permite
adaptarse y responder ante el estrés abiotico (Vandenkoornhuyse et al., 2015).
Evidentemente si se optimizan esas asociaciones, se fortalece la proteccién contra

el estrés en las plantas.

Dentro de los ultimos afios se ha estudiado a los extractos de algas para controlar
el estrés en las plantas causado por el frio. Utilizar extractos ricos en zinc y
manganeso en el cultivo de maiz, mejora la tolerancia a las bajas temperaturas,
debido a las respuestas mejoradas de ROS y en cuanto a los micronutrientes, estos
juegan un papel de cofactor en las enzimas antioxidantes (Bradacova et al., 2016).
La clave ante esta tolerancia son los genes. Los lipofilicos con ricos en acido
butirico, acido palmitico, acido linoleico, acido oleico y esterol fucosterol,
extractos que aumentan la concentracion de azucares solubles, lo que influye en la

tolerancia a bajas temperaturas (congelacion) (Nair et al., 2012).
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De la misma forma se han utilizado citoquininas a partir de extractos de alga
para mejorar la tolerancia al estrés por las altas temperturas y por la falta de agua
en cultivos ornamentales, horticolas y arboles. En plantas de espinaca (Spinacia
oleracea L.) y lechuga (Lactuca sativa L.) bajo estrés por sequia se reduce la
capacidad de quelacion de iones ferrosos y mejora el crecimiento de cotileddn,
respectivamente. Aplicar de manera foliar extractos de isopropanol en plantas de
uva (Vitis vinifera L) bajo condiciones de estrés por falta de agua aumenta la
conductancia estomatica (Xu et al., 2015).

La poca disponibilidad de agua y el cambio climatico hace que la promesa
de los bioestimulantes de aumentar la capacidad de tolerar el estrés abiotico tenga

gran potencial desde un punto de vista agronémico.

2.6 ARTHROSPIRA MAXIMA COMO BIOESTIMULANTE

Utilizar la Arthrospira dentro de la agricultura sostenible demuestra que
genera mayor produccion, mejor calidad en los cultivos, ademas, genera
resistencia a ciertas enfermedades y estrés, también aumenta el indice de
germinacion y enraizamiento al aplicarse en el suelo. Diversos autores reportan
que el comparar un fertilizante quimico contra la biomasa de Arthrospira, esta

poseen cantidades inferiores de N-P-K, sin embrago, esta alga tiene la capacidad
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de estimular el crecimiento de los cultivos de una manera muy similar a la de un
fertilizante quimico, esto gracias a que contiene cantidades superiores de otros
elementos como hierro, zinc, calcio y selenio. Ademas se ha reportado que el
combinar extractos de Arthrospira con otros bioestimulantes o biofertilizantes
estimulan significativamente el rendimiento, crecimiento y produccion de aceites.

Extractos de Arthrospira platensis y Chlorella vulgaris mejoran la
produccién de papa y de las semillas del tipo hibridas en la India (Fundacién Caja
Rural Valencia, 2000).

Todos estos efectos positivos en diferentes cultivos estan directamente
relacionado con la composicion de la Arthrospira, debido a su alto contenido de
aminoacidos, proteinas y carbohidratos, los cuales influyen en el desarrollo y
crecimiento de las plantas, ademas, contiene antioxidantes los cuales pueden
incrementar la tolerancia ante algunos tipos de estrés. Por ejemplo, en el cultivo
de tomate al aplicar Arthrospira increment6 el rendimiento, en el cultivo de
lechuga se aplico de manera foliar lo cual aumentd el contenido de clorofila a,

solidos solubles y vitamina C (Fundacion Caja Rural Valencia, 2000).
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2.7 CARACTERISTICAS DE LA LECHUGA (Lactuca sativa L.)

Vavilov creia que su origen estaba situado en el Cercano oriente, en la
actualidad se conoce que Lactuca scariola L., es el antecesor de la lechuga, siendo
una planta silvestre la cual puede encontrarse en areas con clima templado

(Fundacion Caja Rural Valencia, 2000).

2.7.1 Clasificacion
La lechuga es una planta anual, que se clasifica de la siguiente manera:
Reino: Plantae
Division: Macrophyllophita
Sub-Division: Magnoliphytina
Clase: Paenopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Tribu: Lactuceae
Género: Lactuca
Especie: sativa

Nombre Cientifico: Lactuca sativa L. (Lopez, 2016)
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2.7.2 Descripcion botanica

Hablando de la taxonomia, la lechuga es un cultivo de la familia Asteraceae,
su sistema radicular es muy ramificado alcanzando los 35 cm cuando se tiene un
riego por goteo. Sus hojas no tienen peciolos y son lisas, es decir, emergen en
forma de roseta, su color varia de un verde amarillo hasta un morado. Al exponer
el cultivo a temperaturas altas por varios dias los tallos se alargan y ramifica en

una inflorescencia amarrilla en racimos (Rincon, 2008).

2.7.3 Requerimientos para el cultivo

2.7.3.1 Clima

Se ha reportado que las hortalizas como lechuga y acelga se adaptan mejor
a las condiciones climéaticas templadas, sin embrago, la tecnologia en
mejoramiento genético permite que algunas variedades de lechuga puedan
adaptarse a diferentes tipos de clima, debido a esto es que se pueden cultivar
durante todas las estaciones del afio. Las variedades criollas como las de repollo
pueden ser sembradas en todo el afio, ya que existen algunas variedades que logran

resistir altas temperaturas (Valencia, 1995).
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2.7.3.2. Suelo

Este cultivo no es exigente en cuanto a la calidad del suelo, debido a que
tolera la acidez con pH5, siendo pH 8 el Optimo para su crecimiento. La
conductividad eléctrica, es decir, la salinidad del suelo mayor a 1.2 mmhos/cm
afecta el desarrollo cuando no se maneja de manera eficiente. En la agricultura el
objetivo principal es la rentabilidad, lo cual estd directamente relacionado con el
rendimiento y la calidad del producto, para lograr esto la lechuga requiere de un
suelo fertil, es decir, alto en contenido de materia organica, sin salinidad y un buen
drenaje, sin embrago, este cultivo ofrece la alternativa de adaptarse a sistemas
hidropédnicos, loa cuales pueden obtener productos de muy buena calidad y en
menor tiempo, debido a que no sufren estrés al momento del trasplante o por las

carencias del suelo (Valencia, 1995).

2.7.3.3. Agua

Para lograr el aprovechamiento del agua las dosis deben ser reguladas por
las necesidades del cultivo en base a su etapa fenoldgica, de manera que. Las
pérdidas por escorrentia 0 evaporacion sean minimas, ademas, de no saturar el
suelo con humedad al grado de ocasionar problemas en las raices de las plantas.
Debido a que el sistema radicular de la lechuga es poco, lo convierte en un cultivo

muy sensible al estrés por agua en el suelo (Valencia, 2000).
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2.8 CULTIVO DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

La planta de tomate tiene origen en la region de los Andes (Colombia, Perd,
Chile, Boliviay Ecuador), es donde se encuentran la mayor cantidad de variedades
de tipo silvestre. México es considerado como el centro mas importante en la

domesticacion del tomate a nivel mundial (Valadéz, 1997).

2.8.1 Clasificacion taxonémica

Reino: Metaphyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Lycopersicon

(Villarreal, 2005).

La fertilizacion en condiciones de suelos con problemas de salinidad debe

aportar calcio y potasio, ya que estos compiten con el sodio para entrar en las
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raices, lo cual suele tener efectos negativos en el desarrollo de las plantas (Hu y

Schimdhalter, 2005).

Se ha reportado que aplicar soluciones con 550 nM de cloruro de sodio
retrasa el crecimiento de tallos y hojas, sin embargo, al aplicar potasio el desarrollo

del cultivo se optimiza (Satti-SME et al., 1994).

Otra forma de contrarrestar la salinidad es adicionando MO en forma de
abono verde o compost, mejorando la estructura del suelo, ademas de infiltracion

de agua (Munns et al., 2005).

2.9 CULTIVO DE PEPINO (Cucumis sativus L.)

El cultivo de pepino es de la familia Cucurbitacea, la cual comprende 90
géneros y 750 especies. El género de Cucumis abarca mas de 30 especies, las
cuales estan distribuidas en dos areas geogréaficas distintas: el grupo asiatico y el

grupo africano (Tatlioglu, 1993).

2.9.1 Importancia nutricional
El pepino no tiene un gran valor nutricional, sin embargo, tiene una gran

demanda debido a que tiene cualidades refrescantes, ya que es un fruto cuya parte
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comestible es inmadura y el mayor porcentaje de su composicion es agua. Esta en

el cuarto puesto de la superficie sembrada (CEDRSSA, 2020).

2.9.2 Importancia econémica a nivel mundial

En el 2018 la FAO reporto una produccién de 75,219,440.0 ton a nivel
mundial en la categoria de pepinillos y pepino, centrando a China con la mayor
produccién con 56,240,428.0 ton representando el 74.7% del total del mundo,
México obtuvo el sexto puesto con una produccion anual de 1,072,048.0 ton

(CEDRSSA, 2020).

2.9.3 Importancia economica en México

El consumo anual per capita de pepino en México es de 2.4 kg, sin embargo,
existe un constante aumento de demanda y por consecuencia de produccion, es por
esto que es factible producirlo bajo un sistema controlado. EI 72% de la
produccidn es producto de exportacion a Estados Unidos, en promedio se siembra
alrededor de 17,000 ha por afio en Meéxico. La mayoria de la produccion se centra
en Sinaloa y Sonora que juntos obtienen el 57.2%. La mayor produccion es en el
periodo de enero a mayo con una produccion de 100 mil ton (CEDRSSA, 2020;

SIAP, 2020).
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2.10 COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos polifendlicos se componen de uno o mas grupos de
hidroxilo los cuales se unen a anillos aromaticos, cada uno de estos anillos estan
conformado por una molécula de benceno. Todos los compuestos polifendlicos
provienen de carbohidrato, los cuales se generan durante la fotosintesis y son
producidos dentro de las plantas como metabolitos como respuesta al medio que

los rodea (Vermerris y Nicholson, 2006; Ghosh et al., 2012).

2.10.1 Acidos fendlicos
Los é&cidos fendlicos cumplen diferentes funciones como actividad
enzimatica, alelopatia, absorcion de nutrientes, proteccion a la radiaciéon UV y

sintesis de proteinas (Goleniowski et al., 2013).

Ademas tienen cualidades antioxidantes, debido a esto es que diversas
industrias muestran interés en ellos, pueden aplicarse como conservadores y
retrasan la peroxidacion de las grasas. Dentro de la industria farmaceéutica atrapan
a los ROS, los cuales dafian las células, se utilizan para los tratamientos contra
enfermedades cardiovasculares y contra el cancer (Magsood et al., 2014; Gawlik-

Dziki et al.,2012; Irakli et al., 2012; Boz, 2015;Goleniowski et al., 2013).
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2.10.2 Flavonoides

Los flavonoides también son conocidos como fitonutrientes ya son
encontrados en la mayoria de los vegetales. Se dividen principalmente en los
grupos auronas, flavonas, flavononas, isoflavonoides, chalconas y antocianinas

(Vermerris y Nicholson, 2006).
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3. HIPOTESIS

Utilizar un lixiviado de frutas y verduras como fuente de nutrientes en la
produccion de Arthrospira maxima aumenta la concentracion de biomasa,
logrando obtener un subproducto el cual actia como bioestimulante en plantas de

lechuga, pepino y tomate.

3.1 OBJETIVO GENERAL

Generar biomasa de Arthrospira maxima con la valorizacion de un lixiviado
de frutas y verduras a través de economia circular para generar un subproducto

bioestimulante y su aplicacion en plantas de lechuga, pepino y tomate.

3.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Optimizar la produccion de biomasa de Arthrospira maxima en
biorreactores de tipo airlift para la valorizacion de un lixiviado de frutas y

verduras.

2. Comparar dos métodos de ruptura celular en la biomasa de Arthrospira

maxima para la cuantificacion de aminoacidos libres y grado de hidrolisis.
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3. Evaluar el efecto bioestimulante de Arthrospira maxima con y sin ruptura

celular en la germinacion y produccion de plantas de lechuga.

4. Determinar el impacto de Arthrospira maxima como bioestimulante en
plantas de pepino y tomate para disminuir el requerimiento de fertilizantes

quimicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 ETAPA 1. PRODUCCION DE BIOMASA

4.1.1 Cepa de cianobacteria

La cepa de Arthrospira maxima se adquirié del Centro de Investigacion y
de Estudios Avanzados de Cuajimalpa (CNVESTAV) y se preservé a 4°C para la
experimentacion. La cepa se cultivo en medio zarrouk el cual consistio en: NaNOs,
NaHCO;, K;HPO,, NaCl, K;SO4, MgSO,-7H,0, FeSO,-7H,0, CaCl,-2H,0 y
EDTA ajustado a pH de 9 y esterilizado en autoclave durante 15 mina 121°C. La
cepa se mantuvo en cultivo liguido estéril a 25 + 3°C, en aireacion continua e
iluminacion de 12 h luz (1000 Klux) y 12 h oscuridad, hasta alcanzar la fase

estacionaria de la cepa se utilizé para la siguiente experimentacion.
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4.1.2 Fuente de nutrientes

El lixiviado de residuos de frutas y verduras se recolectd del mercado de
Abastos “Estrella” (latitud 25°4246.1"N, longitud 100°1744.0"W) (Figura 3)
ubicado en el municipio de San Nicolas de Los Garza, Nuevo Ledn, México. En
este trabajo se evaluo el efecto de la proporcidn de lixiviado de residuo alimentario
al 0, 3y 9 % sobre el rendimiento de crecimiento de biomasa de Arthrospira

maxima en biorreactores del tipo airlift con una capacidad de 3.5 L.

Al lixiviado se le determino: dureza, turbidez, pH, conductividad,

alcalinidad, nitrito, demanda quimica de oxigeno, nitrato y solidos totales.

Figura 3. Contenedor de desechos de frutas y verduras.
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4.1.3 Preparacion de biorreactores
Los biorreactores se construyeron tipo airlift a partir de acrilico y varillas
de metal parta el soporte, tienen una capacidad de 3.5 L e inyeccion de aire

constante.

El montaje de los biorreactores se realiz6 usando mechero para prevenir
alguna contaminacién. Primero se coloco el medio zarrouk, después la cepa de
Arthrospira maxima y finalmente el residuo (de acuerdo con cada tratamiento),
todo esto en un recipiente de 19 L para lograr la homogenizacion antes de colocar
la cepa en los biorreactores, cada tratamiento se llevo por triplicado (Figura 4).

Todo el material utilizado se esterilizo previamente.

La Arthrospira se cultivé durante 16 dias, tomando muestras de 15 mL cada
cuatro dias para su posterior andlisis. Cada biorreactor contd con tres lamparas
LED vy aireacion continua. Se evaluaron dos fotoperiodos, dos indculos y dos
porcentajes de lixiviado, generando siete tratamientos, ademas del control (Cuadro

1).
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Figura 4. Diagrama del montaje de biorreactores.

Cuadro 2. Disefio experimental de los tratamientos en la produccion de
Arthrospira maxima.

Tratamiento Lixiviado Fotoperiodo Inoculo
(%) (h) (9/L)
T0 0 16 0.3
T1 3 16 0.3
T2 9 8 0.3
T3 3 8 0.3
T4 9 8 0.3
T5 3 8 1.0
T6 9 8 1.0
T7 3 16 1.0
T8 9 16 1.0




4.1.4 Produccién de Arthrospira maxima

La concentracion de biomasa se evalu6 mediante de la correlacion entre la
densidad éptica (DO) y el peso seco de soélidos totales (ST) en biomasa de
Arthrospira determinado por gravimetria. La DO se midié a 680 nm mediante un

espectrofotometro (Thermo EVOLUTION 10-Vis) cada 4 dias.

4.1.5 Analisis de nutrientes
A las diferentes biomasas generadas se les cuantificd la concentracion de
azucares totales, proteina, clorofila a y lipidos, asi como demanda quimica de

oxigeno y densidad dptica, después de 16 dias.

4.1.5.1 Métodos analiticos

- Clorofila. Para cuantificar la concentracion de clorofila, se tomé una
muestra de 10 mL y se centrifugdé a 4000 rpm durante 10 min. Los sedimentos
fueron suspendidos en una solucion de 10 mL de acetona al 90% a 4° C durante
24 h en la oscuridad y finalmente se centrifugd a 4° C y 4000 rpm durante 15 min.

El sobrenadante se midié usando el método de Lorenzen (1966) a tres longitudes
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de onda: 470 nm, 662 nm y 645 nm en un espectrofotdmetro, se utilizo acetona al

90% como blanco.

- Azucares totales. Para cuantificar la cantidad de azUcar total se utilizo
el método de antrona-acido sulfdrico (Koehler, 1952). Se mezclé 1mL de solucion
de algas con 4 ml de solucion de acido sulfurico de antrona al 0.2% (p/v). Las
muestras se sometieron a 100° C durante 10 minutos. La absorbancia se midio a

una longitud de onda de 640 nm.

- Lipidos totales. Para la cuantificacion de lipidos se tomo biomasa
seca con una mezcla de cloroformo y metanol (2:1, v/v), después se sonicaron
durante 30 minutos (Yu et al., 2012). La suspension se centrifugé a 4000 rpm por
un periodo de 15 minutos hasta obtener un sobrenadante claro. La solucién de
disolvente se dejo evaporar por 24 h y los lipidos extraidos se determinaron por

gravimetria.

- Proteinas. La extraccion de proteinas se realiz6 mediante el método
Bradford (1966), el cual consiste en romper la pared celular mediante una solucién
de hidréxido 1 N, para posteriormente leer la solucidbn mediante un

espectrofotometro bajo una longitud de onda de 595 nm.

Las muestras de biomasas fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 10 min,

el sobrenadante se resguardo a una temperatura de 4°C antes de realizar el andlisis.
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Se analiz6 amonio (NH;-N), ortofosfatos (PO4-P) y la demanda quimica de
oxigeno (DQO) usando un espectrofotometro segun los métodos estandar (APHA,

1998).

La cepa fue seleccionada de ensayos preliminares en base a la alta
concentracion de biomasa, a la capacidad de adaptacion a diferentes condiciones,

a su composicion bioquimica para evaluar tres métodos de ruptura celular.

4.1.6 Optimizacion de la produccién de Arthrospira maxima

La optimizacion de la biomasa se realizé para encontrar el maximo
porcentaje del lixiviado a emplearse en el cultivo de microalgas. Se utilizé el

software Design-expert 12 para el analisis de los datos.
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4.2 RUPTURA CELULAR DE LA BIOMASA

4.2.1 Ruptura de la pared celular

Después de 16 dias de cultivar la biomasa de Arthrospira maxima, se
centrifugd, liofilizé (Liofilizador Freezone*®) y molié hasta obtener un polvo fino
(Figura 5). Se preservé una porcién para uso como control y el resto se sometio a

2 métodos de ruptura.

El método de ultrasonicacion y congelacion-descongelacion se llevaron a
cabo mediante la metodologia de Wang (2012) (Figura 6). A la biomasa generada

(TBG) y a la biomasa comercial (TBC) no se les aplicé algun método de ruptura.

La ultrasonicacion se aplicd durante 2 min (T2m), 4 min (T4m) y 8 min
(T8m) a una intensidad de 20 volts; y el método de ruptura con congelacion-
descongelacion fue durante 1 hora (T1h), 2 horas (T2h) y 3 horas (T3h) con un

ciclo de descongelacion (figura 6).

Después de la ruptura con los diferentes métodos se cuantifico la

concentracion de aminoécidos y el grado de hidrolisis.
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Figura 6. Método por ultrasonicacion, utilizando un sonotrodo (a) y método de
congelacion-descongelacion (b).
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4.2.1.1 Grado de hidrolisis
El grado de hidrolisis (DH) se define como el porcentaje de enlaces

peptidicos escindidos y la cuantificacién de aminoacidos libres (Ecuacion 1).

donde hy: €s el numero total de enlaces peptidicos por proteina equivalente,
y h es el numero de enlaces hidrolizados. hy depende de la composiciéon de

aminodcidos de la materia prima (Nielsen et al., 2001).

4.2.2 Caracterizacion morfolédgica de Arthrospira maxima

Para conocer las texturas de la morfologia en la biomasa de Arthrospira
maxima seca de microalgas, se utilizd un microscopio electronico de barrido
equipado con un detector de espectroscopia de dispersion de energia (SEM-EDS)
JEOL 6490LV acoplado INCA-X. Se utilizd espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) para la identificacion de los grupos funcionales

que componen Arthrospira maxima de 400 a 4000 cm™ con una resolucién de 4
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cm (Venkatesan et al., 2012). Estos analisis de biomasa se realizaron antes y

después de la disrupcién celular.

4.3 ETAPA 2. BIOESTIMULANTE VEGETAL A PARTIR DE Arthrospira
maxima EN PLANTAS DE LECHUGA (Lactuca sativa L.)

El tratamiento con el que se logr6 la mayor concentracion de aminoacidos
y grado de hidrolisis se utilizé para romper la pared celular de la biomasa
seleccionada previamente y se evalué como bioestimulante vegetal en los cultivos
de lechuga, pepino y tomate en un sistema hidropdnico en el laboratorio de
Hidroponia de la Facultad de Agronomia de la UANL, ubicado en el General

Escobedo, Nuevo Ledn, México.

4.3.1 Establecimiento de los cultivos en sistema hidroponico

La estructura donde se colocaron las plantas de los cultivos se muestra en la

figura 7.
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Figura 7. Estructura de metal en el area de hidroponia.

4.3.1.1 Material biologico

Se utilizaron unicamente semillas que fueron certificadas de lechuga
(Lactuca sativa L.) de la variedad Parris Island Coss, las cuales se consiguieron

del portal comercial La Semilleria.

La solucién nutritiva utilizada se muestra en el cuadro 3, se utilizaron

fertilizantes de grado comercial y agua destilada (Rodriguez et al., 2011).
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Cuadro 3. Composicién de la solucion nutritiva.

Elemento Concentracion (mg/L) Fuente
Nitrégeno 210 Urea
Fosforo 75 NH4H2PO4
potasio 280 KNOs
Calcio 250 Ca(NOs3)2-4H20
Magnesio 40 Mg(NO3)
Azufre 130 H2SO04
Hierro 0.8 FeSO4-7H20
Manganeso 0.45 MnSO4-H20
Boro 0.35 H3BOs
Cobre 0.09 CuS04-5H20
Zinc 0.30 ZnS04-H20
Molibdeno 0.02 NaMoO4-2H20

4.3.2 Produccidn de lechuga (Lactuca sativa L.).

Un par de semillas fueron sembradas por cavidad en charolas de unicel de

160 cavidades, utilizando tezontle (3 mm de didmetro).

Se coloco el sustrato dejando una linea sin utilizar en las charolas de

germinacion debido al tamafio de la lechuga al final del ciclo (Figura 8).
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Fueron evaluados 11 tratamientos, los cuales se observan en el cuadro 4. Se
utilizé biomasa con ruptura celular (C/R) y sin ruptura celular (S/R), ademaés de

SN en algunos de los tratamientos en diferentes porcentajes.
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Figura 8. Charolas de germinacién con roca volcanica.

Se cultivo la lechuga durante 30 dias, tomando muestra y aplicando la
Arthrospira cada 5 dias, la cual fue aplicada de manera foliar con un atomizador
de 100 mL. En los tratamientos que se utilizd SN se renové cada 5 dias con un

volumen de 5 L.

La produccién de lechuga se cuantifico durante 30 dias para lechuga y se

determiné:
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v Longitud de la raiz
v Longitud de la parte aérea
v Peso fresco

v Peso seco

Cuadro 4. Tratamientos en la produccién de lechuga (Lactuca sativa L).

Tratamiento Biomasa (g/L) Solucidn nutritiva (%)
TA 0 0
T0.5S 0.5S/N 0
T1.0S 1.0 S/N 0
T1.5S 1.5S/R 0
T0.5C 05C/R 0
T1.0C 1.0C/R 0
T1.5C 1.5C/R 0
T1C25 1.0C/R 25
T1C50 1.0C/R 50
T1C75 1.0C/R 75
TSN 0 100

A los tratamientos que se observan en el cuadro 4 también se le evalué el

crecimiento inicial de lechuga y el indice de germinacion con la ecuacién 2.
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G*L

Gw*Ly,

IG (%) = %100 )

donde G es el nimero de semillas germinadas, L es la longitud de las
plantas, G, es al nimero de semillas germinadas del tratamiento control y L, es

la longitud de las plantas del tratamiento control (Navarro-Lopez et al., 2019).

Para la germinacion se utilizaron cajas petri estériles de 10 cm de diametro
con papel absorbente saturado con la solucion del tratamiento correspondiente

(Figura 9). Se colocaron 20 semillas por caja con 4 réplicas por tratamiento (n=44).

Figura 9. Semillas de lechuga (Lactuca sativa L).
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4.3.2.1 Cuantificacion de antioxidantes en plantas de lechuga

Las plantas de lechuga después de 30 dias de crecimiento fueron liofilizadas
para asegurar no degradar los compuestos fenodlicos utilizando un secado
convencional de 60-70° C. Se utiliz6 un Liofilizador Freezone*® a -50° C durante

6 dias (Figura 10).

Figura 10. Liofilizacion de las plantas de lechuga.

Posteriormente fueron molidas en un mortero, hasta lograr un polvo fino,
después se realizaron los extractos con metanol al 80% (80:20 metanol: agua v/v),

para finalmente la cuantificacion de los antioxidantes (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama para la cuantificacion de antioxidantes en lechuga.

4.3.2.1 Analisis cromatograficos (HPLC)

La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizd siguiendo la
metodologia de Galieni et al., (2015) con ligeras variaciones. Se utilizé un equipo
HPLC 1200 modelo G1329A, Agilent Technologies, una columna C-18 de fase
reversa (30 x 150 mm x 3.5 u). La fase movil isocratica, es decir, solo agua

acidificada 0.1% HCI, con un flujo de 0.1 mL/min a 37° C, con un tiempo de
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corrida de 20 min, con un volumen de inyeccion de 5 L, en la region UV (220,

280m 330y 360).

Se utilizaron estandares (Sigma Aldrich) de acido cafeico y acido
clorogénico para la elaboracion de las curvas de calibracion en concentraciones de

1 a 500 mg/L.

4.4 ETAPA 3. BIOESTIMULANTE VEGETAL A PARTIR DE Arthrospira
méxima EN PLANTAS DE PEPINO (Cucumis sativus L.) Y TOMATE
(Solanum lycopersicum).

La produccion de las plantulas se llevo a cabo en el area de hidroponia, en
el estante descrito en la seccion 4.3.1. En los cultivos de pepino y tomate se coloco
la perlita como sustrato en todas las cavidades de las charolas de poliestireno
(Figura 12). De igual forma que en el cultivo de lechuga, fueron colocadas dos

semillas por cavidad para asegurar una planta por cavidad.

68



ss‘lﬁﬂthl

eI I
isProaBES
IIIDIII!I
FEEBED
e
Wll.ﬂl

Figura 12. Charola de poliestireno con perlita como sustrato.

correspondiente a cada uno de los tratamientos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Tratamientos de la produccion de pepino (Cucumis sativus L.) y

tomate (Solanum lycopersicum).

Tratamiento Biomasa (g/L) Solucidn nutritiva (%)
TO 0 0
T1 1.0C/IR 25
T2 1.0C/IR 50
T3 1.0C/IR 75
T4 0 100

Cada una de las charolas de poliestireno se colocaron dentro de una charola

plastica, para colocar dentro de la misma la solucion nutritiva (SN)
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La produccidn de pepino y tomate se cuantificd durante 25 dias midiendo:

v Longitud de la raiz
v Longitud de la parte aérea
v Peso fresco

v/ Peso seco

Se midieron estos pardmetros cada 5 dias de 4 plantas por tratamiento

(Figura 13).

Figura 13. Medicion del crecimiento en (a) lechuga, (b) pepino y (c) tomate.
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4.3.1 Cuantificacion de antioxidantes en plantas de pepino y tomate

La cuantificacion de antioxidantes se llevd a cabo mediante extractos en
fresco, usando solo hojas de ambos cultivos. Se pesaron 9 g de hojas, se licuaron
con metanol al 80% (80:20 metanol: agua v/v) por 30 segundos, se filtraron para

recuperar el sobrenadante y se reservaron a -20° C protegidos de la luz (Figura

14).

25 dias

9 g solo Hojas Licuar 30 Filtrar
hojas CH;0H 80% segundos mezcla

CUANTIFICACION
DE ANTIOXIDANTES
- Fenoles
- Flavonoides
Extractos Recuperar
pepino y tomate sobrenadante

Figura 14. Extraccion de antioxidantes en plantas de pepino y tomate.
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4.3.1.1 Compuestos fenolicos totales

Los compuestos fendlicos totales (CF) fueron cuantificados mediante el
método Folin-Ciocalteu (Lépez-Contreras et al., 2015) con algunas variaciones:
en un tubo se agregaron 200 L y fueron diluidos con 2600 uL de agua destilada,
posteriormente fueron agergados 200 L de Folin, 2000 pL de Na,COs al 7%. Se
dej6 en reposo durante 90 min en completa oscuridad para finalmente medir la

absorbancia 750 nm.

El contenido de CF se determino en base a la curva de calibracion utilizando
acido galico de 0 hasta 200 mg/L, expresado en miligramos equivalentes de acido
galico por cada 100 g de materia seca (mg EAG 100 g), se us6 metanol al 80%

como blanco.

4.3.1.2 Flavonoides totales

Se cuantificaron los flavonoides totales de acuerdo a la metodologia de
Lopez-Contreras et al. (2015) con algunas variaciones: 200 pL de extracto fueron
diluidos en 3500 L de agua destilada, después se agregaron 150 puL de NaNOs al

5%, se dej6 reposar por 5 min. Después fueron agregados 150 pL de AICI; al 10%
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dejando reposar 5 min, seguido se agregd 100 uL de NaOH 1M, dejando reposar
por 15 min en oscuridad, finalmente se leyeron a una absorbancia de 510 nm. Se
calculd la concentracion de flavonoides en base a la curva de calibracion utilizando
catequina de O hasta 200 mg/L. Los resultados se expresan en miligramos

equivalentes de catequina por cada 100 g de materia seca (mg EC 100 g).

4.3.1.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se midié por los métodos ABTS (3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid) y DPPH (2,2-difenil-1 picrilhidrazil) con un

espectrofotometro (SP-830 Plus, Barnstead, Turner, EUA).

4.3.1.4 ABTS

Se preparé 1 mL de ABTS a 7.4 mM junto con 1 mL de K;S;0g a 2.6 mM,
se dejo reaccionar durante 12 horas en un ambiente oscuro para el radical ABTS;
se diluy¢ el radical ABTS en metanol al 80% hasta alcanzar una absorbancia de 1

en una longitud de onda de 734 nm para la solucion ABTS. Se tomé 50 uL del
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extracto con 1.5mL de la solucion ABTS, dejandolo reposar durante 30 min en
completa oscuridad, después se midio la absorbancia a 734 nm, usando metanol al

80% como blanco.

4.3.1.5 DPPH

Se llevo a cabo mediante la metodologia de Lopez-Contreras et al. (2015):
la solucion DPPH se prepard pesando 0.0024 mg de DPPH en un matraz de 100
mL, después se agregd metano al 80% hasta alcanzar la absorbancia de 1 a una
longitud de onda de 517 nm. Se mezclaron 50 pL del extracto y 1.5 mL de la
solucion DPPH, se dejaron reposar durante 30 min en oscuridad. Finalmente se

midié a 517 nm la absorbancia, con un blanco de metanol al 80%.

4.4 ANALISIS ESTADISTICO

4.4.1 Anélisis de la produccion de biomasa

El experimento se llevé a cabo mediante un disefio factorial 22 a través de

las variables independientes fotoperiodo, indculo y % de lixiviado. Se evaluaron
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9 tratamientos cada uno por triplicado. Se analizaron los datos utilizando el

software Designe expert. EI modelo estadistico se muestra en la ecuacion 3.

yijk=p+oi+fj+yk+opij+ayik+pyjk+afyijk+eijk ®3)
donde:
L es la media general del experimento
aioi es el efecto debido al i-ésimo nivel del factor A
BiBj es el efecto del j-ésimo nivel del factor B
vkyk es el efecto del k-ésimo nivel del factor C.
apijoPij  representa el efecto de interaccion de la combinacion ij
ayikayik  representa el efecto de interaccion de la combinacion ik
ByikByjk  representa el efecto de interaccion de la combinacion jk.
afyijkafy representa el efecto de interaccion de la combinacion ijk
eijkeijk el error aleatorio

El mejor tratamiento después de la optimizacion en la produccion de

Arthrospira maxima se evaluo con diferentes métodos de ruptura celular.

75



4.4.2 Analisis de la ruptura celular

Los datos obtenidos de la ruptura celular se analizaron mediante ANOVA
de una sola variable con un nivel de confianza del 95%. Se utilizé un nivel de
significancia de p < 0.05 para todas las pruebas, utilizando el software SPSS®. El
mejor tratamiento con el mayor porcentaje de ruptura celular se evalué en los

cultivos de lechuga, pepino y tomate.

4.4.3 Analisis de la produccidn de lechuga, pepino y tomate
La produccion de lechuga, pepino y tomate se analizaron mediante ANOVA
de una sola variable con un nivel de confianza del 95%. Se utilizé un nivel de

significancia de p < 0.05 para todas las pruebas, utilizando el software SPSS®.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ETAPA 1. PRODUCCION DE BIOMASA

5.1.1 Caracterizacion de lixiviado de frutas y verduras

Las caracteristicas fisicoquimicas del lixiviado dependen directamente de la
composicion de los desechos y del contenido de agua de estos. Las caracteristicas
del lixiviado recolectado del mercado de abastos “La estrella” se muestran en el
cuadro 6. Se encontré que el valor del pH fue de 4.9, un valor de CE5.71 uSy ST
de 2.17 g¢g/L lo cual indica materia orgéanica presente en las muestras. La
concentracion de DQO fue de 8,260.5 mg/L lo que indic6 una alta concentracion
organica. Dentro de los compuestos nitrogenados, el nitrogeno en forma de
amonio estuvo presente en una concentracion de 206.53 mg/L, probablemente
debido a la descomposicion de compuestos organicos (Tatsi et al., 2020). Se

observaron también bajas concentraciones de nitratos 0.26 g/L y nitritos 1445.65

ug/L.
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La alta concentracion de turbidez 717 UNT puede ser debido a la falta de
aireacion del contenedor (Aziz et al., 2010). La dureza fue de 6,400 mg/L, un valor
por encima del limite permitido en agua segun la Norma Oficial Mexicana PROY -
NOM-127-SSA1-2017(500 mg/L) lo que puede estar relacionado a la alta
concentracion de alcalinidad 20,000 mg/L (Mor et al., 2006). Los procesos de
biodegradacion de la materia organica producen una cantidad significativa de
bicarbonato, que representa el dioxido de carbono disuelto, que también es el

principal componente de la alcalinidad (Mahapatra, et al., 2011b).

El lixiviado se constituyo de 296.77+0.92 g/L de amonio, mientras que la
concentracion de ortofosfatos fue de 95.79+7.2 g/L. En areas de remediacion se
ha encontrado que los nutrientes N y P estan relacionados con el crecimiento de

algas (Xin et al., 2010).
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Cuadro 6 Composicion fisicoquimica del lixiviado.

Anélisis Concentracion Unidades
COD 788 +£96.43 mg/L
Nitratos 0.26 £ 0.00 g/L
Nitritos 1,445.65 £ 36.53 ug/L
ST 2.17 +0.02 g/L
pH 4.94 +0.04 -
CE 5.71 + 0.02 uS
Dureza 639.33 £ 24.94 mg/L
Turbiedad 2390 + 49.05 UNT
Alcalinidad 2,000 £ 81.64 mg/L
Amonio 296.77 £ 0.92 mg/L
Ortofosfatos 95.79 £ 7.52 g/L

5.1.2 Produccion de Arthrospira utilizando lixiviado de frutas y verduras

La produccion de la biomasa (g/L) de la Arthrospira maxima durante los 16
dias se presenta en la figura 15. El tratamiento control alcanz6 3.81 g/L, T1 3% lo
supero con 5.3 g/L, una concentracion mayor a lo reportado por Celekli (2009),
seguido de T8 con 4.88 g/L, T7 con 4.43 g/L, mientras que el resto de los
tratamientos no lograron superar al testigo. Durante el crecimiento la Arthrospira
asimila los nutrientes, lo que estd estrechamente relacionado con la

fitorremediacion, es decir, un mayor crecimiento promoverd una mejor
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eliminacion de nutrientes (Markou et al., 2014). Se observd crecimiento con un
fotoperiodo de 8 h, sin embargo, el fotoperiodo de 16 h obtuvo mejores resultados
(Cuadro 7), esto debido a que las algas requieren de la luz para su crecimiento. Se
observo una tendencia a disminuir la concentracion del lixiviado, esto debido a
que las altas concentraciones de dicho residuo aumentan la turbiedad,
disminuyendo el paso de la luz (Kumar et al., 2011). Como consecuencia del
efecto sombra que produce el incremento del residuo, disminuye la penetracion de

la luz y el aumento de la biomasa (A. Richmond, 2004).
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Figura 15. Produccion de biomasa de Arthrospira maxima.

80



Cuadro 7. Produccion de biomasa de Arthrospira maxima.

Tratamiento g/L
Spi. 0.3g+0%+16h  TO 3.81+0.13
Spi. 0.3g+3%+16h  T1 5.23+0.01
Spi. 0.3g+9%+16h T2 2.36+0.12
Spi. 0.3g+3%-+8h T3 2.92+0.05
Spi. 0.3g+9%+8h T4 3.07+0.08
Spi. 1.0g+3%+8h T5 2.84+0.13
Spi. 1.0g+9%+8h T6 2.37+0.26
Spi. 1.0g+3%+16h  T7 4.43+0.15
Spi. 1.0g+9%+16h T8 4.88+0.11

5.1.2.1 Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La figura 16a muestra la concentracion de DQO para los diferentes
tratamientos durante los 16 dias de experimentacion. Existe una tendencia de
aumento en base al porcentaje de lixiviacion de alimentos, mientras que el testigo
no presenta ninguna concentracion. Debido a que no contiene ninguna fuente de

carbono, los tratamientos con mayor concentracion de DQO fueron alcanzados por
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los tratamientos con 9% de lixiviado con 1,608 mg O,/L, los tratamientos con 3%
alcanzaron 450 mg O,/L. La figura 16b muestra el porcentaje de DQO que se
mantuvo durante los 16 dias del experimento. Del dia O al dia 4 se redujo en un
70% para casi todos los tratamientos y para el dia 16 los tratamientos con un 9%
disminuyeron hasta un 95%, (Kumar et al., 2011). Para aguas residuales la mejor
disminucion de la concentracion de DQO Pire-Sierra et al., (2016) se alcanza en
el dia 35, mientras que en el T2 disminuye el 95% en el dia 16. La DQO constituye
cuanto requiere de oxigeno para oxidar el material que se encuentra en el medio
liquido, es decir, cuantifica la cantidad de MO susceptible a la oxidacién quimica,
debido a esto puede utilizarse como un pardmetro de contaminacion. En todos los
tratamientos los niveles de DQO disminuyeron, debido a la absorcion de nutrientes
por la Arthrospira maxima, ya que la biomasa de algas es eficiente en la reduccion

de la DQO (Banach et al., 2009).
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Figura 16. (a) Concentracion de DQO, (b) reduccién de DQO.

5.1.2.2 Ortofosfatos
En la Figura 17a se muestra la concentracion de ortofosfatos en mg/L, el TO que
es el testigo llegd a 91 mg/L, los tratamientos con 3 % de lixiviado inician con 120

mg/L, mientras que los tratamientos con 9 % llegaron a 160 mg/L, debido al
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contenido de ortofosfatos en el lixiviado, un nutriente importante en el crecimiento

de Arthrospira maxima (Cai et al., 2013).
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Figura 17. (a) Concentracion de ortofosfatos, (b) Remocion de ortofosfatos.

Después de 16 dias, la concentracion de ortofosfatos disminuyé a 50 mg/L
con T1. En la Figura 17b se presenta el porcentaje de ortofosfatos durante la

experimentacion, en todos los tratamientos se observa una disminucién, sin
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embargo, se destaca el T1 al lograr una disminucion de hasta un 73%, lo que se
puede atribuir a las éptimas condiciones de luz e indculo para absorber el fosforo
del medio (Kumar et al., 2011), mientras que, Arias-Martinez et al., (2010)
lograron remover 11.63 % de fosforo en aguas residuales porcicolas utilizando

Arthrospira maxima.

5.1.2.3 Caracterizacion de la biomasa de Arthrospira maxima

La tabla 7 muestra los parametros que se analizaron para la biomasa después
de 16 dias. Para clorofila a, el control contiene 6.4 mg/g, T2 y T5 alcanzaron 10.2
y 14.7 mg/g, respectivamente, también se puede observar que al aumentar el % de
lixiviado y el fotoperiodo de 8 h, la concentracion de clorofila a disminuyoé.
Mientras que para la clorofila b, el T4 con 9% de lixiviado alcanzo el valor méas

alto (0.792 mg/q).

En cuanto a los carotenoides, vuelve a destacar el T5, alcanzando los 2.5

mg/g, superando en 1 mg/g al control.

El contenido de lipidos para TO es de 5.81 %, solo los T2, T3y T7 no
lograron superar al tratamiento control. Mientras que T4 duplica el porcentaje con

10.75 %, esto puede atribuirse a la adicion del lixiviado (Kumar et al., 2011).
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Finalmente, en el porcentaje de proteinas, el testigo contiene 49.76%, el
adicionar 3% de lixiviado con un fotoperiodo de 16 h increment6 este valor a
68.19%, mientras que T8 alcanz0 63.69%, el resto de los tratamientos oscilan entre

30y 57% (Chinnasamy et al., 2010).

Cuadro 8. Composicién bioquimica de Arthrospira maxima.

Clorofilaa Clorofilab Carotenos Lipidos Proteinas
Tratamiento
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (%) (%)
TO 6.41+0.28 0.12+0.02 1.40+0.09 5.81+0.10 49.7620.60
T1 10.29+0.61 0.10+0.21 1.82+0.02 8.20+1.00 68.19+0.59
T2 1.01+0.00 0.54+0.13 0.34+0.13 5.35+1.30 30.83+0.64
T3 3.76+0.54 0.02+0.16 1.00£0.13 5.69+0.42 38.07+£0.54
T4 1.01+0.03 0.79+0.08 0.63+0.02 10.75+0.31 40.03+0.22
T5 14.74+0.28 0.61+0.08 2.46%0.07 6.70+0.82 37.06+0.37
T6 1.06+£0.21 0.52+0.05 0.38+0.06 7.67+0.84 30.96+0.28
T7 5.14+0.18 0.27+0.08 1.01+0.04 4.82+0.52 57.87+0.33
T8 1.78+0.01 0.50+0.07 0.50+0.02 8.18+1.04 63.69+0.38
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5.1.3 Optimizacion de produccion de biomasa

La figura 18a muestra los puntos que forman un patrén casi lineal, lo que
indica que es un buen modelo para los conjuntos de datos, por su parte el ANOVA
arrojo un R?=0.9877. La figura 18b muestra la interaccion entre los 3 factores y la
variable respuesta (biomasa). Los niveles codificados en el modelo factorial
utilizado para expresar la produccion de biomasa en funcién de los factores
independientes (lixiviado, fotoperiodo e inoculo) se muestran en la ecuacion 4,

asi:

g/L =3.51—-0.34194 + 0.7132B — 0.2625A4 + 0.3364AC + 0.3124BC + 0.4909ABC (4)

a) b)

Biomasa (g/L)

Predicho
b

R1(L)

23619 [ 5 2252

Figura 18. (a) Evaluacion de la distribucion normal de los datos del tratamiento
experimental para la produccion de Arthrospira maxima, (b) grafico de
superficie de respuesta.
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En el cuadro 9 se establece los valores reales y pronosticados de la
produccion de biomasa, estos resultados confirmaron los valores de respuesta
logrados en varios niveles de factores, lo que indica que el disefio experimental es

adecuado para la matriz de datos.

Cuadro 9. Matriz de disefio y resultados segun el formato de optimizacion.

_ A= Lixiviado  B=Fotoperiodo  C= Inoculo Actual Predicho
Tratamiento

(%) (h) (9/L) (9/L) (g/L)
T1 3 16 0.3 5.23+0.01 5.34
T2 9 8 0.3 2.36 £0.02 2.48
T3 3 8 0.3 2.92 +0.08 3.03
T4 9 8 0.3 3.07 £ 0.07 3.19
T5 3 8 1.0 2.84+0.01 2.72
T6 9 8 1.0 2.37£0.03 2.25
T7 3 16 1.0 4.43 +0.04 431
T8 9 16 1.0 4.88 +0.05 4.76

La figura 19 muestra el porcentaje de contribucion de los factores, %
lixiviado (A), fotoperiodo (B) indculo (C), y su interaccion. Se observa que el
factor B alcanzé el mayor porcentaje ya que, como se ha informado, las horas de
luz son de suma importancia para producir Arthrospira (Kumar et al., 2011),

seguido del lixiviado (factor A), el cual es de importancia al considerar el lado
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ambiental del trabajo, debido a que el residuo que es generado debe ser tratado

antes de poder descargarlo en la red de agua.
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Figura 19. Porcentaje de contribucion de los factores y sus interacciones.

5.1.4 Ruptura celular de Arthrospira maxima

La ruptura celular se midié cuantificando los amino&cidos por el método
OPA (o-ftaldialdehido). La figura 20 muestra la concentracion de aminoacidos
para cada uno de los tratamientos. En los tratamientos de biomasa sin ruptura se
encontraron 13.63 y 7.35 mg/g. Esta diferencia puede deberse al hecho de que
TBG es una biomasa liofilizaday TBC es una biomasa seca a temperatura de 60°C.
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Se ha informado que la liofilizacion puede considerarse como un pretratamiento

de disrupcion celular (Fernandez, 2005).

Los tratamientos de congelacion-descongelacion alcanzaron 21.79 mg/g,
mientras que los tratamientos de ultrasonidos alcanzaron 25 mg/g (T4m). En los
tratamientos de congelacidon-descongelacion, la célula se rompe cuando se
cristaliza. Asi lo afirman Phothiset y Charoenrein (2014), quienes corroboran al
analizar con varios ciclos de congelacion y descongelacion, afirmando que, a
mayor namero de ciclos, mayor pérdida por goteo y menor firmeza, debido al

hecho que la estructura celular se deteriora.

En los métodos de ultrasonidos, la ruptura se produce por la alta presién que
se produce durante la implosion de las microburbujas, lo que mejora la penetracién
y el transporte del disolvente. Esto favorece la ruptura, ya que no se requieren
solventes ni grandes cantidades de energia para llegar a ultracongelacion (-25°C)

para lograr la ruptura celular (Mera et al., 2020).

Debido a que el GH se calcula por la concentracién de aminoéacidos libres,
se reportan variaciones de entre 62 a 80% de los tratamientos 2 a 7. El mayor
porcentaje lo alcanz6 T4mcon 80%, debido a las microburbujas que penetran en

la célula, como ya se mencioné anteriormente (Wang et al., 2012).
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Figura 20. Concentracion de amino&cidos en los tratamientos de ruptura celular.

5.1.5 Andlisis de Arthrospira maxima mediante microscopia electrénica de
barrido con detector de espectroscopia de dispersion de energia (SEM-EDS).

Las iméagenes de microscopia electronica de barrido permitieron visualizar
la morfologia superficial de Arthrospira de control (sin lixiviado), Arthrospira sin

ruptura celular (con lixiviado) y Arthrospira con ruptura celular (con lixiviado.

Al comparar la biomasa control sin ruptura (sin lixiviado) con la biomasa
sin ruptura (con lixiviado), no es posible observar diferencias en la figura 21, sin
embargo, en la biomasa con ruptura celular hay diferencia en las particulas, sobre
todo en el tamafio, es decir, son particulas mas pequerias, debido a la aplicacion

eficiente del método de ruptura por ultrasonicacion (Mason & Lorimer, 2010).
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Figura 21. Micrografias SEM-EDS de Arthrospira maxima (a) control, (b) sin
ruptura celular (c) con ruptura celular.

Ademas, la combinacion de microscopia electronica de barrido con
espectroscopia de dispersion de rayos X (SEM-EDS) permitid identificar algunos

de los 17 elementos principales en la nutricion vegetal (Figura 20) (Jones, 2016).
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En el cuadro 10 se muestra el porcentaje en peso de los elementos en la
biomasa de Arthrospira maxima antes de agregarla al lixiviado (testigo), ademas
de la biomasa con y sin ruptura celular, los cuales fueron determinados por SEM-

EDS.

Cabe mencionar que solo se examina la superficie de la biomasa, es decir,

el area del tamarfio del haz de electrones (Michalak et al., 2011).
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Cuadro 10. Porcentaje en peso (wt %, DE) de los elementos encontrados en la
biomasa de Arthrospira control, Arthrospira sin ruptura celular y Arthrospira con
ruptura celular (ultrasonicacion).

Arthrospira  Arthrospira sin  Arthrospira

Elemento

control ruptura con ruptura
O 499+27 48.1+1.4 43.1+1.0
Na 154+10 19.9+0.7 16.6 +0.4
N 11.0+4.3 10.8 +2.3 129+1.7
Cl 34+03 6.2+0.2 6.6 +0.2
K 6.2+04 5.7+0.2 51+0.2
Cu 1.9+05 3.8+04 3.3+0.2
Zn 1.3+0.6 31+04 2.3+0.3
Mg 1.0+0.3 04+0.2 1.3+0.1
P 40+04 - 2.7+0.1
Ca 04+0.2 - 21+0.1
Mo 49+0.8 - -
Mn 05+0.3 - -
S - 1.6+0.3 3.0+0.2

En el cuadro 10 se muestra la comparacion de los elementos presentes en
las diferentes biomasas. Los elementos mas frecuentemente analizados de la
biomasa de Arthrospira maxima son oxigeno (O), nitrégeno (N), carbono (C) e
hidrégeno (H) (Han et al., 2021), sin embargo, debido a la posible aplicacion de

la biomasa en la agricultura es que analizaron fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca),
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magnesio (Mg), azufre (S), boro (B), cloro (CI), niquel (Ni), molibdeno (Mo),

manganeso (Mn), cobre (Cu), hierro (Fe), zinc (Zn) y silicio (Si) (Jones, 2016).

Se encontraron diferencias en el porcentaje de ClI, Cu y Zn, las biomasas
adicionadas con lixiviado duplican la cantidad en comparacién con la biomasa
testigo, lo que puede atribuirse a la composicion quimica del lixiviado de frutas y
verduras. El porcentaje de S no se encontrd en la biomasa control, sin embargo, la
biomasa sin ruptura contiene 1.6%, mientras que la biomasa con ruptura contiene
3.0%, seguramente debido a que el contenido de S esta dentro de la pared celular,

por lo que el porcentaje se duplica al romper la pared celular (Wang et al., 2012).

5.2 ETAPA 2. EVALUACION DE BIOESTIMULANTE VEGETAL EN
LECHUGA (Lactuca sativa L..)

5.2.1 Bioestimulante en plantas de lechuga (Lactuca sativa L.)

La figura 22 muestra las longitudes de las plantas de lechuga durante los 30
dias de cada uno de los tratamientos. En el dia 30 el tratamiento control y los
tratamientos sin ruptura celular, alcanzaron entre 2.5 y 3 cm, mientras que los

tratamientos con ruptura celular presentaron 5.5 cm (0.5-C/R), esto puede
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atribuirse a la liberacion de los compuestos, como los aminoacidos que se
encuentran dentro de la pared celular de la Arthrospira. Se ha reportado que tienen

la capacidad de contribuir en la sintesis de las fitohormonas (Fernandez, 2005).

Mientras que en los tratamientos con solucion nutritiva del 25 al 100% se
observaron alturas de entre 20 y 15 cm, plantas de mayor longitud a lo reportado
por Ronga et al., (2019), con plantas de 9 cm en un ciclo de 25 dias. No se
encontraron diferencias significativas, esto indica que se puede disminuir el
consumo de los fertilizantes quimicos de la SN al aplicar de manera foliar 1.0 g/L
de la biomasa despues de la ruptura celular. Causando un gran impacto econémico,
debido a los costos elevados de los fertilizantes quimicos (Cardoso y Moreno,
2014), ademas de disminucion de la contaminacion al ambiente por la fabricacion

de los fertilizantes sintéticos.

u AGUA
u(5-8R
1.0-S/R
1.5-5/R
= 05-C/R
u1.0-C/R
m15-C/R
m SN
u1.0-75%
= 1.0-50%
u1.0-25%

Longitud de la planta (cm)

Tiempo (dias)

Figura 22. Longitud de la parte aérea de las plantas de lechuga.
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En la figura 23 se presenta la longitud de las raices en las plantas de lechuga.
El tratamiento de 1.0 g/L y el 75% de la SN alcanzé la mayor longitud con 17.8
cm de raiz, seguido el T50 de 15.6 cm, mientras que el control llego a 6.7 cm. Se
observo que en los tratamientos donde se aplico la biomasa de Arthrospira maxima
con ruptura celular, la raiz alcanza una mayor longitud, debido a la liberacion de
fitohormonas, ya que se ha reportado que la biomasa de Arthrospira contiene
hormonas como las citoquininas y auxinas. Navarro Amin et al. (2009)
encontraron alto contenido de fitohormonas como el acido giberélico (AG), acido
jasménico (AJ), benciladenina (BA), acido indol-3-acético (AAIl) y acido metil
jasmonico (AJMe) en la Arthrospira. Las auxinas juegan un papel importante en
la induccion de la iniciacion de raices y en la elongacion del crecimiento (Mogor
et al., 2018), las cuales estan presentes dentro de la pared celular de la Arthrospira

maxima (Zapata et al., 2021).
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Figura 23. Longitud de raices de lechuga.

La figura 24 y 25 muestran los resultados del peso fresco y peso seco,
respectivamente. En los tratamientos SN y T 75% no se encontro diferencia
significativa, pesando 19 g por planta, una produccion mayor a lo reportado por
Rocha et al., (2020) con un peso fresco de 15 g por planta. Este comportamiento
al adicionar la biomasa a partir de la Arthrospira es debido a las fitohormonas,
compuestos bioactivos que influyen en el proceso fisiologico de las plantas a bajas

concentraciones (Navarro et al., 2019).

Mientras que los tratamientos sin la ruptura y sin SN alcanzaron los 0.6202
g. Destaca de nuevo el T con 75% de SN, siendo esto importante al disminuir

costos de fertilizantes y el impacto al ambiente (Cardoso y Moreno, 2014).
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Se ha demostrado que la mayoria de los extractos de alga contienen
fitoreguladores como auxinas, citoquininas, giberelinas, polisacaridos, vitaminas
y aminoacidos. Las auxinas estimulan la formacion de raices, ademas de estimular

el crecimiento de tallos (Colavita et al., 2011).

En los valores del peso seco el T SN alcanzé el mayor valor con 1.1332 g
de materia seca, seguido del T con 75% y 50% de SN 1.0423 y 0.4842 g,

respectivamente, en el resto de los tratamientos oscilaron entre 0.0346 y 0.1969 g.
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Figura 24. Peso fresco de las plantas de lechuga.
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Figura 25. Peso seco de las plantas de lechuga.

5.2.1.1 Cuantificacion de compuestos fenolicos en el cultivo de lechuga
En la figura 26 se observa el grafico donde fueron graficados los puntos de

la curva de calibracién, donde arroj6é un R? de 0.9999 para el acido clorogénico.

En la figura 27 se observa el grafico donde fueron graficados los puntos de

la curva de calibracién, donde arroj6é un R? de 0.9975 para el pacido Cafeico.
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Figura 26. Grafico de la curva de calibracion para el &cido Clorogeénico.
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Figura 27. Grafico de la curva de calibracién para el acido Cafeico

En el cuadro 11 se presentan los valores del area bajo la curva para la

cuantificacion del acido cafeico y clorogénico en las plantas de lechuga después

de 30 dias de maduracion. Se evaluaron estos compuestos ya que son los

principales antioxidantes presentes en las plantas de lechuga (Galieni et al., 2015).
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Se encontro que el valor mas alto de acido cafeico lo obtuvo el tratamiento
1.5-C/R con 316.562 mg/L, mientras que el tratamiento control alcanz6 181.735
100 gt FW, es decir, que la adicion de la biomasa con ruptura celular al cultivo de
lechuga aumenta la concentracion del acido cafeico (Riss et al., 2007), ya que en
los tratamientos sin ruptura presentaron 133.454 mg/L con la concentracién mas

alta de la biomasa.

Sin embargo, al combinar la solucion nutritiva con la adicién de la
Arthrospira de manera foliar las concentraciones de este compuesto fendlico
disminuyen drasticamente. Este comportamiento implica una interaccion entre los
fertilizantes quimicos y los compuestos de la Arthrospira maxima. Para conocer
cdmo es que estan interactuando estos compuestos es necesario realizar analisis

mas especificos, como el HPLC acoplado a masas (Cuesto, 2013).

El 4cido clorogénico solo se encontro presente en los tratamientos donde se
aplico biomasa con ruptura celular sin ser adicionados con la SN. El tratamiento
con 0.5 g/L contiene 692.863 mg 100 g ! FW, el tratamiento con 1.0 g/L 776.941
mg 100 g! FW vy el tratamiento con 1.5 g/L 784.356 mg 100 g! FW, se puede
apreciar un aumento de este compuesto fendlico al incrementar la dosis de la
biomasa de la Arthrospira, solo en los tratamientos donde se aplico después de la
ruptura celular. En los tratamientos donde se aplicé biomasa de Arthrospira sin

ruptura celular no se encontro el acido clorogénico, es decir, este compuesto solo
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puede encontrarse dentro de la pared celular del alga. Por otro lado, los
tratamientos donde se combinaron biomasa de Arthrospira en una concentracion
de 1.0 g/L y SN al 25, 50 y 75%, no fue encontrado este compuesto antioxidante.
Este comportamiento puede atribuirse a que hay una interaccion entre el Ac.
Clorogénico y la SN que impide ser detectado, ya que la Arthrospira fue aplicada

después de la ruptura celular.

103



Cuadro 11. Cuantificacion de Acido cafeico y Acido clorogénico en plantas de
lechuga (Lactuca sativa L.).

mg 100 g~ ! FW
) AC.

TRAT AC. CAFEICO CLOROGENICO
AGUA 181.735 -
0.5-C/R 292.581 692.863
1.0-C/R 305.057 776.941
1.5-C/R 316.562 784.356
0.5-S/R - -
1.0-S/R 143.782 -
1.5-S/R 133.454 -
1.0-25% 59.854 -
1.0-50% 67.751 -
1.0-75% 28.072 -

SN 25.089 -

5.2.2 Evaluacion de Arthrospira en la germinacion de semillas de lechuga
(Lactuca sativa L..)

En el cuadro 12 se presentan las variables evaluadas en la germinacion de
semillas de lechuga. El tratamiento con la mayor longitud de la planta fue el T8
(50% SN-1.0 g/L Arthrospira) con 2.2 cm, mientras que el control (agua) llego a

1cmyel T6 (100% SN) a 1.5 cm. La combinacion de la solucion nutritiva en 50%

104



con la biomasa de Arthrospira maxima en una concentracién de 1.0 g/L aumentd
la longitud de las plantas, debido a las fitohormonas que contiene el alga (Navarro-
Lopez et al., 2019). La longitud de la raiz se vio estimulada al agregar la biomasa
de Arthrospira maxima en diferentes concentraciones, el control alcanzd una
longitud de 4.4 cm, mientras que para el T8 (50% SN-1.0 g/L Arthrospira) fue de
10.6 cm, la longitud mas alta. El resto de los tratamientos, aungque no superan al
T8 si superaron al control (agua), debido a la fitohormona auxina, la cual se
encarga del desarrollo y elongacion de las raices (Amin et al., 2009). El peso freso

y seco mas alto fue para el T7 (100% SN).

El indice de germinacion (IG %) para el tratamiento control fue de 96.70 %,
en los tratamientos donde se aplico la biomasa de 0.5, 1.0 y 1.5 g/L sin ruptura
celular y sin solucién nutritiva aumenté a 101.72 %, mientras que en los
tratamientos de 1.0 y 1.05 g/L con ruptura celular y sin SN aumento a 152.59 y
155.17 % respectivamente. El tratamiento con el 100 % de la SN sin aplicarle
biomasa de Arthrospira maxima superd al tratamiento control con 5.02 %, debido
a los nutrientes que contiene dicha solucion, sin embargo, al disminuir el
porcentaje de la SN y afiadir biomasa de Arthrospira maxima en una concentracion
de 1.0 g/L con ruptura celular aumento hasta un 227.59 % para el tratamiento T9

(50% SN-1.0 g/L Arthrospira), ya que se ha reportado que la biomasa de alga
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contiene fitohormonas como las citoquininas y auxinas, las cuales son capaces de

aumentar la velocidad de germinacion (Amin et al., 2009).

Cuadro 12. Parametros agrondmicos de semillas de lechuga.

Tratamiento IG Planta Raiz Peso freso  Peso seco
(%) (cm) (cm) (9) (9)
TO 96.70 ©f 1.0¢ 447 0.0259 f 0.0017 ¢
T1 100.00 © 1.0¢ 5.8 ¢f 0.0350 « 0.0021 ©
T2 101.72 ¢© 1.0¢ 6.4 def 0.0337 ¢f  (0.0022 be
T3 101.72 ¢© 1.0¢ 7.5 cde 0.0333 ¢ (0.0019 cde
T4 101.72 ¢© 1.0¢ 6.9 cde 0.0276 9f 0.0017 ¢
T5 152.59 d 154 10.1® 0.0367 ¢ 0.0018 d
T6 155.17 d 154 8.8 abc 0.0362 ¢ 0.0054 ¢
T7 101.72 ¢© 1.8bc 8.1 bed 0.0714 @ 0.0027 @
T8 183.10°¢ 228 1062 0.063923  (0.0025 @
T9 227.59 @ 1960 8.2 bed 0.0615° 0.0022 be
T10 196.55 b 1.8¢ 8.2 bed 0.0566°  0.0019 cde
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5.3 ETAPA 3. EVALUACION DE BIOESTIMULANTE VEGETAL EN
PEPINO (Cucumis sativus L.) Y TOMATE (Solanum lycopersicum L..)

El tomate y el pepino se consideran las plantas vegetales mas importantes y
comunes en muchos paises. Se han realizado muchos estudios en tomate para
desarrollar bioestimulantes, que pueden mejorar la formacidn de raices laterales y
longitudinales, la absorcién de nutrientes de las raices, aumentando el volumen

total y el vigor del sistema radicular.

5.3.1 Bioestimulante en plantulas de pepino (Cucumis sativus L.)

La evaluacion de la biomasa como bioestimulante vegetal en la produccién
de plantulas de pepino se presenta a continuacion. La figura 28 muestra la longitud
de las plantas de pepino durante los 25 dias de produccién. Se puede apreciar un
aumento gradual de su crecimiento, en el dia 25 alcanzaron 6.9, 9.3. 8.6 y 9.3 cm,
los tratamientos de P25, P50, P75 y P100 respectivamente. No se encontro
diferencias significativas entre los tratamientos T50 y T100, esto indica que se
puede reducir hasta un 50% el uso de la SN adicionando la biomasa de Arthrospira
maxima con ruptura celular en una concentracion de 1.0 g/L. Esto debido a que la
biomasa a partir de algas contiene fitohormonas, compuestos bioactivos que

influyen en el crecimiento de las plantas (Navarro et al., 2019).
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Se han descrito compuestos como el acido abscisico (ABA), el cual genera
presion en los puntos de crecimiento, es decir, que actia como un inhibidor,
evitando el crecimiento vegetal (Niemann &Doring, 1980). Plaza et al. (2018)
analizaron el contenido de Arthrospira sp. hidrolizada y encontraron contenido de

ABA, entre otras fitohormonas como las giberelinas.

En la figura 29 se presenta la longitud de las hojas, la mayor longitud la
alcanzé el P100 con 10 cm, mientras que en el resto es de 6 a 8 cm. La Arthrospira
no tuvo influencia en la longitud de las hojas de pepino como en las hojas de
lechuga, esto comportamiento puede atribuirse a la diferencia de familias; la
lechuga pertenece a la familia Asteracea, mientras que la familia del pepino es

Cucurbitacea.
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Figura 28. Longitud de plantas de pepino.
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Figura 29. Longitud de hojas de plantas de pepino
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El peso en fresco de las plantas se muestra en la figura 30. En el dia 25 se
alcanzaron 2.8, 4.1, 55 y 5.4 g, en los tratamientos P25, P50, P75 y P100
respectivamente. Entre los P50, 75 y 100 no se encontrd diferencia significativa,
mientras que en el dia 20 el peso fresco més alto lo alcanzé el P75, superando al
P100 con 2.0 g por planta, ya que se ha demostrados que la biomasa de alga mejora
el crecimiento en las plantas de pepino (Abd Elhafiz et al., 2015). El tratamiento
con el valor més alto de materia seca fue el P50 con 1.30 g, seguido de P25 con

1.09 g, P100 0.62 g y finalmente P75 0.45 g.
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Figura 30. Peso fresco de plantas de pepino
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Figura 31. Peso seco de plantas de pepino.

5.3.2 Bioestimulante en tomate (Solanum lycopersicum L.)

Se ha estudiado el uso de alga en el sistema de riego para la produccion de

tomate en suelos con poca disponibilidad de nutrientes (Garcia-Senin, 2013).

Hernandez-Herrera et al. (2014) reportaron mejor germinacion de semillas
y crecimiento en plantulas de tomate utilizando extractos de alga, un
comportamiento similar a los resultados que se muestran en la figura 32. La mayor
longitud de las plantulas de tomate la alcanzo el T75, tratamiento con solo el 75%
de la solucion nutritiva mas la biomasa de Arthrospira maxima en una

concentracion de 1.0 g/L.
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Figura 32. Longitud de la parte area de las plantas de tomate.

La figura 33 presenta la longitud de hojas de las plantulas de tomate, a los
25 dias el T25 alcanzo una longitud de 5 cm, mientras que los T50, T75y T100
una longitud de 6 cm. No encontrd diferencia significativa entre los cuatro
tratamientos. Se logra reducir el consumo de la solucidn nutritiva hasta un 75%,
ya que la biomasa de Arthrospira maxima contiene una alta concentracion de
citoquininas, fitohormona que controla la division celular, el desarrollo de las

yemas Y el desarrollo de las hojas (Tarakhovskaya et al., 2007).
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Figura 33. Longitud de las hojas de las plantas de tomate.

El peso fresco de las plantulas de tomate se observa en la figura 34. El
tratamiento con el peso mas alto es el T75 (5 g por planta), superando al resto de
los tratamientos por 3 g por planta. La aplicacion de Arthrospira le aporto la
fitohormona citoquinina, la cual tiene influencia sobre el crecimiento de las

plantas.

Stirk et al. (2002) evaluaron la presencia de citoquininas en diez cepas
diferentes de microalgas y afirmaron un resultado positivo en todas ellas, siendo
especialmente significativo en especies como Scenedesmus quadricuada y

Chlamydomonas sp.
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Figura 34. Peso fresco de las plantas de tomate.
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La figura 35 presenta el peso seco de las plantulas de tomate, el mejor

tratamiento fue el T50 con 1.3 g por planta, superando al T100 por 1 g, debido a

que al utilizar algas permite incrementar el peso seco, como lo reportan (Barone

etal., 2019).
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Figura 35. Peso seco de las platas de tomate.
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5.3.3 Cuantificacion de antioxidantes en plantulas de pepino y tomate

La cuantificacion de los antioxidantes presentes en las hojas de las plantulas

de pepino y tomate se presentan en el cuadro 13.

En las plantulas de pepino se observa un incremento en la concentracion de
fenoles al disminuir el porcentaje de la solucion nutritiva, este comportamiento es
debido a que se ha reportado que cuando la planta es expuesta a estrés de algun
tipo genera una mayor cantidad de antioxidantes (Dominguez et al., 2014). Se
provoco estrés en la planta debido a la falta de algunos nutrientes (Sarabia et al.,
2010), sin embargo, en los parametros agronémicos no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos P50, P75 y P100, es decir se ahorra hasta un

50 % de la SN, ademas de aumentar la concentracion de fenoles.

En las plantulas de tomate el comportamiento fue totalmente opuesto, es
decir, en el tratamiento con el menor porcentaje de SN se encontrd la menor
concentracion de fenoles. El tratamiento T75 contiene 146.64 mg EAG 100 g de

fenoles, siendo la concentracion mas alta.

Por otro lado, la concentracion de flavonoides y DPPH en las plantulas de
pepino el tratamiento con el mayor valor es del P75, mientras que para ABTS en

el P50, en donde se logré reducir el consumo de la SN.
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Cuadro 13. Antioxidantes en plantulas de tomate.

Tratamiento Fenoles Flavonoides DPPH ABTS
T25 549.352 329.08 2 3204.37 2 4705.50 2
T50 408.40° 197.00 P 2070.00° 2200.50 ¢
T75 343.81°¢ 173.66 ¢ 2477.81°¢ 3509.50 P
T100 334.21¢ 146.58 ¢ 1723.12 ¢ 3104.50 ¢

Cuadro 14. Antioxidantes en plantulas de pepino.

Tratamiento Fenoles Flavonoides DPPH ABTS
P25 79.89 ¢ 18.85°¢ 73.12° 2823.00 @
P50 118.67 ¢ 26.27° 687.18 @ 1585.50 ©
P75 146.64 @ 31.17 2 813.75¢ 1540.50 ©

P100 125.70 ° 27.12° 776.25° 1416.75°
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6. CONCLUSIONES

La produccion de Arthrospira maxima a partir de lixiviado de frutas y
verduras en una concentracion de un 9% es favorable, en la cual se obtiene un a
produccidn de biomasa rica en nutrientes que la hacen util para su aplicacion como

bioestimulante.

En la produccion de lechuga los mejores tratamientos fueron aquellos que
fueron combinados con la solucion nutritiva en diferentes porcentajes y la biomasa
de Arthrospira maxima en una concentracion de 1.0 g/L. Se puede concluir que es
posible disminuir un 25% de la solucién nutritiva al utilizar biomasa de
Arthrospira, lo que genera un menor costo de produccion, ademas de disminuir el
impacto ambiental al estar utilizando biomasa de alga como bioestimulante. Este

mismo comportamiento de encontro en la germinacion de las semillas de lechuga.

En las plantulas de pepino y tomate se encontraron resultados favorables al
aplicar la biomasa de Arthrospira maxima. En las plantulas de pepino no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos P100, P75y P50. De
forma que se logro disminuir el consumo de la solucién nutritiva en unos casos

hasta un 50% al aplicar la biomasa de Arthrospira maxima.

La aplicacion del bioestimulante a partir de biomasa de alga en plantulas de
tomate tiene efectos positivos en la altura de la plantula. En la longitud de las hojas
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no se encontro diferencia significativa entre los cuatros tratamientos, es decir que,
en este parametro, se logro disminuir hasta un 75% de la SN. EI mayor peso fresco

y peso seco fue para el T75, disminuyendo un 25% de la SN.

La aplicacion de Arthrospira maxima como bioestimulante tiene efectos
favorables en las plantas y semillas de lechuga, ademas, de las plantulas de pepino
y tomate, es por esto, que se puede seguir evaluando en diferentes cultivos, y poder
disminuir o lograr sustituir a los fertilizantes quimicos modificando las

condiciones de crecimiento de las algas.
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