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Resumen

El objetivo del estudio fue desarrollar un método eficiente para producir Azolla
filiculoides en reactores, maximizando la obtencién de sus compuestos bioactivos. El
estudio fue de tipo experimental y descriptivo. Se utilizo la cepa Azolla filiculoides,
inoculada en cada reactor con una densidad inicial de 0.10 g/L, se dispuso de 12
reactores de vidrio de 5 L para evaluar el impacto del volumen en la produccién de
biomasa fresca cada 5 dias durante 30 dias y calcular la tasa de crecimiento relativa
(RGR). Los tratamientos aplicados fueron 3 soluciones nutritivas (Solucion de
Hoagland; Medio Murashige & Skoog y Fitohormonas), cada tratamiento estuvo
compuesto por 4 réplicas. Se determind la solucion nutritiva 6ptima para su produccion
en reactores y se realizé un analisis fitoquimico para cuantificar los compuestos
bioactivos (Fenoles totales, flavonoides, alcaloides, saponinas y taninos). Las
condiciones de cultivo fueron: pH 7.0; Temperatura 25 - 28 °C y una intensidad de luz
de 150 pumol m?#s durante 12 horas al dia. Se utilizo métodos de extraccion
convencionales para obtener compuestos bioactivos de Azolla (Maceracion y Soxhlet).
Se empleo un disefio completamente al azar, bajo un andlisis de varianza simple, la
comparacién de medias segun prueba post-hoc (Tukey HSD) con probabilidad de
error del 0.05%. Los datos obtenidos fueron tabulados utilizando el software
estadistico SPSS. El tratamiento con Fitohormonas resulto ser el mas efectivo, con
valores de biomasa a los 30 dias de 0.83 g/L, aunque el andlisis estadistico confirma
que no hay diferencias significativas entre los tratamientos para el analisis de varianza
y prueba Tukey HSD. El andlisis de los compuestos bioactivos describe que el
tratamiento con Fitohormonas fue el mas promisorio para la produccion de A.
filiculoides, presentando niveles mas altos de fenoles totales (17.6 mg/qg), flavonoides
(16.1 mg/g), alcaloides (4.1 mg/g), saponinas (6.3 mg/g) y taninos (9.1 mg/g).
Concluyendo que el tratamiento con fitohormonas es el mas efectivo tanto para
maximizar el crecimiento de biomasa como para aumentar la produccién de
compuestos bioactivos en A. filiculoides, destacandose por su alto contenido de
compuestos bioactivos. Esto la posiciona como una opcion Optima para aplicaciones

agricolas y médicas.

Palabras Clave: Compuesto bioactivo, extraccion, optimizacion, reactor.
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Abstract

The aim of the study was to develop an efficient method to produce Azolla filiculoides
in reactors, maximizing the production of its bioactive compounds. The study was
experimental and descriptive. The Azolla filiculoides strain was used, inoculated in
each reactor with an initial density of 0.10 g/L. Twelve 5-L glass reactors were used to
evaluate the impact of volume on fresh biomass production every 5 days for 30 days
and to calculate the relative growth rate (RGR). The treatments applied were 3 nutrient
solutions (Hoagland Solution; Murashige & Skoog Medium and Phytohormones), each
treatment consisted of 4 replicates. The optimal nutrient solution for its production in
reactors was determined and a phytochemical analysis was performed to quantify the
bioactive compounds (total phenols, flavonoids, alkaloids, saponins and tannins). The
culture conditions were: pH 7.0; Temperature 25 - 28 °C and a light intensity of 150
pmol m2/s for 12 hours a day. Conventional extraction methods were used to obtain
bioactive compounds from Azolla (Maceration and Soxhlet). A completely randomized
design was used, under a simple analysis of variance, the comparison of means
according to the post-hoc test (Tukey HSD) with a probability of error of 0.05%. The
data obtained were tabulated using the statistical software SPSS. Treatment with
Phytohormones turned out to be the most effective, with biomass values at 30 days of
0.83 g/L, although the statistical analysis confirms that there are no significant
differences between the treatments for the analysis of variance and Tukey HSD test.
The analysis of bioactive compounds describes that the treatment with phytohormones
was the most promising for the production of A. filiculoides, presenting higher levels of
total phenols (17.6 mg/g), flavonoids (16.1 mg/g), alkaloids (4.1 mg/g), saponins (6.3
mg/g) and tannins (9.1 mg/g). Concluding that the treatment with phytohormones is
the most effective both to maximize biomass growth and to increase the production of
bioactive compounds in A. filiculoides, standing out for its high content of bioactive
compounds. This positions it as an optimal option for agricultural and medical

applications.

Keywords: Bioactive compound, extraction, optimization, reactor.
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Introduccion

La Azolla es una planta acuatica flotante que ha despertado un creciente interés en la
comunidad cientifica debido a su potencial como fuente de compuestos bioactivos con
aplicaciones en la industria farmacéutica, alimentaria y agricola (Korsa et al., 2024).
Estos compuestos han demostrado ser efectivos en el tratamiento de diversas
enfermedades y como aditivos en la alimentacion animal (Nasir et al., 2022). En un
estudio sobre las posibles aplicaciones de la Azolla, Korsa et al., (2024) enfatiza que,
su produccién a gran escala ha sido limitada debido a los desafios asociados con el
cultivo de Azolla en condiciones controladas.

El desarrollo de sistemas de reactores ofrece multiples ventajas en comparacién con
los métodos convencionales de cultivo de Azolla (Hernandez-Melchor et al., 2019).
Estos sistemas permiten un control preciso de las condiciones de cultivo, como la
temperatura, luz, concentracién de nutrientes y el pH, lo que favorece el crecimiento
optimo de la planta y la acumulacion de compuestos bioactivos (Khodadad Hosseini
et al., 2021).

Ademas, los reactores ofrecen la posibilidad de escalar la produccién de Azolla de
manera eficiente, lo que resulta fundamental para satisfacer la demanda creciente de
compuestos bioactivos en diferentes industrias (Ashok et al., 2017). Esto implica la
implementacion de estrategias de ingenieria y disefio que permitan maximizar la

productividad y minimizar los costos de produccién (Ahamed & Vermette, 2008).

Para lograr estos objetivos, se requiere un enfoque multidisciplinario que integre
conocimientos de biologia vegetal, microbiologia, ingenieria de cultivos vy
biotecnologia (Ramirez et al., 2020). De esta manera Ahamed & Vermette, (2008)
establecen que, esto permitira disefiar y optimizar los sistemas de reactores, asi como

desarrollar estrategias de cultivo y extraccion de compuestos bioactivos.

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo principal desarrollar un
método eficiente para la produccion de Azolla en reactores que mejore la obtencion
de sus compuestos bioactivos presentes en la planta. Se busca superar las
limitaciones de los métodos tradicionales de cultivo, que dependen de factores

ambientales variables y presentan baja productividad.
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Capitulo I: El problema de la investigacion

1.1 Planteamiento del problema

La demanda creciente de compuestos bioactivos de origen natural ha
impulsado la investigacion en cultivos sostenibles como Azolla. Sin
embargo, la produccion a gran escala enfrenta desafios relacionados con
la optimizacion de condiciones de cultivo y métodos de extraccion (Wong-
Paz et al., 2020). Este estudio plantea resolver estos problemas mediante
el desarrollo de un método eficiente para la produccién de Azolla en
reactores que mejore la obtencion de sus compuestos bioactivos,
contribuyendo asi a la sostenibilidad y eficiencia en la produccion

biotecnoldgica.

1.2 Delimitacion del problema

Este trabajo de investigacion se centra en la necesidad de desarrollar un
método eficiente para la produccion de Azolla en reactores con el objetivo
de mejorar la obtencion de sus compuestos bioactivos presentes en la
planta. Actualmente, la produccién de Azolla y la extraccion de sus
compuestos bioactivos enfrentan desafios técnicos y limitaciones que
dificultan su aprovechamiento. Por tanto, es necesario investigar y
desarrollar un método que permita esta optimizacion, lo que contribuira al
desarrollo de aplicaciones en la industria farmacéutica, alimenticia y en

otros sectores relacionados con la salud y el bienestar humano.

1.3 Formulacion del problema

¢,Como se puede desarrollar un método eficiente para la produccion de
Azolla en reactores que mejore la obtencién de sus compuestos bioactivos

presentes en la planta?

1.4 Preguntas de investigacion

¢,Qué solucion nutritiva sera la 6ptima para la produccion de Azolla en

reactores?

¢ Sera ideal la condicion de cultivo proporcionada en los reactores para

optimizar el crecimiento de Azolla?
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¢, Qué tipos de compuestos bioactivos podrian encontrarse en la Azolla?

1.5 Determinacion del tema

El tema de estudio propuesto es " Produccién optimizada de Azolla bajo un
sistema de reactores y determinacién de sus compuestos bioactivos", se
centra en producir bajo condiciones controladas Azolla bajo sistemas de

reactores para optimizar la obtencion de sus compuestos bioactivos.

La investigacion se enfoca en el disefio y desarrollo de reactores que
permitan cultivar Azolla de manera controlada y optimizada, con el objetivo
de maximizar la produccién de esta planta acuatica y obtener compuestos
bioactivos de interés. Los reactores son sistemas que proporcionan
condiciones controladas de cultivo, como temperatura, pH, nutrientes y

agitacion, para favorecer el crecimiento y la produccion de su biomasa.

El estudio también busca obtener compuestos bioactivos. Estos pueden
tener propiedades beneficiosas para la salud humana, como actividad
antioxidante u otras propiedades terapéuticas. La investigacién también se

centra en identificar los compuestos bioactivos presentes en Azolla.

1.6 Objetivo general

Desarrollar un método eficiente para la produccion de Azolla filiculoides en
reactores que mejore la obtencién de sus compuestos bioactivos presentes

en la planta.

1.7 Objetivos especificos

% Establecer la solucién nutritiva éptima para la produccion de A.

filiculoides en reactores.

< Determinar la biomasa fresca de A. filiculoides a los 30 dias

mediante la tasa de crecimiento relativo.

+ Cuantificar mediante analisis fitoquimico los compuestos bioactivos

presente en la A. filiculoides.

1.8 Hipobtesis

El desarrollo de un método eficiente para la produccion de Azolla en
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reactores mejorara la obtencion de sus compuestos bioactivos presentes

en la planta.

1.9 Declaracion de las variables (operacionalizacién)
Se detalla en la tabla 1 el cuadro de operacionalizacion de variables

Tabla 1. Tabla de operacionalizacion de variables.

Desarrollar un método eficiente para la
Variable produccién de A. filiculoides en reactores que
independiente mejore la obtencion de sus compuestos

bioactivos presentes en la planta

v Establecer la solucion nutritiva 6ptima para

la produccion de A. filiculoides en

reactores.
Variable v" Determinar la biomasa fresca de A.
dependiente filiculoides a los 30 dias

v' Cuantificar mediante analisis fitoquimico
los compuestos bioactivos presente en la

A. filiculoides.

Fuente: Autores

1.10 Justificacion

La produccién de alimentos y la blusqueda de alternativas sostenibles son
desafios cruciales en la actualidad. La Azolla, un helecho acuético flotante,
ha demostrado un gran potencial como cultivo de alto valor nutricional y
econdémico. El desarrollo de sistemas de reactores se presenta como una
oportunidad para maximizar la produccion de Azolla de manera eficiente y

sostenible.

El cultivo de Azolla en reactores ofrece numerosas ventajas en

comparacion con los métodos tradicionales de cultivo en estanques y

crecimiento natural. Estos sistemas permiten un control preciso de las

UNVERSIDAD FSTATAL DF MILAGRO




condiciones de cultivo, como la temperatura, la luz, el pH y los nutrientes,
lo que garantiza un crecimiento 6ptimo de la planta y la obtencion de

compuestos bioactivos de alta calidad.

La optimizacidon de su produccion es de gran interés debido a su potencial
como fuente de compuestos bioactivos. Estos compuestos pueden tener
aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética y agricola, entre otras.
El desarrollo de sistemas de reactores permitirA obtener Azolla con
concentraciones mas altas de estos compuestos, lo que aumentara su valor

y utilidad.

Los reactores también ofrecen la posibilidad de producir Azolla durante todo
el afo, sin verse afectados por las condiciones climaticas. Esto es
especialmente importante en regiones donde el clima es variable o donde
la disponibilidad de agua es limitada. El uso de reactores garantiza una
produccion continua y estable, lo que contribuye a la seguridad alimentaria

y a la diversificacion de cultivos.

Ademas de su potencial como cultivo de alto valor, también desempefia un
papel importante en la mitigacién del cambio climético. Esta planta tiene la
capacidad de fijar grandes cantidades de dioxido de carbono atmosférico y
nitrdgeno, lo que la convierte en una herramienta valiosa en la lucha contra

el calentamiento global.

La investigacion sobre la producciéon de Azolla bajo sistemas de reactores
también tiene un impacto social significativo, su cultivo puede ser una
fuente de empleo y desarrollo econdmico en comunidades rurales,
especialmente en éareas donde los recursos naturales son limitados.
Ademas, la produccidon de compuestos bioactivos puede impulsar la

industria local y promover la innovacién tecnoldgica.

Con el desarrollo de esta investigacion también se genera conocimientos
cientificos y tecnoldgicos relevantes. La investigacion en esta area puede
contribuir al avance de la biotecnologia y la ingenieria de reactores, asi

como al desarrollo de nuevas estrategias de cultivo y produccion sostenible.
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1.11 Alcance y limitaciones

1.11.1. Alcance

La investigacion propuesta se centra en la producciéon de Azolla bajo
sistemas de reactores y la obtencién de compuestos bioactivos. Azolla es
una planta acuética flotante que se ha utilizado ampliamente en la
agricultura debido a sus beneficios como fertilizante natural y fuente de
nutrientes. Sin embargo, su produccion a gran escala aun presenta

desafios que limitan su uso generalizado.

El objetivo principal de esta investigacion es desarrollar un método eficiente
para la produccion de A. filiculoides en reactores que mejore la obtencion
de sus compuestos bioactivos presentes en la planta. Para lograr esto, se
investigaran diferentes aspectos relacionados con el cultivo y la
optimizacién de las condiciones de crecimiento de la planta. Esto incluira la
seleccién de una cepa de Azolla adecuada, la formulacion de medios de

cultivo 6ptimos y la evaluacién de parametros ambientales.

Ademas de la produccién de Azolla, la investigacion también se enfocara
en la obtencién de compuestos bioactivos a partir de esta planta. Se sabe
que Azolla contiene una variedad de compuestos con propiedades
beneficiosas para la salud humana y animal, como antioxidantes,
antimicrobianos y antitumorales. Por lo tanto, mediante métodos de
extraccion y purificacion de estos compuestos se conocera que tipos de
metabolitos estdn presente para su posterior aplicacion en diferentes

industrias, como la farmacéutica y la cosmética.

El alcance de esta investigacion incluira un estudio a nivel de laboratorio
como a escala piloto. Se realizaran experimentos en condiciones
controladas de laboratorio para evaluar diferentes variables y optimizar los
parametros de cultivo. Posteriormente, se llevaran a cabo pruebas a esta
escala piloto para validar los resultados obtenidos y que en los posterior

puedan ser evaluados a produccién en gran escala.

Los resultados de esta investigacion tendran potenciales aplicaciones en

diferentes sectores, como la agricultura, la medicina y la industria. Se
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espera que los sistemas de reactores desarrollados permitan una
produccién mas eficiente y sostenible de Azolla, lo que podria contribuir a
la seguridad alimentaria y a la reduccién de la dependencia de fertilizantes
qguimicos. Asimismo, la obtencion de compuestos bioactivos a partir de
Azolla podria tener un impacto significativo en el desarrollo de nuevos

productos farmacéuticos y cosméticos.

1.11.2.Limitaciones

- Limitaciones tecnoldgicas: El desarrollo de sistemas de reactores
requiere tecnologias sofisticadas y costosas, lo que puede dificultar

su implementacion a gran escala.

- Disponibilidad de recursos: La produccién optimizada de Azolla
requiere una amplia disponibilidad de recursos como agua,
nutrientes y energia, lo que puede ser un desafio en areas con

escasez de estos recursos.

- Control de condiciones ambientales: Los reactores necesitan
mantener condiciones ambientales especificas, como temperatura,
humedad y luz, para optimizar la produccion de Azolla. Sin embargo,
lograr un control preciso de estas condiciones puede resultar

complicado y costoso.

- Contaminacién: La presencia de contaminantes en el agua o el aire
puede afectar negativamente el crecimiento y la calidad de Azolla, lo

gue puede limitar su produccién en reactores.

- Variabilidad genética: La variabilidad genética de las poblaciones de
Azolla puede influir en su rendimiento y en la produccién de
compuestos bioactivos. La falta de uniformidad genética puede

dificultar la obtencion de resultados consistentes y reproducibles.

- Limitaciones en la obtencion de compuestos bioactivos: La
extraccién de compuestos bioactivos de Azolla puede ser un proceso

complejo y costoso, lo que puede limitar su produccién a gran

escala.
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- Conocimiento limitado: Aunque se han realizado investigaciones
sobre Azolla y sus compuestos bioactivos, adn existen lagunas en
nuestro conocimiento sobre su fisiologia, metabolismo vy
aplicaciones de calculos, lo que puede limitar el desarrollo de

sistemas de reactores optimizados.

- Regulaciones y normativas: El desarrollo de sistemas de reactores
para la produccion de Azolla y compuestos bioactivos puede estar
sujeto a regulaciones y normativas que limiten su implementacion o

gue requieran de autorizaciones especiales.

- Escalabilidad: La optimizaciéon de la produccion de Azolla en
reactores a pequefia escala puede no ser directamente aplicable a
una produccion a gran escala. La escalabilidad puede ser un desafio

y requerir ajustes en los sistemas y procesos.

- Competencia con otros cultivos: La produccion de Azolla en
reactores puede competir con otros -cultivos alimentarios o
industriales, lo que puede generar conflictos en el uso de recursos y

limitar su expansion.

- Costo econdémico: El desarrollo y mantenimiento de sistemas de
reactores puede requerir una inversidn econdmica significativa, lo
gue puede ser una limitante para su implementacién en regiones con

recursos limitados.

- Sostenibilidad ambiental: La produccién en reactores debe ser
ambientalmente sostenible y no generar impactos negativos en los
ecosistemas circundantes. Garantizar la sostenibilidad puede
requerir tecnologias adicionales y medidas de mitigacion que

aumenten los costos y la complejidad del sistema.

- Interaccién con otras especies: El cultivo de Azolla en reactores
puede generar interacciones con otras especies, como plagas o
microorganismos, que pueden afectar su crecimiento y calidad.

Controlar y prevenir estas interacciones puede ser un desafio.
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- Aceptacion y adopcion: La implementacion de sistemas de reactores
para la produccion de Azolla y compuestos bioactivos puede
enfrentar resistencia o falta de aceptacion por parte de los actores

involucrados, lo que puede limitar su adopcion y desarrollo.

- Viabilidad economica: La produccion de Azolla y compuestos
bioactivos en reactores debe ser econémicamente viable para ser
sostenible a largo plazo. La rentabilidad del sistema puede depender
de factores como el precio de mercado de los productos, los costos

de produccion y la demanda del mercado.
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CAPITULO II: Marco teérico referencial

2.1 Antecedentes

La Azolla es un helecho acuatico que crece naturalmente en rios,
estanques, canales y arrozales con aguas estancadas, requiere de
grandes cantidades de agua debido a su alta densidad de produccion
(Khodadad Hosseini et al., 2021).

En los ultimos afios, el campo de la bioquimica se esta actualizando para
incorporar los avances en la ampliacidon de disefios en mejoras de
sistemas de reactores que podran superar la mayoria de los miedos que
aln estan presentes, se espera que mejore los procesos para
proporcionar una mayor capacidad y rendimiento especialmente para su
uso en la industria alimentaria y farmacéutica utilizados a nivel industrial
(Ashok et al., 2017).

Los reactores como sistemas optimizan las condiciones del cultivo para
favorecer la generacion de biomasa y metabolitos, a la vez se debe
proporcionar las condiciones necesarias como pH, humedad, nutrientes,
presion, temperatura, etc., para garantizar la estabilidad del proceso
(Ramirez et al., 2020).

Los hallazgos actuales indican que la Azolla es una rica fuente de
proteinas, lo que tiene un claro beneficio al compensar una parte de las
necesidades nutricionales de la produccion animal (ganado, avicola y
pesquera) efectivamente un suplemento dietético de bajo costo, ademas
es considerada biocontrolador de mosquitos, posee propiedades
repelente, efectiva en la biorremediacion ambiental, tiene capacidad

biofertilizante, secuestra carbono del CO: y bioenergia para las

necesidades potenciales de la propia planta de Azolla (Korsa et al.,
2024).
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La planta de Azolla posee una simbiosis asociada con bacterias fijadoras
de nitrdgeno, como es el caso de la Azolla anabaena, esta bacteria utiliza
la energia de la fotosintesis de la planta de Azolla para fijar el nitrégeno
atmosférico, lo que contribuye a la produccidon de compuestos
nitrogenados en la planta, ademas posee antocianinas que le da la
pigmentacién a sus hojas que pueden ser de color verde, azul o rojo
(Peters & Mayne, 1974).

La especie Azolla filiculoides es una asociacion simbiética entre la planta
acuatica Azolla y la cianobacterias (Abd El-Aal, 2022). Esta asociacion
es de gran interés debido a su capacidad para fijar nitrdgeno atmosférico,
lo que la convierte en una fuente natural de nitrgeno muy importante en
la agricultura (Rodriguez et al., 2024). Se ha demostrado que esta
asociacion puede fijar entre 100 a 150 kg de N2 atmosférico por
hectarea/afio en aproximadamente 40-60 toneladas de biomasa
(Gonzalez-Salazar & Barahona-Amores, 2023). Ademas, la Azolla
contiene aproximadamente 23.8% de proteina cruda, 4.4% de grasa,
6.4% de almiddén y 9.5% de fibra (Mancilla Castro & Pérez Roman, 2022).

El uso de la Azolla como bioabono en cultivos agricolas ha mostrado
resultados significantes, se ha observado que la aplicacion de Azolla en
el cultivo de arroz puede tener efectos biofertilizantes, mejorando el
crecimiento y rendimiento de las plantas (Castro et al., 2002). Esto se
debe a la capacidad de la A. filiculoides para proporcionar nitrégeno y
otros nutrientes esenciales a las plantas, lo que puede reducir la
necesidad de fertilizantes quimicos y promover practicas agricolas mas

sostenibles.

Ademas de su uso como bioabono, la Azolla también ha despertado
interés en otros campos de investigacion. Por ejemplo, se ha estudiado
su potencial como fuente de alimento para animales, debido a su alto
contenido de proteinas y otros nutrientes (Méndez-Martinez et al., 2018).

También se ha investigado su uso en la remediacibn de aguas
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contaminadas, ya que la Azolla puede absorber y acumular metales

pesados y otros contaminantes del agua.

La A. filiculoides ha sido objeto de varios estudios que han investigado
los metabolitos secundarios presentes en esta planta acuatica (Freire et
al., 2016). Se ha encontrado que la Azolla contiene una variedad de
metabolitos secundarios, incluyendo taninos hidrolizados, esteroles,
fenoles y alcaloides (Pabén & Hernandez-Rodriguez, 2012). Estos
metabolitos secundarios pueden tener diversos efectos bioldgicos y

propiedades nutricionales.

Estos metabolitos secundarios pueden tener propiedades antioxidantes,
antimicrobianas y otros efectos bioldgicos beneficiosos (Pérez
Hernadndez et al., 2021). Sin embargo, es importante destacar que se
requiere mas investigacion para comprender completamente las
propiedades y los efectos de estos metabolitos secundarios en la Azolla.
En términos de su aplicaciéon industrial, los metabolitos secundarios de la
Azolla pueden tener potencial en diversas industrias, como la alimentaria,
farmacéutica y cosmética (Trejo-Marquez et al., 2015). Por ejemplo, los
fenoles y esteroles presentes en la Azolla pueden tener propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, lo que los hace interesantes para la
formulacién de productos cosméticos y productos para el cuidado de la

piel.
2.2 Contenido teérico que fundamenta la investigacion
2.2.1.Reactores

2.2.1.1. Concepto

Los reactores también se conocen como recipientes o
sistemas de cultivo con condiciones controladas y
Optimas para el desarrollo de microorganismos, células

vegetales o animales (Garcinufio & Alvarez, 2023).
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Estos dispositivos permiten la conversion de materias
primas en productos mediante la multiplicacion de
células y/o microorganismos como hongos, levaduras y
bacterias. Ademas, se emplean en la fabricacion de
medicamentos, cerveza, biofertilizantes y en la
producciéon de enzimas utilizadas en diferentes
industrias. La clave es la conversion de la biomasa en
varias corrientes de productos y la integracion de varios
procesos Yy tecnologias de manera sostenible
(Cérdenas-Ortiz et al., 2022).

2.2.1.2. Tipos

Existen varios tipos de reactores utilizados en
aplicaciones de fermentacion inteligente vy
microbiologia aplicada. Cabe destacar que la seleccion
del tipo de reactor depende de la aplicacion especifica
y de las necesidades del proceso (Garcinufio & Alvarez,
2023).

El mismo autor manifiesta que, cada tipo de reactor
tiene sus propias ventajas y desventajas, y es
importante comprender sus caracteristicas y modos de
funcionamiento para una implementacion eficaz. A
continuacion, analizaremos algunos de los tipos mas

comunes:

Reactores de tipo Tangue Agitado: Estos reactores son

comunmente cilindricos y varian en tamafio desde litros
hasta metros cubicos. Por lo general, estan hechos de
acero inoxidable. Son utilizados para el cultivo de
células o tejidos en el contexto de la cultura celular.

También se utilizan en ingenieria de tejidos o ingenieria
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bioquimica/bioprocesos. La inmovilizacion es un
término general que describe una amplia variedad de
métodos para la fijacion o atrapamiento de células o

particulas.

Esto se aplica a todos los tipos de biocatalisis,
incluyendo enzimas, organelos celulares, células y
organos animales y vegetales. La inmovilizacién es util
para procesos operados de forma continua, ya que los
organismos no se eliminaran con el efluente del reactor,
pero estd limitada en escala debido a que los
microorganismos solo estdn presentes en las

superficies del recipiente.

Reactores de Fermentacion: Estos reactores se utilizan

principalmente en la produccion de microorganismos
para alimentos y bebidas. Permiten controlar y
optimizar las condiciones de cultivo para el crecimiento
de microorganismos y la produccién de compuestos
deseables. Existen diferentes tipos de reactores de
fermentacién, como los reactores de tanque agitado, los
reactores de lecho fluidizado y los reactores de lecho

compacto.

Cada tipo tiene sus propias caracteristicas vy
aplicaciones especificas. Por ejemplo, en los reactores
de lecho fluidizado, las células son pequefias particulas
“inmovilizadas" que se mueven con el fluido, lo que
permite una alta tasa de transferencia de oxigeno y
nutrientes a las células. En cambio, en los reactores de
lecho compacto, las células se inmovilizan sobre

particulas grandes que no se mueven con el liquido.
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Reactores de Membrana: Estos reactores utilizan

membranas semipermeables para separar y concentrar
los productos de interés. Son especialmente Utiles en
aplicaciones de separacion y concentracion en la
industria alimentaria y quimica. Algunos de sus
beneficios incluyen la obtencion de productos purosy la
capacidad de recuperar productos valiosos. Sin
embargo, una limitacién de estos reactores es la posible
obstruccion de las membranas, lo que requiere un

mantenimiento constante.

2.2.1.3. Disefio y construccion de reactores para el
cultivo de Azolla

Torres Usechi, (2014) disefio un reactor con un sistema
fotovoltaico para la produccion de Azolla como se

muestra la figura 1.

Figura 1. Diagrama esquemaético del reactor

1. Tambor del reactor aislado externamente con lana de vidrio. 2.
Datalogger 3. Valvula 4. Compresor 5. Tapa 6. Valvula de
seguridad 7. Ruedas 8. Linea de aire 9. Linea de sensores 10 y
11. Sensores 12. Motorreductor 13. Bateria 14. Regulador 15.
Diodo de proteccion 16. Panel solar 17. Microcontrolador 18.
Accionador 19. Regulador 20. Caudalimetro 21. Accionador.

El reactor consistié de un tambor giratorio adaptado de
un tanque de uso alimenticio de acero inoxidable AISI
304 hermeético de 20 L de capacidad, con soporte de
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presion hasta 180 psi, con insufle de aire a presion para
proveer el oxigeno necesario para el desarrollo de los
microorganismos. El tambor es envuelto externamente
con lana de vidrio para aislarlo térmicamente del
exterior. Posee una valvula de seguridad para la
presion, una linea de aire y otra de sensores hacia el
centro del tambor, de tal manera que las mediciones se
realizan en el centro de la masa y el aire se ingresa
también desde el centro, llevando el proceso por la ruta

aerobia.

Contiene trozos de madera con tamafos entre 2y 4 cm
para actuar como material abultante que ayudara a
mantener la porosidad y estabilidad estructural de la
masa, impidiendo fendmenos de colmatacion y de

anoxia, que podrian metanizar el proceso.

La rotacion del tambor se llevdé a cabo por medio de
ruedas de friccion. El tambor descansa sobre cuatro
ruedas, y a una de ellas se le acopl6 el eje de un motor
capaz de hacer girar toda la masa. El accionamiento del
compresor y los tiempos de rotacion del tambor, se
condicionaron segun la evolucion del compost dentro
del reactor programando un microcontrolador Atmega
328 através de una interfaz Arduino, capaz de procesar
sefales analogas y digitales tanto de entrada como de
salida, y por medio de unos accionadores se controlé el
motor y el compresor. Teniendo en cuenta que a la
laguna no llega la red eléctrica convencional, la energia
eléctrica de todo el sistema electromecénico y de
sensores se suministr0 por medio de un sistema

fotovoltaico, adecuadamente dimensionado para las
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condiciones climaticas de la laguna, con una autonomia

de dos dias.

El reactor se dot6 de sensores de temperatura,
concentracion de Oxigeno y contenido de humedad,
gue muestrean tres veces por dia durante un mes y
envian los datos recogidos al datalogger. La
informacion la organiza, grafica y analiza recogida con

ayuda del software Statgraphics Centurion.

2.2.1.4. Aplicaciones en la produccion de
compuestos bioactivos
Los reactores son una herramienta eficaz para la
produccion masiva de células o compuestos bioactivos,
ya que permiten el cultivo y crecimiento controlado de
microorganismos como bacterias, hongos, levaduras,

células vegetales y animales (Alanoca Quispe, 2023).

Estos microorganismos pueden ser utilizados para la
produccion de una amplia variedad de compuestos
bioactivos, como enzimas, antioxidantes, biopesticidas,
biofertilizantes, entre otros, esta idea constituye una
extension de lo propuesto por Alanoca Quispe, (2023).

Como bien afirma Garcinufio & Alvarez, (2023), la
utilizacién de reactores en la produccién de compuestos
bioactivos ofrece varias ventajas. Por un lado, permite
la produccion masiva y controlada de estos
compuestos, lo que facilita su obtencion en grandes
cantidades. Ademas, los reactores permiten optimizar
el proceso de produccién al controlar parAmetros como
la temperatura, pH, oxigenacion, concentracion de

gases, presion y agitacion, creando un ambiente ideal
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para el crecimiento de los microorganismos y la

produccién de compuestos bioactivos.

2.2.2. Azolla

2.2.2.1. Caracteristicas botanicas

De esta manera Méndez-Martinez et al., (2018) afirman
que, la Azolla es un género de helechos acuéticos que
pertenece a la familia Azollaceae. Presentan las

siguientes caracteristicas botanicas:

v' Planta acuatica flotante que se encuentra en

cuerpos de agua dulce con poco movimiento.

v' Son pequefas, generalmente solo miden unos
pocos centimetros de diametro, pero crecen
rapidamente y pueden formar grandes matas.

v Las hojas son pequefias y estan divididas, y su
color puede variar desde rojo y purpura a pleno
sol, hasta verde palido o verde azulado en la

sombra.

v No presenta flores ni semillas, sino que se
reproduce a través de esporas y, en el caso de
la especie Azolla filiculoides, también puede
reproducirse mediante la division de sus tallos

secundarios mas desarrollados.

v" La Azolla forma una asociacién simbidtica con
una cianobacteria llamada Anabaena azollae,

gue le permite fijar nitrdgeno del aire.

v' Es una planta acuatica de rapido crecimiento, lo
gue la convierte en una opcidon atractiva para

embellecer estanques y acuarios.
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v' Es importante tener en cuenta que la Azolla
puede convertirse en una especie invasora y
agresiva en ciertos paises, por lo que su
introduccion en el medio ambiente esta prohibida

en algunos lugares.

2.2.2.2. Usos

Uso en la agricultura: La Azolla se utiliza como

biofertilizante en el cultivo de arroz. Se ha demostrado
gue mejora la calidad del suelo y reduce los costos de
cultivo del arroz. Ademas, la Azolla se puede utilizar
como una capa de mulch para suprimir las malas

hierbas en los cultivos de arroz.

Uso en la alimentacion animal: La Azolla se utiliza como

alimento en la nutricién animal ya sea de aves, cerdos,
bovinos y peces. Varios estudios han demostrado que
la tiene una buena influencia en el rendimiento del
crecimiento animal. También se ha estudiado su
potencial como una alternativa sostenible en la
alimentacion animal, contribuyendo a sistemas

alimentarios saludables y al medio ambiente.

Otros usos: La Azolla también se ha utilizado como una
planta ornamental en areas de altas latitudes donde no
puede establecerse firmemente como una maleza.
Ademas, se ha investigado su uso como
biorremediador para mejorar la calidad del agua y del

suelo.

Es importante tener en cuenta que la Azolla no puede
sobrevivir en inviernos con temperaturas prolongadas

bajo cero y no tolera la salinidad.
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2.2.2.3. Taxonomia

Segun la base de datos del NCBI la nomenclatura de
clasificacion taxondmica de la Azolla se detalla en la
tabla 2.

Tabla 2. Taxonomia de la Azolla.

Dominio Eukaryota

Reino Viridiplantae

Filo Streptophyta
Subdivision Streptophytina

Division Embryophyta

Clase Polypodiopsida
Subclase Polypodiidae

Orden Salviniales

Familia Azollaceae/Salviniaceae
Genero Azolla

Fuente: (Schoch CL., 2020)

2.2.2.4. Propiedades bioactivas

Un estudio efectuado por Carabali Isajar, (2014)
describe que los compuestos bioactivos presente en la
Azolla dependeran del género en estudio, siendo asi: A.
pinnata (Flavonoides, compuestos fendlicos, taninos,
carbohidratos, saponinas y acidos carboxilicos); A.
Microphylla (Compuestos fendlicos, taninos,
esteroides, triterpenoides, glicésidos de antraquinonas,

azUcares y aminoacidos); A. Filiculoides (a y B clorofila,
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carotenoides, xantofilas, compuestos fendlicos,
alcoholes, aldehidos, alcanos, cetonas, terpenoides,
saponina, isovitexin 7-O-glicésido, homoorientin,
luteolin 6-C glicosido, 3-deoxiantocianina, glicosidos,
luteolinidina y apigenina); A. caroliniana (glicésidos de

3-deoxiantocianina).

2.2.3. Produccion de Azolla bajo condiciones controladas

La Azolla es una planta acuéatica de crecimiento rapido y
reproduccion eficiente, lo que la hace adecuada para su
produccion en condiciones controladas, una de las ventajas de la
producciéon bajo condiciones controladas es su alta tasa de
crecimiento, esta planta tiene una capacidad excepcional para
duplicar su biomasa en tan solo dos o tres dias, lo que la convierte
en una fuente sostenible y eficiente de nutrientes para otros
cultivos (Castro et al., 2003).

La produccion de Azolla bajo condiciones controladas requiere un
manejo adecuado de factores como la temperatura, la luz, el pH
del agua y la disponibilidad de nutrientes (Espinoza & Gutierrez,
2006). Se han realizado estudios para determinar las condiciones
Optimas de crecimiento de la Azolla, incluyendo el uso de sustratos
sélidos o liquidos y la implementacion de estructuras de proteccion
como invernaderos, estos estudios han demostrado que el cultivo
de Azolla bajo condiciones controladas puede ser exitoso y
rentable (Armijos, 2005).

Otro aspecto importante de la produccion de Azolla bajo
condiciones controladas es su capacidad para producir
compuestos bioactivos, se ha descubierto que la Azolla contiene
una variedad de metabolitos secundarios, como fenoles vy

flavonoides, que tienen propiedades antioxidantes 'y
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antimicrobianas (Freire et al., 2016).

En términos préacticos, la produccion de Azolla bajo condiciones
controladas requiere un manejo cuidadoso y preciso, es necesario
controlar la temperatura del agua, la calidad de la luz y los niveles
de nutrientes para garantizar un crecimiento saludable, ademas,
es importante controlar la densidad de siembra y la renovacion del
agua para evitar problemas de contaminacién o competencia con

otras especies (Espinoza & Gutierrez, 2006).

2.2.4. Métodos de extraccion de los compuestos
bioactivos
Los métodos de extraccion son esenciales para obtener los
compuestos bioactivos presentes en las plantas. Estos
compuestos, como los polifenoles, flavonoides y terpenoides,
tienen  propiedades  antioxidantes, antiinflamatorias y
anticancerigenas, entre otras (Gamez-Villazana, 2020). La
extraccion permite separar estos compuestos de la matriz vegetal
y concentrarlos para su posterior analisis y aplicacion en diferentes

industrias (Velasco et al., 2007).

Existen diferentes métodos de extraccion utilizados en la
obtencién de compuestos bioactivos de plantas. Algunos de los
métodos mas comunes incluyen la maceracion, la percolacion, la
extraccidbn con solventes organicos, la extraccion asistida por
ultrasonido y la extraccion con fluidos supercriticos (Moreno—
Romero et al.,, 2022). Cada meétodo tiene sus ventajas y
desventajas en términos de eficiencia, selectividad y costo, por lo
gue es importante seleccionar el método mas adecuado para cada

tipo de planta y compuesto de interes.

La eleccion del solvente de extraccion es crucial para obtener una

alta eficiencia en la extraccion de los compuestos bioactivos, los
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solventes utilizados pueden ser polares, como el metanol o el
etanol, o apolares, como el hexano o el éter, la polaridad del
solvente debe ser compatible con la polaridad de los compuestos
objetivo para lograr una extraccion eficiente, ademas, es
importante considerar la toxicidad y la disponibilidad de los

solventes utilizados (Soto-Garcia & Rosales-Castro, 2016).

Los avances en los métodos de extraccion de compuestos
bioactivos en plantas han permitido el desarrollo de técnicas mas
rapidas y eficientes. Por ejemplo, se han implementado métodos
de extraccion asistidos por tecnologias como la ultrasonografia y
los fluidos supercriticos, que permiten una mayor extraccion de
compuestos en menos tiempo y con menor consumo de solventes,
estos avances han facilitado la obtencién de extractos de plantas
con una mayor concentracion de compuestos bioactivos (Velasco
et al., 2007).

La extraccibn de compuestos bioactivos de plantas es solo el
primer paso en su estudio y aplicacion. Una vez obtenidos los
extractos, es necesario realizar analisis quimicos y biolégicos para
identificar y cuantificar los compuestos presentes, asi como
evaluar sus propiedades y actividades biologicas. Estos andlisis
incluyen técnicas como la cromatografia, la espectroscopia y los
ensayos biolégicos, estos estudios son fundamentales para
comprender el potencial terapéutico y las aplicaciones de los
compuestos bioactivos en diferentes campos, como la medicina,

la alimentacion y la cosmética (Torres-Aguirre et al., 2018).

2.2.5. Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico es una herramienta fundamental en la
investigaciéon del potencial biolégico y farmacologico de las

plantas. Este enfoque permite identificar y analizar los metabolitos
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secundarios presentes en las plantas, como alcaloides,
flavonoides, terpenoides y fenoles, entre otros (Quezada et al.,
2021). Estos compuestos bioactivos tienen propiedades
medicinales y pueden ser utilizados en el desarrollo de nuevos

farmacos y productos naturales.

El objetivo principal del tamizaje fitoquimico es identificar y
caracterizar los metabolitos secundarios presentes en las plantas.
Para ello, se utilizan diferentes técnicas y reactivos quimicos que
permiten detectar la presencia de compuestos especificos,
algunas de las pruebas mas comunes incluyen el uso de reactivo
de Shinoda para detectar flavonoides, el reactivo de Dragendorff
para alcaloides y el reactivo de Ninhidrina para aminoacidos
(Gualinga et al., 2024).

El tamizaje fitoquimico también puede incluir técnicas de
cromatografia, como la cromatografia en capa delgada (CCD) o la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que permiten
separar y cuantificar los compuestos presentes en los extractos de
plantas (Velasco et al., 2007). Estas técnicas son fundamentales
para determinar la composicion quimica de las plantas y evaluar

su potencial actividad biolégica.

Ademas de la identificacién de compuestos bioactivos, el tamizaje
fitoquimico también puede proporcionar informacién sobre las
posibles acciones farmacolégicas de los extractos de plantas. Al
detectar la presencia de ciertos metabolitos secundarios, se
pueden inferir propiedades como actividad antioxidante,
antimicrobiana, antiinflamatoria o anticancerigena, entre otras
(Enriquez et al., 2024).

2.2.6. Aprovechamiento de los compuestos bioactivos en
la industria
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El aprovechamiento de los compuestos bioactivos de plantas en la
industria es un tema de creciente interés debido a las propiedades
medicinales y terapéuticas que estos compuestos pueden ofrecer
(Radillo et al., 2023). Los avances en la investigacion y desarrollo
de productos naturales han abierto nuevas oportunidades para
utilizar estos compuestos en diferentes sectores industriales,

como la alimentacién, la cosmética y la farmacéutica.

En el sector alimentario, los compuestos bioactivos de plantas
pueden utilizarse como ingredientes funcionales en la formulacién
de productos saludables. Por ejemplo, los antioxidantes presentes
en algunas plantas pueden ayudar a prevenir la oxidacion de los
alimentos y alargar su vida util, ademas, los compuestos
bioactivos pueden aportar beneficios para la salud, como la
reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares o el

fortalecimiento del sistema inmunoldgico (Pardo et al., 2023).

El mismo autor sostiene que en la industria cosmética, los
compuestos bioactivos de plantas se utilizan en la formulacién de
productos para el cuidado de la piel, el cabello y las ufias. Estos
compuestos pueden tener propiedades hidratantes, antioxidantes,
antiinflamatorias y regenerativas, que contribuyen a mejorar la
apariencia y salud de la piel y el cabello. Ademas, el uso de
productos naturales con compuestos bioactivos es cada vez mas
valorado por los consumidores que buscan alternativas mas

saludables y sostenibles.

En el ambito farmacéutico, los compuestos bioactivos de plantas
han sido fuente de numerosos medicamentos y principios activos
utilizados para el tratamiento de diversas enfermedades, por
ejemplo, la quinina obtenida de la corteza del arbol de la quina se
ha utilizado para tratar la malaria durante siglos, otro ejemplo es el

acido salicilico, derivado de la corteza del sauce, que se utiliza en
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la fabricacion de aspirina (Pardo et al., 2023).

El aprovechamiento de los compuestos bioactivos de plantas en la
industria también puede contribuir a la sostenibilidad vy
conservacion del medio ambiente. Al utilizar recursos naturales
renovables en lugar de compuestos sintéticos, se reduce la huella
ecolégica y se promueve un enfoque mas respetuoso con el

entorno.
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CAPITULO llI: Disefio metodoldgico

3.1 Tipo y disefio de investigacién

El estudio es de tipo experimental y descriptivo, se efectuo en el laboratorio
de Biologia de la Facultad de Ciencias e Ingenierias (FACI) de la
Universidad Estatal de Milagro (UNEMI).

Se dispuso de 12 reactores de vidrio de 5 L de capacidad bajo un sistema

de flujo continuo. Se utilizaron tres tratamientos con diferentes medios de
cultivo:

1. Solucion de Hoagland 1mg/L (TRATAMIENTO 1)
2. Medio Murashige & Skoog (MS) 4g/L (TRATAMIENTO 2)

3. Fitohormonas (benzyloaminopurina y acido indolacético, 1 mg/L de
cada reactivo) (TRATAMIENTO 3)

Cada tratamiento estuvo compuesto por 4 réplicas (R1 a R4), con un total

de 12 unidades experimentales, ver tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de tratamientos y replicas.

TRATAMIENTOS REPLICAS
T1 R1 R2 R3 R4
T2 R1 R2 R3 R4
T3 R1 R2 R3 R4

T1 (Hoagland); T2 (Murashigue Skood); T3 (Fitohormonas)

Los tratamientos se llevaron a cabo en reactores temporales de vidrio de

5 litros, equipados con aeradores de 5L/min, que proporcionaron una
oxigenacion constante.

Las plantas se expusieron a luz indirecta y se mantuvieron a una
temperatura controlada de 25-28°C.
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3.2 Lapoblacionyla muestra

Se utiliz6 una cepa la cual fue adquirida en viveros especializados de
plantas acuéticas ubicados en La Mana, Ecuador, la misma que
inmediatamente fue llevada al laboratorio y lavada con agua destilada para

eliminar cualquier contaminante.

Posteriormente, las plantas fueron desinfectadas utilizando una solucién
de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1% durante 2 minutos, seguida de un
enjuague con agua destilada estéril. Se sumergieron en una solucion de
antibiéticos (estreptomicina y cloranfenicol, 100 mg/L) durante 15 minutos,
para evitar contaminacion bacteriana, y luego se enjuagaron con agua

destilada estéril.

La densidad inicial de siembra fue de 0.1 g/L de biomasa fresca en cada
reactor. Se control6 el crecimiento de las plantas durante 30 dias, con

mediciones de biomasa cada 5 dias.

Las condiciones de cultivo fueron: pH 7.0; Temperatura 25-28°C y una
intensidad de luz de 150 umol m?/s durante 12 horas al dia. La oxigenacion
se dio mediante una bomba modelo (Power 200) 5L por minuto realizando

circulacién del agua para mantener niveles adecuados de oxigeno.

3.2.1 Procesamiento de la muestra

3.2.1.1. Biomasade la Azolla

Las mediciones de biomasa fresca (g/L) se tomaron cada 5 dias durante

un periodo de 30 dias, calculando:

Tasa de Crecimiento Relativa (RGR): Tasa de crecimiento relativo.

Biomasa final — Biomasa inicial
RGR(%) = ( i ) X100
Biomasa inicial
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Adicional se obtuvieron resultados de:

Tasa de Crecimiento Absoluto (AGR): Con la finalidad de indicar el
cambio absoluto en la biomasa durante el periodo de tiempo del ensayo.
Fue util entender el crecimiento total, independientemente del tamafio
inicial.

Biomasa final — Biomasa inicial

AGR = ( : ) =
Tiempo

Tasa de Duplicacién (TD): Asi mismo es necesario conocer el tiempo

necesario para que la biomasa se duplique.

In (2)
TD = ( — : ) =
Tasa de Crecimiento Relativo (RGR)

Eficiencia de Conversion de Biomasa (ECB): Nos permitié ver cuanta
biomasa se ha convertido en relacidén con los nutrientes suministrado cada
uno de los nutrientes dentro de sus contenidos se consideré su consumo

de nitrégeno.

Biomasa obtenida
ECB = (—— _ —) =
Cantidad de nutrientes obtenidos

3.2.1.2. Andlisis de los Compuestos Bioactivos

- Extraccién de Compuestos Bioactivos

» Después del periodo de crecimiento, las plantas se secaron
en horno a 50°C durante 48 horas.

» Las plantas secas se trituraron hasta obtener un polvo fino.

» Para la extraccion de compuestos bioactivos, se utilizo
etanol como solvente y se realizO una maceracion de 24

horas.

- Extraccion Soxhlet por recirculacion
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Tras la maceracion previa del material vegetal en etanol, se realizé
una extraccion utilizando el equipo Soxhlet. Este proceso permitié
extraer los compuestos solubles de la Azolla en el solvente etanol.
Al finalizar, se obtuvo un extracto etandlico concentrado de Azolla,

listo para someterse a analisis.
- Analisis Quimico de Compuestos Bioactivos

=  Se determind el contenido de fenoles totales mediante el
método de Folin-Ciocalteu, midiendo la absorbancia a 765

nm.

= Para la cuantificacion de flavonoides, se utiliz6 el método

de Cloruro de Aluminio, midiendo la absorbancia a 415 nm.

3.2.1.2.1. Analisis Fitoquimico Detallado

- Andlisis de Fenoles Totales

Método: Se utilizo el método de Folin-Ciocalteu para determinar el

contenido de fenoles totales.

Procedimiento:

= Se preparé una solucién de reactivo de Folin-Ciocalteu
diluido al 10% (1:10 con agua destilada).

= Setomaron 0.5 mL del extracto concentrado de Azollay se

mezclaron con 2.5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteu.
= Se dejo reaccionar durante 5 minutos en la oscuridad.

= Posteriormente, se afiadieron 2 mL de una solucién de

carbonato de sodio al 7.5%.

= |amezcla se incub6 en oscuridad durante 30 minutos a

temperatura ambiente.

= Se midio la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro
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UV HACH.

Célculo de Fenoles Totales: La cantidad de fenoles totales se

expresd como equivalentes de acido galico (mg de acido galico/g
de extracto seco), utilizando una curva de calibracion de acido

gélico.

El andlisis de fenoles totales se realiza utilizando el método de
Folin-Ciocalteu. A partir de los valores de absorbancia obtenidos

por el espectrofotometro, se procede de la siguiente manera:

Paso a Paso:
- Curvade Calibracion:

= Se preparé una curva de calibracién con acido gélico como
estandar, con concentraciones conocidas (10, 20, 30, 40,
50 mg/L).

= Se midieron las absorbancias de cada concentracion en el

espectrofotébmetro a 765 nm.

= Se generd una ecuacion de la linea recta (y = mx + b),

donde:
» y es laabsorbancia.
» X es laconcentracion en mg/L.
- Interpolacion:
» Se midi6 la absorbancia de la muestra de Azolla filiculoides.

» Utilizando la ecuacién de la curva de calibracion, se
interpolé el valor de la absorbancia de la muestra para

obtener la concentracion en mg/L.
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- Andlisis de Flavonoides

Método: Se utilizd el método del Cloruro de Aluminio para la

cuantificacion de flavonoides.

Procedimiento:

=  Se mezclaron 0.5 mL del extracto con 2 mL de una solucién

de Cloruro de Aluminio al 2%.

» La solucién se dejé reaccionar durante 30 minutos en la

oscuridad.

» Se midi6 la absorbancia a 415 nm en el espectrofotdmetro
UV HACH.

» Céalculo de Flavonoides: Los resultados se expresaron
como equivalentes de quercetina (mg de quercetina/g de
extracto seco), utilizando una curva de calibracion de

guercetina.

» El andlisis de flavonoides sigue un proceso similar al de los
fenoles, pero utilizando quercetina como estandar y

midiendo la absorbancia a 415 nm.
- Determinaciéon de Alcaloides

Precipitacion de Alcaloides: Para la determinacion de

alcaloides, se utilizé un método de precipitacion con acido
clorhidrico.

Procedimiento:

= Se tom6 1 mL del extracto concentrado de Azolla y se
acidificé con HCI al 2%.

= Se agitd vigorosamente y se dejo reposar 15 minutos.

= Se observé la formacion de un precipitado, que se filtré y
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peso para calcular el contenido de alcaloides.
- Determinacion de Saponinas

Formacion de Espuma: Las saponinas se detectaron utilizando el

meétodo de formacion de espuma.

Procedimiento:

» Se afiadio 1 mL del extracto a un tubo de ensayo con 10

mL de agua destilada.
» Se agitd vigorosamente el tubo durante 30 segundos.

» Se dejo reposar 15 min. y se observo la formacion de una

capa estable de espuma, indica la presencia de saponinas.

- Determinacién de Taninos

Reaccidn con Gelatina: Los taninos se cuantificaron mediante la

reaccion con gelatina.

Procedimiento:

» Preparar una solucion de gelatina al 1% en agua destilada.

=  Se mezclaron 2 mL del extracto con 2 mL de la solucién de

gelatina y se dejo reaccionar por 10 minutos.

= Se observé la formacion de un precipitado que indica la

presencia de taninos.
= EIl contenido de taninos se expresO en equivalentes de

acido tanico (mg/g de extracto seco).

3.3 Los métodos y las técnicas

Para el desarrollo de la investigacion se procedioé a la utilizacion de

técnicas investigativas como la experimentacion, observacion, muestreos
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aleatorios y busqueda bibliografica a partir de fuentes primarias como
articulos cientificos. A demas, para seguir una sistematica, racional y
objetiva dentro del estudio la recopilaciéon de datos se efectué bajo

meétodos cuantitativos y cualitativos.

3.4 Procesamiento estadistico de la informacion.

Para el analisis de los datos recopilados se emple6 un disefio
completamente al azar DCA. Se aplico un analisis de varianza simple
ANOVA y para determinar la significancia de las diferencias entre los
tratamientos se realiz6 una prueba post-hoc (Tukey HSD) con probabilidad
de error del 0,05%. Los datos obtenidos fueron organizados y tabulados

en una base de datos utilizando software estadisticos SPSS version 24.0.
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CAPITULO IV: Andlisis e interpretacion de resultados

4.1 Andlisis einterpretacién de los resultados

4.1.1. Determinacién de biomasa fresca de Azollafiliculoides alos 30 dias bajo

lainfluencia de los diferentes tratamientos como medios de cultivo.

La figura 2 muestra el crecimiento de la biomasa de Azolla filiculoides bajo tres
diferentes medios de cultivo (Hoagland, Murashige & Skoog (MS), y Fitohormonas)
durante un periodo de 30 dias. El eje x representa el tiempo en dias que fueron
evaluados los tratamientos, mientras que el eje y muestra la biomasa en gramos por
litro (g/L).

Figura 2. Crecimiento de biomasa de A. filiculoides como respuesta al tratamiento

de tres diferentes medios de cultivo durante un periodo de 30 dias.

Biomasa de A. filiculoides bajo el efecto de
diferentes medios de cultivo hasta los 30 dias

—4#— Hoagland Murashige & Skoog (MS) = Fitohormonas
0,90
0,80
0,70 / /

o
o2}
S

Biomasa g/L
o
a
o

0,40
0,30
0,20
0,10
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Dias

Todos los medios de cultivo muestran un aumento constante en la biomasa a lo

largo del tiempo. Esto indica que todos los medios son efectivos para estimular el

crecimiento de A. filiculoides.
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Al realizar la comparacion entre medios de cultivo se puede apreciar que el
tratamiento con Fitohormonas parece ser el mas efectivo, ya que tiene el valor mas
alto de biomasa al final de los 30 dias, alcanzando alrededor de 0.83 g/L. El
tratamiento con Murashige & Skoog (MS) muestra un rendimiento intermedio de
0.78 g/L. Finalmente, el tratamiento con Hoagland, con valores ligeramente
menores, aunque también promueve el crecimiento, es el tratamiento menos
efectivo en comparacion con los otros dos, con un valor de biomasa que no supera

los 0.77 g/L al final del experimento.

Este hallazgo es consistente con estudios previos que demuestran el papel crucial
de las fitohormonas en la regulacion del crecimiento vegetal, especialmente en

procesos como la division celular y el alargamiento de tejidos (Koffler et al., 2014).

La tabla 4 describe el analisis de varianza (ANOVA) para las medias de la biomasa
fresca de A. filiculoides obtenidas como efecto de los tratamientos y replicas

efectuados.

Tabla 4. Andlisis de varianza (ANOVA)

Fuente Suma de gl Media Valor F  Significa
cuadrados cuadratica (p)

Tratamiento 0.206438 2 0.103219 2.078434 0.130627

Residual 5.960256 69

Error

experimental 0.087

Total 6.166694 71

El valor p obtenido en el analisis ANOVA fue 0.13, lo que indica que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos en términos de
biomasa obtenida, ya que el valor es mayor a 0.05. Sin embargo, el hecho de que

el valor F sea mayor a 1 (2.07) sugiere que podria haber algunas tendencias que,
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con un mayor tamafo de muestra o0 mas replicaciones, los resultados podrian variar,
como lo mencionan estudios que destacan la importancia del tamafio de muestra
en la deteccion de efectos sutiles (Gelman & Carlin, 2014). Este resultado subraya
la necesidad de optimizar el disefio experimental para obtener conclusiones mas
definitivas, ya que pequenfas diferencias en el crecimiento de biomasa podrian tener
implicaciones importantes en la produccién agricola o en el uso de Azolla

filiculoides.

La comparacion de medias para los tratamientos sobre la biomasa fresca de A.

filiculoides obtenidas se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Tukey HSD

Grupo 1 Grupo 2 Diferencia p- Limite  Limite Rechazo

de medias ajustada inferior superior

Fitohormonas Hoagland 0.063571  0.6497 -0.104 0.2311 False

Fitohormonas MS 0.055714  0.7099 -0.111 0.2235 False

Hoagland MS -0.007857 0.9 -0.175  0.1595 False

El analisis de Tukey HSD también confirma que no hay diferencias significativas
entre los tratamientos, dado que todas las comparaciones tienen valores p-
ajustados mayores a 0.05. El tratamiento de Fitohormonas mostré un leve aumento
en la biomasa en comparacion con Hoagland y Murashige & Skoog, con una

diferencia media de 0.063571 entre Fitohormonas y Hoagland.

Aungue no es estadisticamente significativo, este aumento podria ser relevante en
estudios futuros si se implementan mas repeticiones o se optimizan las condiciones
de cultivo. De acuerdo con Bender & Lange, (2001), incluso cuando las
comparaciones no son estadisticamente significativas, las tendencias observadas

pueden ser indicativas de efectos biolégicos importantes que podrian manifestarse
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de manera mas clara en experimentos futuros con mayor poder estadistico. Esto
implica que, aunque los resultados actuales no muestren diferencias significativas,
el uso de Fitohormonas sigue siendo prometedor y merece una investigacion mas

profunda para determinar su potencial completo en la produccién de biomasa.
4.1.2. Analisis Fitoquimico de la Azolla filiculoides

Los resultados del analisis fitoquimico de los compuestos bioactivos presente en la

Azolla filiculoides se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de los compuestos bioactivos

. Fenoles Flavonoides Alcaloides Saponinas Taninos
Tratamiento
Totales (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Hoagland 154 12.2 34 51 8.3
MS 13.2 14.7 2.9 4.8 7.5
Fitohormonas 17.6 16.1 4.1 6.3 9.1

Resultados obtenidos de la interpolacion de Absorbancia

Segun la tabla describe que el tratamiento con Fitohormonas parece ser el mas
prometedor en términos de produccion de compuestos bioactivos:
- Fenoles Totales: 17.6 mg/g (mas alto que los otros dos tratamientos).

- Flavonoides: 16.1 mg/g, indicando una alta capacidad antioxidante.

- Alcaloides y Saponinas: también son mayores en este tratamiento, lo que
podria indicar un mayor valor bioactivo en aplicaciones médicas o

agricolas.

Este hallazgo coincide con lo que se ha reportado en la literatura cientifica. Segun
un estudio de Maswada et al., (2021), se ha demostrado que el uso de fitohormonas

en cultivos de Azolla mejora significativamente la concentracion de compuestos
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bioactivos, lo que podria tener implicaciones importantes para la salud humana 'y el

desarrollo de productos naturales.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Con base a los resultados obtenidos se puede concluir que:

Aunqgue los tres medios de cultivo son adecuados para el crecimiento de
A. filiculoides, el medio con fitohormonas parece ser el mas efectivo,
seguido de Hoagland, con Murashige & Skoog (MS) como el menos
eficiente. Estos resultados sugieren que el uso de fitohormonas podria ser
la mejor opcion para maximizar la produccién de biomasa en esta planta,
especialmente si el objetivo es lograr altos niveles de crecimiento en

periodos largos.

El tratamiento con Fitohormonas ha demostrado ser el mas promisorio
para la produccién de compuestos bioactivos en Azolla filiculoides.
Presenta los niveles mas altos de fenoles totales (17.6 mg/g), lo que
sugiere una mayor capacidad antioxidante. Asimismo, el contenido de
flavonoides (16.1 mg/g) refuerza esta capacidad antioxidante, clave para
aplicaciones en salud. Ademas, la mayor concentracion de alcaloides y
saponinas sugiere un potencial bioactivo superior, lo que podria traducirse

en aplicaciones ventajosas tanto en el &mbito médico como agricola.
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5.2 Recomendaciones

Dado que los andlisis estadisticos no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos (p > 0.05), se recomienda aumentar el nimero de
réplicas o el tamafio de muestra para obtener resultados mas robustos y
detectar posibles diferencias en la produccion de biomasa entre los

tratamientos.

El tratamiento con fitohormonas mostré una tendencia a ser mas efectivo
tanto en la produccién de biomasa como de compuestos bioactivos. Se
sugiere optimizar atin mas las condiciones de cultivo con este tratamiento,
lo que podria mejorar su rendimiento y potencial bioactivo en aplicaciones

agricolas y médicas.

Dado el alto contenido de fenoles, flavonoides, alcaloides y saponinas en
las plantas tratadas con fitohormonas, se recomienda investigar mas a
fondo sus aplicaciones potenciales, particularmente en los campos de la
medicina y la agricultura, donde estos compuestos bioactivos podrian

tener un impacto significativo.
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Anexos

Biomasa y tasa de crecimiento relativa por cada replica respecto al

tratamiento 1: Solucion de Hoagland

Réplica R1 Réplica R3

Dia Biomasa (g/L) RGR (%) Dia Biomasa (g/L) RGR (%)

0 0.10 0.0 0 0.10 0.0

5 0.16 60.0 5 0.14 40.0

10 0.24 140.0 10 0.21 110.0

15 0.36 260.0 15 0.32 220.0

20 0.52 420.0 20 047 370.0

25 0.72 620.0 25 0.67 570.0

30 0.98 880.0 30 0.92 820.0
Réplica R2 Réplica R4

Dia Biomasa (g/L) RGR (%) Dia Biomasa (g/L) RGR (%)

0 0.10 0.0 0 0.10 0.0

5 0.15 50.0 5 0.15 50.0

10 0.23 130.0 10 0.22 120.0

15 0.35 250.0 15 0.34 240.0

20 0.50 400.0 20 0.49 390.0

25 0.70 600.0 25  0.69 590.0

30 0.95 850.0 30 094 840.0
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Biomasay tasa de crecimiento relativa por cada replica respecto al

tratamiento 2: Murashige & Skoog (MS)

RéplicaR1 Réplica R3

Dia Biomasa (g/L) RGR (%) Dia Biomasa (g/L) RGR (%)

0 0.10 0.0 0 0.10 0.0

5 0.13 30.0 5 0.11 10.0

10 0.18 80.0 10 0.16 60.0

15 0.25 150.0 15 0.22 120.0

20 0.34 240.0 20 0.29 190.0

25 045 350.0 25 0.39 290.0

30 0.58 480.0 30 0.50 400.0
Réplica R2 Réplica R4

Dia Biomasa (g/L) RGR (%) Dia Biomasa (g/L) RGR (%)

0 0.10 0.0 0 0.10 0.0

5 0.12 20.0 5 0.12 20.0

10 0.17 70.0 10 0.17 70.0

15 0.23 130.0 15 0.24 140.0

20 0.31 210.0 20 0.32 220.0

25 041 310.0 25 042 320.0

30 053 430.0 30 054 440.0
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Biomasa y tasa de crecimiento relativa por cada replica respecto al

tratamiento 3: Fitohormonas

RéplicaR1 Réplica R3

Dia Biomasa (g/L) RGR (%) Dia Biomasa (g/L) RGR (%)

0 0.10 0.0 0 0.10 0.0

5 0.17 70.0 5 0.16 60.0

10 0.29 190.0 10 0.28 180.0

15 045 350.0 15 043 330.0

20 0.65 550.0 20 0.62 520.0

25 0.90 800.0 25 0.86 760.0

30 1.20 1100.0 30 1.15 1050.0
Réplica R2 Réplica R4

Dia Biomasa (g/L) RGR (%) Dia Biomasa (g/L) RGR (%)

0 0.10 0.0 0 0.10 0.0

5 0.18 80.0 5 0.17 70.0

10 031 210.0 10 0.30 200.0

15 0.48 380.0 15 047 370.0

20 0.70 600.0 20 0.68 580.0

25 0.95 850.0 25 0.93 830.0

30 1.25 1150.0 30 1.23 1130.0
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Valores de Absorbancia

Tratamiento R Cl N AbslI C.F N Abs N. C Dia
(mgl/L) (mg/L) Final (mgl/L)
Hoagland R1 62.809 1.132 61.809 0.562 1.0 30
Hoagland R2 62.809 1.505 61.809 0.958 1.0 30
Hoagland R3 62.809 1.044 61.809 0.645 1.0 30
Hoagland R4 62.809 1.919 61.809 1.358 1.0 30
MS R1 75.427 1.269 74.427 1.125 1.0 30
MS R2 75.427 1.673 74.427 1.475 1.0 30
MS R3 75.427 1.322 74.427 1.199 1.0 30
MS R4 75.427 1.53 74.427 1.267 1.0 30
Fitohormonas R1 81.409 1.557 80.409 1.262 1.0 30
Fitohormonas R2 81.409 1.195 80.409 0.959 1.0 30
Fitohormonas R3 81.409 1.98 80.409 1.465 1.0 30
Fitohormonas R4 81.409 1.785 80.409 1.507 1.0 30

Nota.- La tabla indica el consumo de nitrdgeno en base a la concentracion inicial y

concentracion final
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Consolidado de los valores obtenidos respecto a biomasa

Day Treatment RGR AGR TD ECB
0 Hoagland 0.0 sin-inf sin-inf 0.21
5 Hoagland 51.21 0.02 1.35 0.31
10 Hoagland 109.4 0.02 0.63 0.42
15 Hoagland 174.63 0.03 0.4 0.55
20 Hoagland 223.98 0.02 0.31 0.65
25 Hoagland 276.53 0.02 0.25 0.74
30 Hoagland 319.04 0.03 0.22 0.87
Hoagland 0.0 sin-inf sin-inf 0.22
Hoagland 66.02 0.02 1.05 0.31
10 Hoagland 138.22 0.02 0.5 0.42
15 Hoagland 194.2 0.02 0.36 0.51
20 Hoagland 262.39 0.02 0.26 0.6
25 Hoagland 323.29 0.02 0.21 0.7
30 Hoagland 372.76 0.01 0.19 0.76
Hoagland 0.0 sin-inf sin-inf 0.17
Hoagland 63.1 0.02 11 0.25
10 Hoagland 111.01 0.02 0.62 0.33
15 Hoagland 174.37 0.02 0.4 0.44
20 Hoagland 197.34 0.02 0.35 0.52
25 Hoagland 253.53 0.01 0.27 0.59
30 Hoagland 302.62 0.03 0.23 0.72
Hoagland 0.0 sin-inf sin-inf 0.2
Hoagland 52.49 0.02 1.32 0.3
10 Hoagland 83.54 0.01 0.83 0.37
15 Hoagland 132.82 0.02 0.52 0.46
20 Hoagland 188.04 0.02 0.37 0.56
25 Hoagland 254.81 0.02 0.27 0.64
30 Hoagland 301.01 0.02 0.23 0.74
MS 0.0 sin-inf sin-inf 0.19
MS 46.32 0.02 1.5 0.28
10 MS 100.12 0.02 0.69 0.37
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15 MS 162.26 0.03 0.43 0.51
20 MS 207.67 0.02 0.33 0.61
25 MS 253.07 0.02 0.27 0.69
30 MS 315.75 0.02 0.22 0.8
0 MS 0.0 sin-inf sin-inf 0.18
MS 42.08 0.02 1.65 0.28
10 MS 93.55 0.01 0.74 0.34
15 MS 135.68 0.01 0.51 0.41
20 MS 177.79 0.02 0.39 0.52
25 MS 226.48 0.02 0.31 0.63
30 MS 255.15 0.02 0.27 0.74
0 MS 0.0 sin-inf sin-inf 0.2
5 MS 53.63 0.02 1.29 0.29
10 MS 101.81 0.01 0.68 0.36
15 MS 166.03 0.02 0.42 0.45
20 MS 215.48 0.02 0.32 0.54
25 MS 258.83 0.02 0.27 0.66
30 MS 336.97 0.02 0.21 0.77
0 MS 0.0 sin-inf sin-inf 0.16
5 MS 51.85 0.02 1.34 0.27
10 MS 88.42 0.02 0.78 0.36
15 MS 134.01 0.02 0.52 0.45
20 MS 186.3 0.02 0.37 0.56
25 MS 225.68 0.02 0.31 0.68
30 MS 280.68 0.02 0.25 0.8
0 Fitohormonas 0.0 sin-inf sin-inf 0.18
Fitohormonas 50.09 0.02 1.38 0.28
10 Fitohormonas 96.89 0.02 0.72 0.38
15 Fitohormonas 169.79 0.02 0.41 0.5
20 Fitohormonas 222.84 0.02 0.31 0.59
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25 Fitohormonas 264.78 0.02 0.26 0.69
30 Fitohormonas 326.73 0.02 0.21 0.77
Fitohormonas 0.0 sin-inf sin-inf 0.18
Fitohormonas 59.33 0.02 1.17 0.29
10 Fitohormonas 93.96 0.03 0.74 0.42
15 Fitohormonas 135.79 0.02 0.51 0.52
20 Fitohormonas 194.98 0.02 0.36 0.64
25 Fitohormonas 260.35 0.02 0.27 0.75
30 Fitohormonas 319.25 0.02 0.22 0.83
0 Fitohormonas 0.0 sin-inf sin-inf 0.21
Fitohormonas 47.54 0.03 1.46 0.34
10 Fitohormonas 83.17 0.02 0.83 0.44
15 Fitohormonas 126.47 0.03 0.55 0.57
20 Fitohormonas 172.39 0.01 0.4 0.62
25 Fitohormonas 233.67 0.02 0.3 0.73
30 Fitohormonas 287.73 0.02 0.24 0.83
Fitohormonas 0.0 sin-inf sin-inf 0.19
Fitohormonas 64.64 0.02 1.07 0.3
10 Fitohormonas 120.66 0.01 0.57 0.36
15 Fitohormonas 173.15 0.02 0.4 0.45
20 Fitohormonas 241.28 0.02 0.29 0.56
25 Fitohormonas 314.49 0.03 0.22 0.69
30 Fitohormonas 386.5 0.02 0.18 0.78

Nota. - En la tabla se observan los valores de los tres tratamientos las cuatro

repeticiones en relacion a los 7 momentos de toma de muestra
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