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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de tres dosificaciones (1.0, 1.5,
2.0 gmL™) de la solucién acuosa de glucosa obtenida de residuos de Manihot esculenta
“yuca” en el crecimiento y contenido de clorofila de la microalga Tetraselmis suecica en
condiciones de laboratorio, se empleé tres unidades experimentales (1.0, 1.5, 2.0 gmL™ de
extracto acuoso de M. esculenta) y un tratamiento control (medio de cultivo Guillard, 1975),
con tres repeticiones respectivamente. La toma de muestra se realizd durante 5 dias
consecutivos. Los mayores crecimientos poblacionales de T suecica, fueron encontrados en el
quinto dia de cultivo en el tratamiento experimental dosificado con 1.5 gm L™ de EAM
(extracto acuoso de M. esculenta) a diferencia de los demas tratamientos experimentales
incluidos el tratamiento control. Estas diferencias se mantuvieron hasta el final del
experimento, alcanzando los més altos valores del crecimiento poblacional (131.133 x 10° cel
mL™) en el dia 5, seguido del tratamiento control (118,633 x 10° cel mL™), del tratamiento
experimental dosificado con 1 g mL™ (117,867 x 10° cel mL™Y), y del tratamiento

experimental dosificado con 2 g mL™ (111,367 x 10° cel mL™).

El mayor contenido de clorofila de clorofila “a” se pudo observar en al menos una de la
concentraciones de EAM vy en el tratamiento control, siendo el tratamiento experimental
dosificado con 1,5 g mL™ de EAM el de mayor contenido de clorofila “a” (5,087 ug mL™);
Asimismo, el contenido de clorofila “B” tiene diferencia significativa entre al menos una de la
concentraciones de EAM vy en el tratamiento control, siendo el tratamiento experimental

dosificado con 1,5 g mL™ el de mayor contenido de clorofila “p” (3,160 ug mL™).

Se concluye que el mejor tratamiento en la experiencia realizada fue el tratamiento con 1,5 ¢

mL™* que alcanzé valores estadisticos significativos mejores que el tratamiento control que

Xl



estuvo dosificado con medio Guillard afirmando el uso de este como medio de cultivo

alternativo de bajo costo para cultivo de microalgas.

Frases claves

Microalgas, Tetraselmis suecica, crecimiento poblacional, clorofila, Manihot esculenta.
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ABSTRACT

The objective of this study was to determine the effect of three dosages, (1.0, 1.5, 2.0 gmL™)
of the aqueous glucose solution obtained from Manihot esculenta "cassava™ residues on the
growth and chlorophyll content of the microalga Tetraselmis suecica in laboratory conditions,
three experimental units were used (1.0, 1.5, 2.0 gmL™ aqueous extract of M. esculenta) and a
control treatment (Guillard culture medium, 1975), with three repetitions respectively. The
sample was taken for 5 consecutive days. The highest population growths of T suecica were
found on the fifth day of cultivation in the experimental treatment dosed with 1.5 gm L™ of
EAM (aqueous extract of M. esculenta) unlike the other experimental treatments including
control treatment. These differences were maintained until the end of the experiment,
reaching the highest values of population growth (131,133 x 106 cells mL™) on day 5,
followed by control treatment (118,633 x 106 cells mL™), of the experimental treatment
dosed with 1 g mL™ (117,867 x 106 cells mL™), and from the experimental treatment dosed

with 2 g mL-1 (111,367 x 106 cells mL™).

The highest chlorophyll content of chlorophyll "a" could be observed in at least one of the
EAM concentrations and in the control treatment, with the experimental treatment dosed with
1.5 g mL™ of EAM having the highest chlorophyll content " o "(5.087 ug mL™); Likewise,
the content of chlorophyll "B" has a significant difference between at least one of the
concentrations of EAM and in the control treatment, with the experimental treatment dosed

with 1.5 g mL™ having the highest chlorophyll content "B" ( 3,160 ug mL™).
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It is concluded that the best treatment in the experience was the treatment with 1.5 g mL™
that reached significant statistical values better than the control treatment that was dosed with
Guillard medium affirming the use of this as a low cost alternative culture medium for the

cultivation of microalgae.

Keywords

Microalgae, Tetraselmis suecica, population growth, chlorophyte, Manihot esculenta.
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I.  INTRODUCCION
Las microalgas son organismos fotosintéticos que requieren del acondicionamiento
de diferentes factores ambientales para su crecimiento como la luz, temperatura,
CO,, pH, fotoperiodo y nutrientes, usando moléculas orgénicas y micronutrientes
como catalizadores (Becker, 1994; Hu et al., 2008), a fin de producir lipidos,
proteinas y carbohidratos en grandes cantidades en tiempos cortos (Palomino et al.,

2010).

En los Gltimos afios, se ha mostrado un gran interés por el cultivo de microalgas de
forma intensiva, debido a la necesidad de obtener alimento vivo considerando su
alto valor alimenticio, su tamafo, digestibilidad y facil captura para las crias de
larvas y estadios juveniles de moluscos, crustaceos y peces (Rodriguez et al., 2007),
motivando la atencion mundial hacia el uso, como medio de cultivo, de materiales
organicos de diversos origenes (Benedetti et al., 1998). Segun Knud-Hansen (1998)
el uso de desechos animales tiene una larga historia como fuente de fdsforo,
nitrégeno y carbono para el crecimiento y la produccion de alimento natural, en
consecuencia, la generacion de nuevas metodologias y desarrollo tecnologico para la
produccién masiva de microalgas, mediante el uso de medios de cultivos
alternativos. Una alternativa a los medios de cultivo tradicionales ya estandarizados
de cultivo inorganico costoso (puros y quimicamente definidos, como el medio
Guillard) son los sustratos organicos, mayormente subproductos de otras industrias

y en cuya composicion se encuentran fuentes de C, N, P (Fabregas et al., 2001).
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Las microalgas estadn representadas por una gran variedad de organismos, que
ademas de aportar oxigeno, tienen contenidos nutritivos importantes tales como

polisacéridos, aminoécidos, enzimas y proteinas (Capa, 2010).

El género Tetraselmis pertenece a la division Chlorophyta, clase
Chrolophyceae,orden Tetraselmidales habita en cuerpos de agua de mar en forma
solitaria o0 en colonias formando cenobios bajo condiciones adecuadas de
crecimiento como temperatura 26 +2 °C, pH 6,5-9,5 (Garibay et al., 2009), ademas
esta microalga se caracteriza por tener un nivel muy alto en lipidos y su capacidad
de soportar elevadas concentraciones de nutrientes, poseer actividad metabolica
elevada y resistir variaciones ambientales que la hacen sobrevivir en ambientes
extremos (Andrade, 2009),el pH mantiene influencia sobre una gran cantidad de
procesos bioquimicos asociados al crecimiento y el metabolismo de las microalgas,
incluyendo la ionizacién de metabolitos bioquimicos, solubilidad, ademas de la
biodisponibilidad de CO2 y nutrientes (Garcia et al., 2000), incrementado los
niveles proteinas, lipidos y carbohidratos,a-tocoferol (Vit. E), carotenoides (como

fucoxantina y B-caroteno) y como toda planta verde, clorofila.

En cuanto al contenido de los pigmentos, Serpa & Calderon (2006), sustentan que
la cantidad de clorofila se correlaciona positivamente con la densidad o biomasa
celular y que las fuentes de nitrégeno promueven la acumulacion de clorofila, lo que
a su vez se considera como un indicador del crecimiento poblacional; hecho
posiblemente fundamentado en que los niveles mayores de clorofila promuevan una
mayor produccion de oxigeno y posteriormente la produccion de radicales

oxidantes.
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En acuicultura, unos de los factores limitantes para su desarrollo son la obtencion y
produccion de alimentos que sustituya todos los requerimientos para las especies en
cultivo y que resulten econémicos (Torrentera & Tacon, 1989), por lo que la
produccion de biomasa microalgal seria de gran importancia por su rapida obtencion
y buena calidad nutricional, por esto los medios de cultivo alternativo vienen siendo
evaluados para el cultivo de microalgas, entre ellos, estan los efluentes industriales y
agricolas, que posibilitan la reutilizacion del residuo organico, convirtiéndolo en
biomasa enriquecida desde el punto de vista nutricional, ya que puede ser utilizada
como complemento alimenticio, para la acuicultura y otras areas de produccion

(Bertoldo et al., 2006).

Actualmente, la obtencion de pigmentos como la clorofila cobra mucha importancia
por sus multiples aplicaciones en la salud humana, por el alivio de los problemas
gastrointestinales, anemias y mejorias en el aparato reproductor femenino
(Chernomorsky & Segelmam, 1988), por lo tanto, la biotransformacion en biomasa
algal adquiere mucho interés por: a) mitigar sus impactos negativos, b) disminucion

de los costos de produccion algal y c) obtencion de pigmentos clorofilianos.

Manihot esculenta, es una raiz tropical con alto contenido de almiddn que se cultiva
principalmente en la amazonia peruana, cuyas raices poseen 35% de carbohidratos,
que concentra la mayor area de produccién (67%) con rendimiento promedio anual

del pais de 10.7 t/ha™ (Montoya, 2004).

Se considera que la raiz de la yuca es la segunda fuente de almidon, después del

maiz, y su obtencidn se realiza mediante tecnologias sencillas (Chuzel, 1990).
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El almidon de M. esculenta, por su contenido de carbono orgénico, puede
utilizarse en el cultivo de microalgas de nutricibn heterotrofica como
Scenedesmus para la generacion de biomasa y pigmentos a bajo costo, debido a la
gran disponibilidad como residuos en los centros de procesamiento (Chuzel,

1989).

En el afio 2016 se alcanzd 12 327 toneladas de produccién nacional de M.
esculenta “yuca”, si consideramos que los residuos (extremos sobrantes de la
yuca no utilizados en el consumo humano y actualmente desechados) generados
durante su produccién fluctian entre el 1%, se podria disponer de 12 327 t de tales
residuos como medio de cultivo alternativo para la produccion de biomasa algal
con la finalidad de sustituir medios inorganicos de elevados costos (Webb &

Fernandez-Baca, 2016).

La extraccion del almidon de yuca consiste fundamentalmente en romper las
paredes celulares para liberar los granulos de almiddn, la adicion de agua y
filtracion sirven para separar las particulas de almidon suspendidas en el medio
liquido de las fibras vegetales (Alarcon & Dufour, 1989), obtenido el almidon se
procede a la aplicacion de calor de obtener glucosa para ser utilizada en los

cultivos algales como portador de carbono orgéanico.

Ensayos previos realizados con solucién acuosa de glucosa obtenida del almidon
de yuca, nos permite plantear la siguiente hipétesis: si utilizamos dosificaciones
de 1.0, 1.5y 2.0 g mL™ de extracto acuoso en el cultivo de T. suecica se obtendré
mayor tasa de crecimiento y contenido de clorofila de la microalga con la

concentracién de 1.5 g mL™.
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OBJETIVOS

e OBJETIVO GENERAL:

Determinar el efecto de tres dosificaciones 1.0, 1.5 y 2.0 g mL™ de la
solucion acuosa del subproducto de M. esculenta, “yuca”, en el crecimiento
y contenido de clorofila de la microalga T. suecica en condiciones de

laboratorio.

e OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar el crecimiento poblacional y el contenido de clorofila de
T. suecica cultivada con tres dosificaciones de la solucion acuosa
del subproducto de M. esculenta, “yuca” en condiciones de

laboratorio.

20



Il. MATERIALY METODO

2.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO
Se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares del
Departamento Académico de Biologia, Microbiologia y Biotecnologia de la
Universidad Nacional de la Santa, localidad de Nuevo Chimbote, provincia

de la Santa, departamento de Ancash.

2.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

2.2.1. Material biologico
La microalga T. suecica fue obtenida del Laboratorio de Evaluacion de
Recursos Acuaticos y Cultivos de Especies Auxiliares de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, la que fue mantenida en
botellas de plastico de 2L con medio Guillard (Guillard, 1975) e iluminados
constantemente con un fluorescente de 40 w, y agitados con Blower de 1/2

HP hasta su utilizacion en el experimento.

2.2.2. Tratamiento del agua de cultivo
El agua de mar empleada para la ejecucién de la investigacion procedio de
la playa “El Dorado”, ubicada en la bahia de Samanco, distrito de Nuevo
Chimbote, Provincia de Santa (Ancash, Per() almacenado en un recipiente

de 100 L para su posterior tratamiento, se dejo sedimentar por 48 h y luego
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de ser filtrado con malla Nytal de 10 pum se le agregd 0,5 ml de hipoclorito
de sodio por cada litro.
Después de 24 horas fue neutralizado con 0,5 ml de tiosulfato de sodio por

litro de agua y aireado durante 1 h para eliminar el cloro residual.

2.2.3. Preparacion de los in6culos de T. suecica

e Fase cultivo inicial: Los indculos microalgales se iniciaron en 4 matraces
de 250 mL de capacidad los cuales contenian 200 mL de agua de mar
esterilizada y 50 mL de in6culo microalgal y mantenidos durante 5 dias con
aireacion constante (2 mL min™) proporcionado por un Blower de 1/2 HP,
el flujo de aire fue determinado con flujometro Cole Parmer (+10 ml/min™)
y la iluminacién continua suministrada por dos fluorescentes de luz blanca
de 40 w colocados a 10 cm de las botellas de cultivos microalgales,
proporcionando 8000 lux de intensidad luminosa medidos con luxdmetro
digital Hanna (0,1 lux).

e Fase cultivo intermedio: Se realizaron diluciones de los inoculos iniciales
en matraces de 500 mL manteniendo iguales condiciones de iluminacién
(8000 lux) y aireacién (2 mL/min™) con la finalidad de ser utilizados como
indculos de los cultivos experimentales.

eFase experimental: Todos los cultivos experimentales fueron inoculados
con suficiente volumen procedente de cultivos contenidos en recipientes de
500 mL. Los cultivos de T. suecica fueron mantenidas con el medio f/2 de

Guillard (1975).
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2.2.4. Determinacion del crecimiento poblacional de T. suecica

El crecimiento poblacional de los cultivos se determind mediante conteos
celulares diarios (cel mL™) utilizando una cémara Neubauer y un
microscopio binocular marca Olympus y las observaciones microscopicas
fueron realizadas a 40x de aumento durante los dias que durdé el
experimento. Los recuentos celulares fueron expresados a través de graficas
de curvas de crecimiento poblacional para precisar el final de la fase
logaritmica, que nos permitié determinar la tasa de crecimiento poblacional
por dia (1) y el tiempo de duplicacion diaria (TD) aplicando las formulas

siguientes (Guillard, 1975)

. (2)

. In(Ns/No) ... (1) rp — 1
Tr — To H

Donde No y N¢ corresponden al nimero de células por ml en los tiempos Ty

y Ty, respectivamente
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2.3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

2.3.1. Medio de cultivo Guillard

El medio Guillard /2 (Guillard, 1975), preparada con sales minerales
conteniendo los principales nutrientes (Tabla 1), fue utilizado para la
generacion de los indculos y los cultivos control de T. suecica durante la

experiencia.

Tabla 1: Composicion quimica del medio /2 de Guillard (Guillard, 1975).

COMPUESTO CONCENTRACION (mg L)
NUTRIENTES MAYORES
NaNos 75.0
NaH;PosH,0 5.0
NH, CL 26.5
MICRONUTRIENTES
Na,EDTA 4.36
FeCl3; 6H,0 3.15
CuS0,45H;0 0.01
ZnS04,7H,0 0.022
CoCl,6H,0 0.01
MnCl, 4H,0 0.18
Na;MnQO42H,0 0.006
VITAMINAS
Tiamina 0.1
Biotina 0.5
Cianocobalina 0.5
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2.3.2. Medio extracto acuoso de residuos de M. esculenta (EAM)

La preparacion del medio EAM consistié en lavar, pelar y rallar la yuca para
liberar los granulos de almiddn, resultando de esta manera 100g de yuca
producto del rallado, el cual tuvo que ser exprimido con la ayuda de un
colador para obtener 30.5 mL de extracto puro de yuca que fue aforado a
100 mL con agua de cafio. Esta solucion fue llevada a coccion a fuego lento
por un espacio de 3 min para disolver los polimeros de la amilopectina v,
por rompimiento de los enlaces glucosidicos, obtener moléculas de glucosa
demostrada mediante la prueba de Fehling, (Loren, 2010) para ello se utilizo
10 mL de muestra a la cual se le aplico los reactivos de Fehling A y Fehling
B obteniendo como resultado una coloracion naranja luego de colocar la
muestra a calor, lo que indico la presencia de azucares reductores (glucosa).

Obteniendo como resultado final 100 mL de solucién acuosa (EAM), que
contiene 0.305 gmL del extracto de yuca que fue utilizada como patron en el
cultivo microalgal, y considerando la total transformacion del almidon 20%
en glucosa, se concluye que 1 mL de solucion acuosa (EAM) aportara 0.061

g ml de glucosa por litro de cultivo.
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Fig. 1. Balance de materia para la preparacién del extracto acuoso de M.

esculenta para el cultivo de T suecica.
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2.3.3. Anélisis quimico del extracto acuoso del subproducto de M. esculenta

El contenido de los componentes del extracto acuoso fue analizado en el
Laboratorio COLECBI S.A.C., determindndose la cantidad de almiddn,

humedad, proteinas, calcio, fosforo (Tabla 2)

Tabla 2: Analisis quimico del extracto acuoso del subproducto de M. esculenta

(EAM).
Componentes Porcentaje (%)
Almidon 20
Humedad 34
Proteinas 18
Calcio 12
Fosforo 16

Fuente: Laboratorio COLECBI (2017)

2.4. DISENO EXPERIMENTAL
Se utilizé el disefio experimental estimulo creciente (Steel & Torrie, 1992)
con tres tratamientos experimentales y un tratamiento control. Cada
tratamiento con tres repeticiones respectivamente. Los cultivos microalgales

iniciaron con un promedio de 0.12 x10°% cél mL™.
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Tabla 3: Preparacion de las unidades experimentales.

Disefio experimental

Tratamientos  Repeticiones Medio de cultivo

TC r-ra-r3 1 mL L™ Guillard f/2
T1 [ -fa-r3 1 gmL™ de EAM

T2 [ -fa-r3 1.5gmL™ de EAM
T3 [ -ra-r3 2 gmL™ de EAM

2.5. ACONDICIONAMIENTO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

Se utilizaron 12 botellas plasticas de 1000 mL. de capacidad, las cuales
contenian 700 mL de agua de mar esterilizada y 300 mL de inoculo
microalgal, se inicié los cultivos con 0.12 x10° cél mL™ determinados por
conteos microscopicos mediante una camara Neubauer. El tratamiento
control y sus repeticiones fueron dosificados con medio /2 de Guillard y los
tratamientos experimentales junto a sus repeticiones dosificados con 1,0; 1.5

y 2,0 g mL™ de la solucién patrén EAM (Tabla 3, fig. 2).
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Fig. 2. Distribucion de las unidades experimentales en los cultivos microalgales

de T. suecica.

2.6. DETERMINACION DEN CLOROFILA o y § DE T. suecica

La determinacion de clorofila o y f de T. suecica, se realizo al final de la
fase logaritmica del crecimiento de los cultivos segin la metodologia de

Ritchie (2008), y siguiendo el siguiente flujograma (Fig. 3).
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Fig. 3: Flujograma para determinar clorofila a y B de T. suecica en los cultivos

microalgales.
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El procedimiento consistio en retirar 4 ml de suspension algal de cada
cultivo y luego de centrifugarlos a 10000 rpm por 10 min se elimind el
sobrenadante y el sedimento fue secado mediante la estufa a 60 °C durante
de 3 h. Para la extraccion de clorofila, el siguiente paso consistio en afiadir
10 ml de acetona al 90 % a cada una de las muestras que luego de ser
agitadas vigorosamente fueron mantenidas en refrigeracion a 5 °C por 6 h,
finalmente se realiz6 un segundo centrifugado a 10000 rpm x 10 min, y el
sobrenadante fue transferido a tubos de ensayo y mantenido en oscuridad a 5

°C hasta sus lecturas espectrofotométricas.

Las lecturas de las absorbancias de cada muestra se realizaron mediante un
espectrofotometro marca Turner Barstearnd Internacional a longitudes de
onda de 630, 647, 664 y 691 nm necesarias para calcular los contenidos de
la clorofila o y B (ug mL™), ademés se utilizé las siguientes formulas

(Ritchie, 2008).

CLa (ug mL_1) = —0,3319 A630 - 1,74’85 A647 + 11,94’4’2 A664 - 1,4306 A691
CL B (ugmL1) = —1,2825 Agzy + 19,8839 Ags7 — 48860 Aggs — 2,3416 Agoy
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El porcentaje (Pc) de clorofila a y B fue calculado segin la féormula

propuesta por Ritchie (2008):

(CLxV)/1000

1100

PC(%) =

Donde:
CL: Contenido de clorofilas en la muestra (ug ml™).
V: Volumen de extraccion (10 ml).

M: Peso de muestra microalgal (mg x 4 ml)

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos del crecimiento y el contenido de clorofila fueron
sometidos al analisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias
entre sus promedios, luego se utilizo la prueba de Tukey HSD para
establecer el mejor promedio, en todos los casos se aplicd un nivel de

significancia de 0,05.

El tratamiento estadistico se desarroll6 utilizando los programas, Microsoft

Office Excel 2010 y SPSS 20.0 para Microsoft Windows 7.
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I1l.  RESULTADOS

3.1. CRECIMIENTO POBLACIONAL DE T. suecica

Los incrementos poblacionales diarios de T. suecica son presentados en la tabla 4
y fig. 4, observandose un crecimiento lineal, en los dos primeros dias no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento control y

tratamientos experimentales dosificados con EAM.

En el tercer dia se pudo observar diferencias significativas entre el tratamiento
experimental dosificado con 1,5 g mL™ de EAM y los demas tratamientos
incluido el tratamiento control, estas diferencias se mantuvieron hasta el final del
experimento, alcanzando los mas altos valores del crecimiento poblacional
(131.133 x 10° cel mL™) en el dia 5, seguido del tratamiento control (118,633 x
10° cel mL™), luego del tratamiento dosificado con 1 g mL™ (117,867 x 10° cel
mL™), y finalmente del tratamiento dosificado con 2 g mL™ (111,367 x 10° cel mL’

Y (Tabla 4).
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Tabla 4: Crecimiento poblacional (cel. mL™) de la microalga T. suecica, cultivada con

diferentes concentraciones de extracto acuoso de yuca Manihot esculenta en condiciones

de laboratorio.

Tratamientos

Dias  Control (Guillard f/2) 1 gmL™ de EAM

1 0.120 . 0,000 0.120 + 0,000
2 34,720 . 6,420 47,367 -8,003
3 72,233 . 3,625 67,500 - 3,148
4 87,367 - 6,700% 73,967 .7,077°
5 118,633 . 3,600™ 117,867 - 7,047

1,5 gmL™ de EAM

0.120 + 0,000
53,167 +6,673"
88,833 »10,001°
98,200 - 12,401°

131,133 »7,507"

2,0 gmL™" de EAM
0.120 + 0,000°
41,867 -3,235
62,567 .5,529°
78,300 . 9,554%°

111,367 . 0,737°

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas, con un nivel de 0.05.
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Fig. 4: Crecimiento poblacional (cel. mL™) de la microalga T. suecica, cultivada con

diferentes concentraciones de extracto acuoso de M. esculenta “yuca” en laboratorio.

3.2. TASA DE CRECIMIENTO Y TIEMPO DE DUPLICACION POBLACIONAL

La tasa de crecimiento (u) de T. suecica en los tratamientos experimentales dosificados

con EAM y en el control dosificado con Guillard f/2 demostrd que al quinto dia de

cultivo, los tratamientos dosificados con 1 y 1.5 g mL™ de EAM fueron los que

presentaron las tasas mas altas de crecimiento con 0,458 dia® y 0,478 dia®,

respectivamente, y el menor promedio significativo (p<0,05) se pudo apreciar en el

tratamiento dosificado con 2 g mL™? de EAM (0,446 dia™); asimismo, el tiempo de

duplicacion poblacional (TD) fue significativamente mayor (p<0,05) en el tratamiento

experimental dosificado con 1.5 g mL™? de EAM (0,478 dia) y menores en los

tratamientos dosificados con 1g mL™ y 2 gmL™ de EAM con promedios significativos

(p<0,05) de 1.513 dia y 1.554 dia, respectivamente (Tabla 5, fig. 5).

35




Tabla 5: Tasa de crecimiento () y tiempo de duplicacion diaria (TD) de los cultivos de

T. suecica, dosificados con EAM durante 5 dias

Tratamientos

Parametro Control 1gmL*deEAM 15gmL'deEAM  2gmL"de EAM
No 0.120 . 0,000 0.120. 0,00 0.120 . 0,000° 0.120 . 0,000

N 118,633 3,600 117,867 .7,047® 131,133 .7,507" 111,367 . 0,737
p(dia™) 0.453 .0.006° 0.458.0.008 0.478.0.011 0.446-0.001°

TD (dia)  1.530. 0.097° 1.513.0.037° 1.450.0.034% 1.554.0.059"

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas, con un nivel de 0.05.

Donde N y Nt corresponden al namero de células por ml.

1.600 ~
1.400 -
"1 Control

1.200 -
= ] 1
g 1.000 1gmL
E 0800 -
8 0600 - "l 1.5gmL?
3 ]
£ 0400
[ ]
g 0200 - 2 gmL-L
= 0,000 - , _

u (dia) TD(dia)
Parametros ( dias)

Fig. 5. Variacion de la tasa de crecimiento () y tiempo de duplicacion diaria (TD) del

cultivo de T. suecica, dosificados con EAM durante 5 dia.
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3.3 CONTENIDO DE CLOROFILA ay p EN T. suecica

La tabla 6 y fig. 6 muestran los contenidos de clorofila “o” y “B” de la microalga

T. suecica por efecto de las diferentes concentraciones de E.A.M.

Tabla 6: Contenido de clorofila o y B de T. suecica en cultivos dosificados con

diferentes concentraciones de EAM.

Tratamientos

Pigmentos Control 1,0 gmL*de EAM 15gmL"de EAM 2,0 gmL™" de EAM
a (ug mL™) 1,202 » 0,992* 4,763 . 0,904° 5,087 . 0,679° 2,460 » 0,719

B (ug mL™) 0,407 - 0,140* 2,503 .0,553" 3,160 . 0,416° 1,463 . 0,384"
Total 1.609 7,266 8,247 3,923
Porcentaje (%) 100,00 451,58 512,55 243,81

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas, con un nivel de 0.05.

Se ha determinado la existencia de diferencia significativa (p<0.05) en el
contenido de clorofila “a” en al menos uno de los tratamientos dosificados con
EAM y en el tratamiento control, siendo el tratamiento experimental dosificado con

1,5 g mL™ de EAM el que posee mayor contenido de clorofila (5,087 ug mL™).

Asimismo, el contenido de clorofila “B” tiene diferencia significativa (p<0.05)

entre al menos uno de los tratamientos dosificados con EAM y en el tratamiento
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control, siendo el tratamiento experimental dosificado con 1,5 g mL™ el que posee
mayor contenido de clorofila (3,160 ug mL™), por tanto el mejor promedio
obtenido es el tratamiento dosificado con 1.5 g mL™ de EAM ya que es 5 veces

mejor que el tratamiento control (T1<T>T3<T).

En cuanto a las comparaciones porcentuales de los pigmentos clorofilianos, la
clorofila a y la clorofila  presentan valores bastante elevados considerando como

100% a los controles (fig. 6).

6.000 -
-.f—; m | Control
o
S
o
D
S m| 1gmL?
c
S
e
I 1.5 gmL?
[&)
5
O
2 gmL1

Fig. 6. Contenido de clorofila a y clorofila B en T. suecica, dosificados con diferentes

concentraciones de E.A.M en el 5 dia.

38



3.4. PARAMETROS AMBIENTALES DEL CULTIVO DE T. suecica
3.4.1. pH de los cultivos

El rango de las variaciones del pH en los cultivos de T. suecica durante el
experimento fluctuaron entre 6,93 y 8,0 unidades sin presentar diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) entre el control y los tratamientos, sin
embargo, en el cuarto dia el tratamiento experimental dosificado con 1.5 gmL™ de
EAM presenté el valor de pH maés alto (Tabla 7, fig. 7), debido a la captacion de
nutrientes y fijacion fotosintética de CO2 en el cultivo de microalgal como

consecuencia del aumento de la densidad celular. (Franchino et al. 2013).

Tabla 7. Valores del pH de los cultivos de T. suecica, dosificados con diferentes

concentraciones de EAM.

Tratamientos

Dias Control 1gmL*deEAM 15gmL'deEAM 2gmL™de EAM
1 7,540 . 0,399 7,177 . 0,045 7,867 + 0,058" 7,367 » 0,208°
2 7,500 . 0,173* 7,233 .0,586° 7,733 .0,208" 6,900 - 0,000
3 7,533 .0,551* 6,973 .0,219% 7,667 -0,666" 6,933 . 0,115
4 7,173 .0,951* 7,300 . 1,127 8,000 - 0,265 7,100 - 0,854
5 7,233 .0,945* 7,157 .0,225 7,703 . 0,525 7,000 - 0,200

Letras diferentes en la misma fila indica que existe diferencia significativa (p<0.05).
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Fig. 7. Variaciones del pH de los cultivos T. suecica en condiciones de laboratorio.

3.4.2. Temperatura

La temperatura en los cultivos de T. suecica variaron de 23,7 a 25,5 °C durante el

experimento sin mostrar diferencias estadisticamente similares (p>0,05), sin

embargo, se observa ligera tendencia a incrementarse con el tiempo en los

tratamientos experimentales dosificados con 1, 1.5 mg L™ debido a la

disponibilidad de temperatura y nutrientes constantes siendo factores que

determinan la produccion celular (Tabla 8, fig. 8).
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Tabla 8: Valores de la temperatura de los cultivos de T. suecica dosificados con

diferentes concentraciones de EAM.

Tratamientos

Dias Control 1gmL*deEAM 15gmL'de EAM 2gmL'de EAM
1 23,833 . 1,607 23,800 . 0,458 23,730 .+ 0,100 23,801 - 0,058
2 24,350 . 0,917° 24,567 .0,493° 24,466 . 0,586 24,233 . 0,416
3 24,589 .0,458" 25,167 .0,306° 25,233 . 0,751 24,706 - 0,058
4 24,767 .0,265° 25,269 .0,643° 25, 245 . 0,200 24,613 .0,208"
5 24,689 .0,721* 25,300 .0,346° 25,540 . 0,265 24,667 0,907

Letras diferentes en la misma fila indica que existe diferencia significativa (p< 0.05).

26.0 - Control
25.5 ~
T m— . - _1
250 - = 1gmL
g) X "\ 5
e X
2 240 - . 5gmL?
g X 1.5gmL
8 235 -
5
— 230 - 2gmL?
22-5 T T T T
1 2 3 4 5
Tiempo (dias)

Fig. 8. Variacion de la temperatura de los cultivos de T. suecica, durante 5 dia.
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IV. DISCUSION

Para una produccion econémica de biomasa algal es necesario explorar posibilidades de
utilizar fuentes de carbono orgéanico de bajo costo, como las melazas, sustancias amilaceas,
etc., cuyo contenido de azucares, especialmente glucosa, permitan la realizacion de cultivos
heterotroficos o mixotroficos, en tal sentido, Shamala et al. (1982) consideran que la
glucosa es el sustrato azucarado mas apropiado para aportar crecimiento mixotrofico
debido al mejoramiento de la tasa de evolucion del oxigeno fotosintético, la reutilizacion de
sustratos y la maxima produccién de biomasa algal que se obtiene con abastecimiento de

CO; indicando a su vez que la mayor utilizacion de la glucosa ocurre en el primer dia.

El uso de glucosa como insumo barato debe ser obtenida por hidrélisis enzimatica de
materiales que posean lignocelulosa (Rattanapoltee et al., 2014), o tratamiento térmico de
sustancias amilaceas, como por ejemplo los residuos del procesamiento de M. esculenta
“yuca” para obtener glucosa por hidrdlisis termica del almiddn y ser directamente utilizados

por microorganismos (Palma, 2000).

Diversos estudios han demostrado la capacidad de T. suecica de aprovechar residuos
organicos de variada procedencia (Merino et al., 2003; Ferndndez & Paredes, 2007;
Ipanaqué & Paredes, 2009) por el contenido de nutrientes, especialmente carbono y
nitrégeno organicos, asimismo Chen et al. (2011) consideran que las microalgas pueden
asimilar una gran variedad de fuentes de carbono organicos para su crecimiento, como

glucosa y sacarosa, en la actualidad se esta incidiendo méas en la bdsqueda de nuevas
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fuentes carbonadas més econdémicas como melaza, hidrolizado de harina de maiz, yuca,

soja, etc.

La cascara de yuca es un subproducto que se obtiene de la utilizacién de la raiz de yuca,
tanto en alimentacion humana directa como en la industrializacion (obtencion de almidon),
Buitrago (1990) afirma que la céscara de yuca representa entre el 15 a 20% del peso total
de la raiz y su calidad es bastante uniforme, conteniendo proteina, grasa, fibra y minerales
es un insumo energético que puede ser empleado en la alimentacion de cerdos. Rios (1973)
afirma que el afrecho de yuca, debido a su bajo costo y buen sabor, se puede usar como
fuente energética para la alimentacion de vacunos, cerdos, y aves; como suplemento

proteico, graso y mineral.

La melaza como fuente de carbono organico ha sido utilizada para cultivar microalgas,
como Scenedesmus obliquus con efectos positivos en la tasa de crecimiento, contenido de
pigmentos y lipidos en condiciones mixotréficas, mientras que en condiciones
heterotréficas disminuyen notablemente su crecimiento lo cual se hace notorio por
coloracion amarilla que toman los cultivos Mostafa et al. (2014), asimismo Reyes (2015)
logré altos valores de crecimiento en el cultivo de Scenedesmus acutus (0.810 ml L™)
utilizando tres tipos de azucares (glucosa, fructuosa y sacarosa) eficientemente
aprovechados por las microalgas, mientras que Pancha et al. (2014) .Sustentan que
Scenedesmus sp, crece mejor en glucosa que en fructosa o galactosa con tasa de
crecimiento de 0.23 d™ debido a la facilidad de su asimilacién, mediante transportadores
selectivos dentro de la célula para ser utilizada en la fosforilacién oxidativa mitocondrial y

generar ATP, mientras que otros azlcares requieren complejas vias metabdlicas y enzimas
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celulares para su rompimiento en azlcares simples para ser metabolizados en las células

algales (Stadler et al., 1995).

La utilizacion del EAM en los cultivos de T. suecica aportan fuentes de carbono y
nitrogeno organicos, que favorecen en el crecimiento de los cultivos, el nitrégeno ha sido
demostrado como el principal regulador en el crecimiento microalgal, cuando un cultivo es
expuesto a una limitacion o excedente de nutrientes, se disminuye la tasa de division
celular, entonces se desvia el flujo de carbono fijado por la fotosintesis a sintesis de lipidos
0 carbohidratos (Arias et al., 2011).La sintesis de proteinas normalmente depende de un
adecuado suministro de nitrégeno (Sze,1998). Sin embargo, altos niveles de nitrogeno que
no pueden ser asimilados por los cultivos microalgales pueden causar efectos adversos en

los organismos menos tolerantes (Camargo & Alonso, 2006).

En tal sentido, el contenido proteico de la yuca (18%) equivale a 2,88 mg de nitrogeno de
acuerdo al factor de conversion (6.25) por el método de kjeldahl (NTP, 1999) como
compuesto organico, por tanto, las dosificaciones aplicadas en el experimento, 1; 1,5y 2
mg mL™?, aportan respectivamente, 28,8; 43,2 y 57,6 mg mL™ de nitrégeno como
compuesto organico. Estos valores son mayores a los valores de nitrégeno que aporta el
medio Guillard (22.31 mg mL™), lo que explicaria los 6ptimos crecimientos poblacionales

y contenidos de los pigmentos clorofilianos en aquellos cultivos.
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Los tratamientos experimentales dosificados con 1,5 g mL™ del EAM presentaron, a partir
del dia 3 crecimientos significativamente (p< 0,05) mayores que el tratamiento control y los
otros tratamientos experimentales debido al aporte de glucosa (0.091 g mL™) y de
nitrégeno (43,2 mg mL™). El consumo los nutrientes depende de la disponibilidad de estos,
asi como de la habilidad misma del organismo para consumirlos. Aln si un nutriente es
muy abundante, existen limites en la tasa a la cual una microalga puede consumirlos
(Lampert & Sommer, 2007). Demostrando que las células microalgales requieren nutrientes

en proporciones relativamente fijas para el crecimiento y reproduccién de las microalgas.

El aumento de glucosa influye positivamente en el incremento de la densidad poblacional
de T. suecica, esto se pudo observar en el tratamiento control y los tratamientos
experimentales dosificados con 1,0 y 1,5 g mL™ de EAM equivalentes a 0,061 y 0,091g
mL™ de glucosa, concordando con Ogawa & Aiba (1981), quienes consideran que el
crecimiento algal es afectado por la concentracion inicial de la glucosa observandose
efectos adversos a mayores concentraciones de 0.5 g mL™, y que la produccion de biomasa
aumenta con el incremento de la glucosa hasta cierto valor limite fijada por las condiciones

del cultivo.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Martinez et al. (1987), en el cultivo de

Scenedesmus quadricauda cuyo crecimiento 6ptimo fue con 0.2 g mL™ de glucosa con

tasas de crecimiento de 1.27 d** frente al control de 0.47 d™* .
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En relacién a la tasa de crecimiento (u) los valores de 0,458 y 0,478 de los tratamientos
experimentales dosificados con 1 y 1.5 g mL? de EAM, respectivamente, son
estadisticamente similares (p< 0,05) al tratamiento control (0,453), y los valores del TD
fueron mayores en los cultivos que crecen méas lentamente (Tabla 5 ), demostrando que la
asimilacion de los nutrientes presentes en el EAM supone la existencia de una adecuada
relacion N/P como indicador de un buen balance de nutrientes (Molina et al., 1991),
mientras que ensayos realizados por Yauri (2015) utilizando ensilado biolégico del
biofouling del cultivo de Argopecten purpuratus “concha de abanico” determinaron tasas
de crecimiento de 0,518 dia™ mayor a los obtenidos con 1.5 g mL™ de EAM (0,478 dia™),

debido a la mayor riqueza de nutrientes de los ensilados biolégicos.

El alto contenido de clorofila a y B en el dia 5 de los cultivos de T. suecica dosificados con
1,5 g mL™ de EAM muestran resultados (5,087 y 3,160 ug mL™) estadisticamente
diferentes (p< 0,05) al tratamiento control (1,202 y 0,407 ug mL™) exentos de glucosa,
revelando la existencia de vias de asimilacion de la glucosa y activacion de sistemas

metabolicos y enzimaticas para la formacion y acumulacion de pigmentos clorofilianos.

Por otro lado, al comparar los valores porcentuales de las clorofilas o y B, tomando como
base los valores del tratamiento control, se concluye que el tratamiento experimental
dosificado con 1.5 g mL™ de EAM presenta incremento de 512,55%, respectivamente
(Tabla 6), mostrando relacién entre la cantidad de clorofila y la densidad poblacional,
concordando de este modo con (Serpa & Calderdon, 2006) quienes indican que las fuentes

de nitrdgeno promueven la acumulacion de clorofila, considerandose como un indicador
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del crecimiento poblacional debido a que mayores niveles de clorofila promueven la mayor

produccion de oxigeno y radicales oxidantes

Una correlacién positiva entre el contenido de pigmentos y la densidad poblacional de los
cultivos demuestran que el aumento de pigmentos en cultivos suplementados con glucosa

se refleja en el crecimiento poblacional.

Las variaciones de la temperatura y el pH de los cultivos influyen en las tasas del
crecimiento algal condicionando la dinamica del crecimiento y bromatologia de la biomasa
producida. En nuestra experiencia, las variaciones de la temperatura (23,0 a 25,8 °C) estan
dentro del rango mencionado por Abalde et al. (1995), quienes sostienen que el rango de
temperatura varia segun la especie, existiendo algunas especies que no soportan

temperaturas superiores a los 25 °C y otras crecen bien hasta los 36 °C.

El pH es un factor de decisiva participacion en la dinamica del crecimiento microalgal y en
el contenido de proteinas y pigmentos siendo el rango de 7,5 y 8,5 el mas adecuado para
Tetraselmis suecica (Khatoon et al., 2014), observandose incremento del pH con el tiempo
(Mohamed et al., 2014) durante la captacion de nutrientes , consumo de nitrégeno y mayor
fijacion de CO, (Pérez-Garcia et al., 2011,Garibay et al. 2009), reportan rangos de 6.5 a 9,5
en cultivos de T. suecica coincidiendo con nuestros resultados (6,93 a 8,00). El gradual
incremento del pH observado es consecuencia del aumento de la densidad celular y el

consecuente consumo del CO; disponible en el medio.
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V. CONCLUSIONES

Los mayores valores de u para T. suecica se presentaron en los tratamientos dosificados
con 1.5 g mL™. de EAM, con 0,478 dia™; y el menor valor se presenté en el tratamiento

dosificado con 2 g mL™ de EAM, con 0,446 dia™.

El mayor valor de TD para T. suecica fue obtenido en el tratamiento experimental
dosificado con 1.5 gmL™ de EAM (1,551 dia™), siendo significativamente menor los
tratamientos experimentales dosificados con 1 g mL™y 2g mL™ de EAM con valores de

1,516 dia y 1,489 dia, respectivamente.

El tratamiento experimental dosificado con 1,5 g mL™? de EAM presentd mayor
contenido de clorofila o y B con valores de 5,087 ug mL™ y 3,160 ug mL™
respectivamente, mientras que los menores valores de tales pigmentos se vieron
reflejados en el tratamiento experimental dosificado con 2,0 g L™ de EAM vya que sus

valores fluctuaron entre 2,460 ug mL™y 1,463 ug mL™, respectivamente.
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La asimilacion de nutrientes como el crecimiento celular pueden variar con factores
como la luz, el pH y la temperatura. Por lo tanto, cualquier condicion ambiental que
limite la energia celular puede limitar la asimilacion de nutrientes y como consecuencia
el crecimiento celular. Demostrando que con una disponibilidad adecuada de nutrientes,
variaciones de la temperatura 'y pH dentro de los rangos normales, no han afectado la

dindmica del crecimiento de T. suecica.
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VI. RECOMENDACIONES

Escalar estos resultados en cultivos masivos al aire libre en piletas someras y en
fotobiorreactores a escala piloto tendiente a desarrollar una metodologia que permita
utilizar los residuos de M. sculenta “yuca”, previa hidrolisis, en los cultivos algales
para la obtencion de pigmentos clorofilianos y evaluar técnica y econémicamente su

produccion masiva al aire libre de T. suecica.

Realizar estudios citologicos y bioquimicos con la finalidad de conocer las rutas
metabdlicas de la glucosa y la formacion intracelular de los pigmentos clorofilianos

de T. suecica.

Realizar estudios para aprovechar todos los componentes de la materia prima M.
sculenta “yuca” para industrializar como harina las cascaras y afrecho generando

mejores ingresos y mejor rentabilidad.
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VIll.  ANEXOS

ANEXO 1.

Densidad poblacional (10° cel. mL™) de T. suecica con medio de cultivo EAM.

Control img L™ 1.5mg L™ 2mg L™

Dias| R1 R2 R3 | R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 | R3

1 120 | 12,0 | 12,0 | 120 | 120 | 120 | 12,0 | 120 | 120 | 12,0 | 12,0 | 12,0

416 | 398 | 425|453 | 56,2 | 40,6 | 48,0 | 50,8 | 60,7 | 45,6 | 40,1 | 39,9

705|698 | 764 |70,1| 684 | 640 789 | 88,7 | 989 | 68,9 | 58,7 | 60,1

93,3| 88,7 | 80,1|658| 783 | 77,8 | 857 | 98,4 |110,5| 78,0 | 88,0 | 68,9

gl (b~ jw N

122,2| 118,7 |{115,0(123,6| 110,0 |120,0|125,7|128,0|139,7|110,8|112,2|111,1

ANEXO 2.

Valores de pH en los cultivos de T. suecica con medio de cultivo EAM y grupo Control.

Control Trat 01 (ImgL™) | Trat 02 §1,5 mgL™ | Trat03 (2mgL™)
)

ias R1 R2 | R3 | Rl | R2 | R3 Rl | R2 | R3 |R1| R2 R3

8 734|728 | 722|718 | 7.13 8 7.9 8 76| 7.2 7.3

7.5 7 81 |68 |69 |722)| 81 8 6.9 7 7 6.8

62 | 81 |722| 6 7.9 8 78 | 83 | 79 8 | 6.3 7

D
1
2 7.6 76 | 7.3 | 7.9 7 6.8 7.5 7.8 79 |69 6.9 6.9
3
4
5

83 | 65|69 |725,732| 69 | 83 |731| 75 |68 7 7.2
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ANEXO 3.

Temperatura (°C) en los cultivos de T. Suecica dosificados con EAM y grupo Control

(Guillard /2).

CONTROL Trat 01(lmgL™) | Trat 02(1,5gmL™) | Trat 03(2gmL™)
Dias | R1 R2 R3 R1 R2| R3| Rl |[R2| R3 |R1|R2| R3
1 25 22 245| 229 |226(235] 258 |25.7| 25.6 | 253253 25.2
2 24 23.4 252 | 24 |248(249|249| 26 | 258 [25.1]25.7| 24.9
3 24.5 25.4 248 | 255 |25.3(24.9] 253 |26.1| 246 |249]248]| 2438
4 23 23.4 229 | 237 |249(239| 249|253 251 | 25 [24.7| 251
5 25.3 24.9 239 | 251 |251(257] 261|257 25.6 255248 23.7

ANEXO 4.

Contenido de clorofila @ y g al quinto dia de cultivo de T. suecica.

Control Trat 01 (1gml™) | Trat 02 (1,5gmlI™) | Trat 03 (2gml™)
Clorofila | R1 | R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 |R3 R1 |R2 | RS
o ug/mL | 1,79 | 0,057 | 1,76 | 3,91 | 5,71 |4,67 | 4,66 |587 4,73 |298|2,76|1,64
Bug/mL |0,54 (0,26 |042 |187 [289 |2,75 [291 |3,64 (293 |1,76|1,60|1,03
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ANEXO 5.

Coloracion de cada unidad experimental en el dia 5 de cultivo de T. suecica: A) control, B)

1mgL™? C)1,5 mgL™ D)2 mgL™ de EAM.

62



ANEXO 6.

Fotografia del analisis quimico del extracto acuoso del subproducto de M. esculenta.
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INFORME DE ENSAYO N°1921-14
SOLICITADO POR : ALVAREZ VELASQUEZ PATRICIA
Direccion : Mz | Lote 52 Céceres Aramayo. Nuevo Chimbote.
PRODUCTO DECLARADO :EXTRACTO DE YUCA
CANTIDAD DE MUESTRA : 04 muestras de 30 ml c/u aproximadamente
PRESENTACION DE LA MUESTRA : En frasco de vidrio transparente
FECHA DE RECEPCION 12017 -04-12

FECHA DE INICIO DEL ENSAYO 12017 - 04 -12
FECHA DE TERMINO DEL ENSAYO :2017—04-15

CONDICION DE LA MUESTRA : En"buen estado
ENSAYOS REALIZADOS EN : Laboratorio sub contratados
CODIGO COLECBI : SS000879-14
RESULTADOS
ENSAYOS MUESTRA
EXTRACTO (%)
Almidon 20
Humedad 34
Proteinas 18
Calcio 12
Fosforo 16

METODOLOGIA EMPLEADA:

ALMIDON  : UNE-EN-ISO 10520:1997
HUMEDAD  : UNE-EN-ISO 4052-2002
PROTEINAS : UNE-EN-ISO 20483-2006
CALCIO : EPA.200.7
FOSFORO  : EPA.200.7
Observacion: Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del
marco de la acreditacion otorgada por el.indecopi SNA.
NOTA
. Muestra recepeionada en Laboratorios COLECBI S.A.C
. Los resultados presentados corresponden solo a una muestra-ensayada
. Estos resultados de ensayo no deben ser como una certificacion de conformidad con normas de
producto como certificado de calidad de la entidad que lo produce.
Fecha De Emision: Nuevo Chimbote, Abril 15 del 2017

steriaty,

PROHIBIDA LA REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL DE ESTE
INFORME SIN LA AUTORIZACION ESCRITA DE COLECBI SAC.
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