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RESUMEN

Existe limitado conocimiento en el campo del
extracto de Azolla, por lo cual se propone
realizar esta investigacién con el fin de
optimizar el proceso de extraccion de Azolla
spp. Esto mediante una extraccién hidro
alcohdlica a diferentes concentraciones vy
diferentes tiempos de maceracion que
permitan determinar los factores y variables
clave para una mayor cantidad de SDT en el
extracto. Se determina el modelo matematico
que permite optimizar el proceso con las
variables de tiempo de maceracién vy
concentracion de la disolucion.

PALABRAS CLAVE: Proteina, Solido-Liquido,
modelo matematico.

INTRODUCCION

La Azolla es un helecho acuético, flotante de la
familia Azollaceae y el orden Pteridophyta
(Bacerra et al, 1995; Wagner, 1997). El
nombre hace referencia a la conjuncion de
dialectos azo vy allyo, que significan secar y
matar respectivamente, esto debido a que el
helecho se puede morir si fuese expuesto a
condiciones de sequia.

De acuerdo con Mathur et al. (2013), se
conocen al menos ocho especies de Azolla en
el mundo, a saber, Azolla pinnata, Azolla
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nilotica, Azolla caroliniana, Azolla japonica,
Azolla circinata, Azolla microphylla, Azolla
rubra y Azolla mexicana, de las cuales, la mas
comun es Azolla pinnata.

Por su parte, Pillai et al. (2005) afirman que la
Azolla es una fuente de carbono y nutrientes,
ademads de proveer una cavidad que protege a
las colonias de Anabaena a cambio de
dinitrégeno atmosférico y promotores de
crecimiento; esta relacién de simbiosis hace
que la Azolla sea una planta rica en proteinas
(Mooventhan et al., 2019).
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Por lo tanto, la Azolla se considera una fuente
primordial de nutrientes. Ademas, el
cianobionte de Anabaena azollae contiene,
ficobiliproteinas y carotenoides (Tyagi et al,,
1980). Cabe recalcar que, sus contenidos de
carbohidratos y aceite no son altos, a
diferencia de su gran capacidad de ser
digerible debido a su alto contenido de lignina
y proteina (Anitha et al., 2016).

De acuerdo con Namra et al. (2010), quienes
revelaron la presencia de altos niveles de
energia en la Azolla, lo cual es importante
tanto para la disponibilidad de los nutrientes
como para la digestion. De acuerdo con
Kannaiyan (1992), la Azolla parece ser un
posible biofertilizante debido a la contribucién
de nitrégeno a los cultivos de arroz.

De acuerdo con los usos conocidos de la azolla
se plantea principalmente como abono,
aunque recientemente se ha usado como
repelente de mosquitos, herbicida, purificador
de agua, ahorrador de fertilizantes (van Hove
& Lejeune, 1996), medicamento para la tos
(Raja et al., 2012), productor de biogas (Das et
al.,, 1994; van Hove, 1989), biorremediador
(Sood et al., 2012; Yadav et al., 2014) vy
recuperador de suelos afectados por salinidad
(Raja et al., 2012).

Ademas, la literatura reporta que la adicidon de
Azolla en las raciones de alimento reduce
significativamente su costo (Bacerra et al.,,
1995; Escobin, 1987; Lawas et al., 1998;
Sujatha et al., 2013).

MATERIALES Y METODOS

Se investigd a escala de laboratorio la
produccion de un extracto a partir de Azolla
spp. El trabajo experimental se realizé en el
laboratorio del Centro Ecuatoriano de
Biotecnologia del Ambiente (CEBA), localizada
en la ciudad de Ibarra, Ecuador a 2200 metros
sobre el nivel del mar y con una temperatura
promedio de 18 2C.

Material genético

Como material genético se utilizé la Azolla spp.
de produccién nacional cultivada de forma
artesanal en la finca del sefior Franco Agustin
Ordofez Godoy, ubicada en la parroquia del
Quinche, cantdon Quito, Provincia de Pichincha.

Figura 1. Cosecha de Azolla

Disefio experimental y analisis estadistico

Se ha creado un disefio factorial multinivel que
consiste en 12 corridas. El disefio deberd ser
ejecutado en 3 bloques. El orden de los
experimentos ha sido completamente
aleatorizado. Esto aportara proteccién contra
el efecto de variables ocultas.

Disefio Base

Numero de factores experimentales: 2
Numero de bloques: 3

NuUmero de respuestas: 1

NuUmero de corridas: 12

Grados de libertad para el error: 6
Aleatorizar: Si

Tabla 1. Factores clave del disefio
experimental

Factores Bajo Alto Niveles Unidades
Tiempo 12,0 24,0 2 (h)

Concentracién 12,0 25,0 2 (%)

Tabla 2. Variable dependiente y unidad de
medida
Respuestas
SDT

Unidades
(ppt)

Se establecido como unidad experimental una
muestra de 10 g de Azolla seca y molida. Como
factores de estudio se definieron el tiempo de
agitacion y la concentracion del solvente. Se
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establecieron como parametros de operacion
el tamafo de particula de 0,5 mm, pH de 7,2,
la velocidad de agitacién de 100 rpm y presidn
atmosférica (101,3 KPa). La variable de
respuesta seleccionada fue la productividad
del proceso de extraccion por maceracion
dindmica, medida como los ppt de Soélidos
Disueltos Totales (SDT). Como factores de
ruido se verifica la cantidad de luz y la
temperatura ambiente. Se utilizd el software
estadistico STATGRAPHICS, para crear un
disefio experimental factorial estdndar 22, con
tres replicas, completamente aleatorio, con un
total de 12 tratamientos.

Procedimiento

La muestra de Azolla fue secada en un horno,
a 60 °C, hasta peso constante, luego se
pulverizd en una licuadora industrial de marca
MONTERO-LAR-15PMB. La muestra de
materia prima se tamizdé en tamafio de 0,5
mm. Como solvente se utilizé una solucién de
agua con alcohol etilico neutro rectificado, en
concentracién de 12 y 25 %. Se llenaron las
jarras de vidrio de 250 ml con 10 g de muestra
de Azolla y 100 ml de solucion hidroalcohdlica
y posteriormente se procedié a realizar la
maceracion dindmica, en un equipo agitador
de marca BIODIVERSITY. Luego de la
maceracion dindmica, las muestras se filtraron
través de un papel de filtro de celulosa gruesa
de 0,3 micras con la ayuda de una bomba de
vacié marca QUALITY QVP-500, cada muestra
filtrada se le midid los SDT con un equipo
marca HANNA.

i, 2 535 i SR RS Figura 5. Maceracién de las muestras.
Figura 2. Proceso de seleccidn de muestras de
Azolla. RESULTADOS Y DISCUSION
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2 1 24 25 1,52

En lafigura 1, se presenta la Azolla utilizada en 3 1 12 12 2,22
el experimento. En relacion con su 4 1 24 12 2,26
composicion se determind que la azolla es una 5 2 12 25 1,48
fuente que posee un alto contenido de 6 2 12 12 2,31
proteinas (25-35 %), nitrégeno (Lumpkin, 7 2 24 12 2,18
1984), gran variedad de aminoacidos 8 2 24 25 1,52
esenciales (7-10 %), como lisina (Van Hove, 9 3 12 25 1,4
1989), ademas contiene minerales esenciales 10 3 24 12 228
como hierro, calcio, fésforo, magnesio, 11 3 24 25 1:48
manganeso, potasio, hierro y cobre (10-15%), 12 3 12 12 231

también contiene diversas vitaminas como la
vitamina A y la vitamina B12 (Lejeunea et al,,
1999), carotenoides, clorofila, bio-polimeros y
probidticos (Cherryl et al., 2014; Henry et al,,
2017; Mathur et al., 2013; Parashuramulu et
al., 2013).

Figura 6. Medicion de SDT

En la Tabla 3, se presenta la matriz de
resultados experimentales, como se puede
apreciar se logra un minimo de 1,4 ppt (SDT)
cuando se trabaja con 12 horas de maceracion
y 25% de concentracion del solvente. Por otro
lado, se encontré un maximo 2,31 ppt (SDT)
cuando se trabaja con 12 horas de maceracion
y 12% de concentracion del solvente.

Tabla 3. Matriz de Resultados Experimentales
Tiempo Concentracion SDT
(h) (%) (ppt)
12 25 1,52

No Bloque
1 1

Fuente: Elaborada por el autor

Anadlisis de Varianza para SDT

En la tabla 4 se presenta el ANOVA el cual
particiona la variabilidad de SDT en piezas
separadas para cada uno de los efectos.
entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio
contra un estimado del error experimental. En
este caso, 1 efecto tiene un valor-P menor que
0,05, indicando que es significativamente
diferente de cero con un nivel de confianza del
95,0%.

Tabla 4. Analisis De Varianza para SDT

Fuente Suma de|GlI [Cuadrado Razén |Valor-
Cuadrados Medio -F P
A: Tiempo 0,0 1 10,0 0,00 1,000
0
B: 1,79413 1 11,79413 560,1 (0,000
Concentracié 8 0
n
AB 0,0048 1 10,0048 1,50 0,266
8
bloques 0,00031666 (2 [0,00015833 |0,05 0,952
7 3 1
Error total 0,0192167 (6 [0,00320278
Total (corr.) [1,81847 1
1

Fuente: Elaborada por el autor

La ecuacion de regresién del modelo empirico
ajustado a los datos de SDT es la siguiente:

SDT= 3,14462 - 0,00948718*Tiempo -
0,0687179*Concentracion +
0,000512821*Tiempo*Concentracién

Optimizacion de la respuesta
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Esta tabla 3 se muestra la combinacion de los
niveles de los factores, la cual maximiza los
valores de SDT sobre la regidn indicada.

Meta: maximizar SDT
Valor 6ptimo = 2,28

Tabla 5. Optimizacion de la respuesta

Factor Bajo Alto  Optimo
Tiempo 12,0 24,0 12,0
Concentracion 12,0 25,0 12,0

Fuente: Elaborada por el autor

En la figura 7 se presenta el Diagrama de
Pareto Estandarizada para SDT, como se puede
observar, la es significativo, por lo cual dicho
factor debe conservarse en el modelo
matematico empirico.

Diagrama de Pareto Estandarizada para SDT

B:Concentracién

A:Tiempo

0 4 8 12 16 20 24
Efecto estandarizado

Figura 7. Diagrama de Pareto Estandarizada
para SDT

En la figura 8 se presenta la Superficie de
Respuesta Estimada para SDT, en la cual se
puede observar que el punto maxmo logrado
de SDT se da con las condiciones de tiempo =
12 h'y concentracion = 12%.

Superficie de Respuesta Estimada

SDT

1 21
12 15Concentracion

Tiempo

Figura 8. Superficie de Respuesta Estimada

CONCLUSIONES

La biocomposicién de la Azolla la convierte en
una alternativa de alimentacion mas
econdmica, accesible, eficientes y mantenible
para el ganado y las aves de corral. Por
ejemplo, la harina de Azolla pinnata se ha
utilizado exitosamente para la alimentacion de
patos, pollos de engorde y ponedoras,
codornices, conejos y peces.

En esta investigacién se destaca la capacidad
de disolucién de la Azolla en distintas
concentraciones alcohdlicas, en donde se
puede concluir que la disolucién mas optima
entorno a las condiciones de este experimento
se brinda en base a una maceracion de 12
horas y una concentracion de 12% de alcohol.
De esto se puede concluir que con un tiempo

moderado de maceracion se obtiene
disolucion con mayor cantidad de SDT,
siempre 'y cuando se mantenga una

concentracién alcohdlica baja.
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