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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivos, evaluar el efecto del extracto del ensilado de los
partes blandos de Argopecten purpuratus “concha de abanico” en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos totales de Scenedesmus sp. en condiciones de
laboratorio, suministrado en concentraciones de 40 mLI™, 60 mlI", 80 mLI" y 100 mLI™.
Los mayores crecimientos poblacionales de Scenedesmus sp. fueron encontrados al
quinto dia de cultivo, en los dosificados con 60 mL L™, 80 mL L™ y 100 mL L™ de EPBCA
con promedios significativos (p<0,05) de 24,17 x106 cél. mL™", 24,50 x106 cél. mL" y
22,83 x106 cél. mL™, respectivamente. Los cultivos presentaron los mayores valores de y
para Scenedesmus sp. al quinto dia de cultivo en los tratamientos dosificados con 60
mi.L™" y 80 ml.L™" de EPBCA, con 0,518 y 0,518 dia™' respectivamente; y el menor valor se
presenté en el tratamiento dosificado con 40 ml.L™", con 0,45 dia™. Asimismo, el mayor
valor de TD para Scenedesmus sp. en el quinto dia de cultivo, se obtuvo en el tratamiento
dosificado con 40 mL L-1 de EPBCA con 1,534 dia; y fueron significativamente menores
en los dosificados con 60 mL L-1, 80 mL L™ y 100 mL L™ de EPBCA con promedios de
1,338 dia, 1,340 dia y 1,402 dia, respectivamente. El mayor contenido en porcentaje de
lipidos para Scenedesmus sp. al quinto dia de cultivo, se obtuvo.en el tratamiento
dosificado con 40 mL L-1 de EPBCA (25,09 %) y el menor en el dosificado con 100 mL L-
1 de EPBCA (23,05 %). Se concluye que el mejor tratamiento en la experiencia realizada
fue el tratamiento con 60 ml.L™ que alcanzo valores estadisticos significativos iguales a
los del tratamiento control con H&M, afirmando el uso de este como medio de cultivo
alternativo de bajo costo para el cultivo de microalgas.

PALABRAS CLAVE: ensilado, crecimiento poblacional, Scenedesmus sp, cultivo
heterotroéfico.
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas fotosintéticos capaces de
transformar la energia luminosa en energia quimica concentrada con eficiencia cuatro
veces superior a las plantas y su principal importancia radica en ser productores
primarios constituyéndose en las primeras formadoras de materia organica y que
debido a su tamafio microscopico (5-50 pum) son de facil captura y digestion por gran
namero de organismos acuaticos fitoplanctivoros sometidos a cultivo (Bertoldi et al.,
2008).

También son consideradas alimentos funcionales, capaces de afectar positivamente la
salud de animales y humanos por su contenido de cantidades apreciables de
proteinas, vitaminas y acidos grasos poliinsaturados; en tal sentido, el contenido de
aminoacidos de algunas microalgas puede superar al de los alimentos convencionales,
asi tenemos que Scenedesmus sp., presenta niveles de lisina superiores al patrén
FAO con 25 a 35 % de proteina convirtiéndose en una atractiva fuente de proteina
(Quevedo et al., 2007).

El crecimiento de los cultivo algales estan influenciados por diversos parametros
destacando la temperatura, intensidad luminosa, salinidad, nutrientes y pH cuyos
valores o rangos Optimos varian ampliamente de una especie a otra; asimismo, estos
pardmetros tienen gran influencia en la composicién quimica de la biomasa algal. El
interés que actualmente tienen las microalgas ha permitido el desarrollo de
metodologias o sistemas de cultivos masivos al aire libre o en fotobiorreactores con la
finalidad de producir compuestos quimicos de interés econdémico tales como
biocombustibles, biofertilizantes, intercambiadores i6nicos y carotenos, asi como para
el tratamiento de aguas residuales, obtencion de compuestos terapéuticos y alimento

humano y animal (Contreras-Flores et al., 2003).

Uno de los factores importantes para la produccién de microalgas son los medios de
cultivo, los cuales pueden clasificarse en definidos y naturales. Los primeros son
aquellos que se les conoce la naturaleza y la concentracién de cada uno de sus
componentes y son usados a escala de laboratorio, y por lo tanto, permiten determinar
requerimientos especificos para el crecimiento algal (Running et al., 1994). El medio
definido mas utilizado es el medio Guillard f/2 que ha demostrado ser eficiente para un
gran namero de microalgas (Torrentera & Tacon, 1989); no obstante dentro de las
desventajas, estos medios resultan poco factibles en la produccién de microalgas a
gran escala debido a su alto costo por el uso de reactivos quimicos de grado analitico

de pureza que se necesitan para enriquecer el agua usada en los cultivos algales
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(Gomez & Rosas, 1996; Martinez, 2003). En consecuencia, es necesario elaborar
medio de cultivo alternativo que permitan disminuir los costos de la produccion masiva
de microalgas, destacando aquellos que utilizan agua fertilizada y crecen
heterotréficamente y que segln Borowitzka (1997), son una buena alternativa para la
produccién intensiva de biomasa algal. Actualmente, existe la tendencia de realizar
cultivos heterotréficos utilizando diversos aminoacidos y vitaminas presentes en
sustancias organicas de desechos o residuos industriales capaces de propiciar
adecuados incrementos en el crecimiento y composicién bioquimica (Fabregas et al,
1997).

Por otro lado, con fines de disminuir costos se recurre a los medios naturales
preparados con fertilizantes agricolas de uso convencional (urea, cloruro de potasio,
fosfato diamoénico, etc.) como aportadores de macronutrientes (N, P, K) y/o a
subproductos agricolas (melazas), extractos organicos y biodigeridos provenientes de

las industrias avicola, pesquera, acuicola, entre otras (Hernandez et al., 2003).

En la bahia de Samanco (Nuevo Chimbote, Perd) se ubican varias empresas de
crianza de Argopecten purpuratus, “concha de abanico”, cuyo producto final esta
constituido por el musculo aductor o talo y las gonadas, originando esta actividad
residuos industriales (manto, tubo digestivo, etc.); que constituyen el 50% del peso del
animal y que pueden ser aprovechados debido a su importante contenido en proteinas
y lipidos (Encomendero & Uchpa, 2001); asimismo, los desechos provenientes del
proceso de congelado de “concha de abanico” pueden, mediante el ensilaje biolégico,

ser utilizados como medio alternativo para el cultivo de microalgas (Uribe et al., 2001).

Debido a la degradacién bacteriana del material organico durante el ensilado bioldgico
se presenta una reduccién del pH, habiendo demostrado Encomendero & Uchpa
(2001) que indculos bacterianos de Lactobacillus vulgaris y Streptococcus termophylus
en concentraciones de 10, 20, y 30 ml, redujeron el pH después de 48 horas a 4,38 -
4,09 sin presentar diferencias significativas entre los tratamientos y obtuvieron 45,12%
de proteina total en el ensilado seco de los desechos de concha de abanico. El uso
de estos ensilados, por su contenido de sustancias organicas e inorganicas, en el
cultivo de microalgas favorecen el crecimiento como lo demostraron Jiménez & Prada
(2012) en el cultivo de Tetraselmis suecica, quienes dosificando concentraciones de
40, 60, 80 y 100 ml L™ determinaron que 80 ml L™ permite los mejores crecimientos
poblacionales (3 943,67 cel.mI™) en comparacion a las dosificaciones de 40, 60 y 100
y el control (Guillard /2) con valores de 2 561,00 cel.ml*, 3 272,67 cel.ml*, 1 646,00

cel.ml*y 2 636,00 cel.ml™* respectivamente.
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Asimismo, los resultados de Reyes, (2014) demuestran la capacidad de T. suecica, de
crecer heterotroficamente utilizando melaza como fuente de carbono orgénico,
obteniendo para las concentraciones de 0,5 1,0 y 2,0 gl* densidades poblacionales
de 19.58 x 10°, 22.07 x 10°y 11.84 x 10° respectivamente.

En consecuencia, aprovechando la capacidad de nutricion heterotrofica, es posible
elaborar un medio de cultivo alternativo mas econdmico que los medios de cultivo

tradicionales (H&M), por lo que se plantea el siguiente problema:

¢;Cual es el efecto de cuatro concentraciones del medio de cultivo elaborado del
extracto de ensilado de las partes blandas de A. purpuratus, “concha de abanico”, en
el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales de la microalga Scenedesmus

sp en condiciones de laboratorio?

El objetivo general del presente trabajo fue evaluar el efecto del extracto del ensilado
de los desechos blandos de A. purpuratus, “concha de abanico”, en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos totales de Scenedesmus sp en condiciones de

laboratorio, y los objetivos especificos fueron los siguientes:

« Determinar la concentracién 6ptima (40, 60, 80 y 100 ml. L™) del extracto de
ensilado de los residuos blandos de A. purpuratus que permita el mejor

crecimiento poblacional de Scenedesmus sp

+ Determinar la tasa de crecimiento poblacional (i) y tiempo de duplicacién (TD)
optimos de Scenedesmus sp utilizando varias concentraciones (40, 60 , 80 y 100

ml. L'™).del extracto de ensilado de los desechos blandos de A. purpuratus

+ Determinar el porcentaje de lipidos totales de Scenedesmus sp, utilizando varias
concentraciones (40, 60 , 80 y 100 ml. L™) del extracto de ensilado de los

desechos blandos de A. purpuratus.

La hipotesis propuesta consiste en que si utilizamos el extracto del ensilado de los
desechos blandos de “concha de abanico” A. purpuratus a concentraciones 40, 60, 80
,100 ml. L* para el cultivo de Scenedesmus sp, se obtendrd mejor crecimiento

poblacional y mayor contenido de lipidos con la concentraciéon de 60 ml L™
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1.- Localizacion del experimento

El presente proyecto de tesis se desarrollé en el laboratorio de Genética de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, localizada en el
distrito de Nuevo Chimbote, provincia del Santa. Region Ancash (Peru), entre
el 03 de Agosto hasta el 30 de Octubre de 2015.

2.2..- Material Experimental :
2.2.1.- Microalga Scenedesmus sp

La cepa de Scenedesmus sp. (fig.1) fue aislada de las pozas de oxidacion
“Las Gaviotas”, ubicada en las inmediaciones del balneario Atahualpa del
distrito de Nuevo Chimbote.

Fig.1 Células de Scenedesmus sp. visto por microscopia éptica al 40 x.

El aislamiento de la referida cepa fué realizada utilizando placas petri
agarizadas y enriquecida con medio Guillard siguiendo al metodologia
microbiolégica, que consiste en esterilizar a 120°C y 1,1kg m™ de presion
durante 15 minutos. Después de la esterilizacién, se procede a verter en
las placas petri con el medio de cultivo que luego de solidificarse a
temperatura ambiente se realiza la siembra de la muestra mediante su
esparcimiento o "spray" con una jeringa. El proceso de sembrado requiere

el uso de un mechero para asegurar la asepsia del aislamiento.
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Las placas petri (Fig. 2) son incubadas a temperatura ambiente y luz
constante durante 4 a 8 dias, para luego proceder al aislamiento de
aquellas colonias conformadas por Scenedesmus sp mediante repiques

sucesivos que aseguren la presencia de una sola cepa algal.

Fig. 2. Colonias de Scenedesmus sp.en medio de cultivo solidos

2.3.- Obtencion del inoculo algal:

La cepa de Scenedesmus sp aislada fueron colocados en tubos de ensayo
conteniendo medio de cultivo HM (Merino, 2002) durante 14 dias para luego
ser transferidos a matraces de 250 ml (Fig.4) conteniendo 100 ml de la
suspension algal a los que se les agregd 100 mg L™ del antibidtico tetraciclina
para evitar el desarrollo de bacterias y protozoarios y asegurar el crecimiento

unialgal.

El in6culo de Scenedesmus sp fueron mantenidas con iluminacién y agitacién
constantes, con agitador eléctrico (Fig. 03), con durante cuatro dias para luego
ser diluidos a 1000 ml como volumen requerido para iniciar los ensayos de la

presente investigacion.

El agua de cafio utilizada en los ensayos fue tratada con hipoclorito de sodio (1
ml L) y aireacion constante durante 24 horas para luego ser neutralizado con
tiosulfato de sodio (1 ml L), con la finalidad de eliminar la presencia de

bacterias u otros micororganismos que puedan interferir en el crecimiento algal.
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Fig. 3. Cultivo de Scendesmus Sp.
Con medio HM Fig. 4. Matraces con medio
HM con contenido de
antibiéticos (Tetraciclina
100 mg.L™") y con cultivo

de Scenedesmus sp.

2.4.- Acondicionamiento de los unidades experimentales

Los ensayos fueron realizados en 15 botellas plasticas de 1 L conteniendo
250 ml de inoculo de Scenedesmus sp alcanzando 2,75 x 10° cel mL . de
densidad poblacional inicial.

Todos los cultivos fueron iluminados constantemente mediante 2
fluorescentes de 200 watts colocados a una distancia de 10 cm de los
cultivos proporcionando 500 lux medidos con luxémetro marca Extech
Instruments. La agitacion constante de los cultivos fue mediante la
inyeccion de aire (200 ml. min') proveniente de un blower de 1/4 HP y

regulada mediante mangueras y llaves de paso (Fig. 5).
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Fig. 5. Unidades experimentales del cultivo de Scenedesmus sp.

Se empled el disefio estimulo creciente (Steel & Torrie, 1988), con cuatro
tratamientos y un grupo control (HM), con tres repeticiones cada uno (Tabla

1), siendo estos los siguientes:

Tabla 1. Disefio experimental utilizado en la investigacion para evaluar el
efecto del EDBCA en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales
de Scenedesmus sp.

TRATAMIENTOS ESPECIFICACIONES
CONTROL Cultivo de Scenedesmus sp con medio HM

Cultivo de Scenedesmus sp con 40 ml. L de EPBCA
Cultivo de Scenedesmus sp con 80 ml. L deEPBCA
Cultivo de Scenedesmus sp con 100 ml. L™ de EPBCA

Cultivo de Scenedesmus sp con 60 ml. L de EPBCA
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2.5.- Medios de cultivo

2.5.1.-Medio HM

Este medio de cultivo (Merino, 2002), fue desarrollado para el cultivo masivo de
Scenedesmus acutus para consumo humano utilizando fertilizantes agricolas en
la que la presencia de “impurezas”, constituidas por pequenas cantidades de
diversos elementos minerales, se constituian en micronutrientes para el
crecimiento algal (Tabla 4).

Tabla 4. Composicién quimica del medio de cultivo HM

mgL N P K Fe Na Ca Mg S cl
Sustancia 3
Urea 172 80.9 - - - 0.1 - - - -
(NH,),PO, 96 16.3 19.2 0.8 - 1.3 0.4 0.3 - 10.2
KCl1 19 - - 10.4 - 10.5 1.9 1.3 0.2 0.8
Solucion Fe 2.5 - - - 2.5 - - - = 2.4
(%)
TOTAL 97.2 19.2 11.2 2.5 11.9 2.3 1.6 0.2 13.4

(x): 1a solucién de Fierro se prepara disolviendo 2.5 g. de clavos en HCI comercial

2.5.2.- Medio ensilado de parte blandas de concha de abanico (EPBCA)

2.5.2.1.- Preparacion del EPBCA

Las partes blandas de A. purpuratus (manto, tubo digestivo, branquias) para
realizar el ensilado biolégico fueron obtenidas de la Empresa Intercold SAC,
requiriéndose de suficiente inoculo de lactobacilos; en tal sentido, se procedio a
pasteurizar 1000 ml de leche de vaca a 85 °C por 30 minutos que después de
enfriado se le agregd Lactobacillus vulgaris y Streptococcus termophylus
liofilizados disponibles en el mercado local como cultivos lacticos Sacco- Lyofast
(Fig. 7). La solucion lactea inoculada con bacilos fue’incubada en una estufa a
45 °C por 4 horas (Berenz, 1996).
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Para la preparacion del EPBCA se procedié a hervir 4101,6 g de tales residuos
durante 20 minutos para luego de enfriado a temperatura ambiental y drenado el
agua de coccién se obtuvo 2,161 g de materia cocida que fue licuada hasta
obtener una masa homogénea de color marrén oscuro, y mezclada con 42,22 g
de melaza (2%) y 21,61 g de la solucién lactea conteniendo lactobacilos del
yogurt (1%). El ensilaje bioldgico es realizado por los lactobacilos presentes en el
yogurt aprovechando la melaza como fuente de energia, en un proceso de
incubacion que durd 48 horas a 40 °C de temperatura (Fig. 6). Segun Ipanaqué
& Paredes (2009), este ensilado himedo contiene 13,12% de proteina y 13,00%

de carbohidratos.

ABANICO (Selaccion: manto, tubo dizestivo, etc.)

§

COCCION J

| DESECHOS ELANDOS DE LACONCHADE J

{A 100 °C por 20minutos)

! S—

HOMOGENIZADO
(Licuadora)

S
PR |

INCUBACION _
(Por48horasa40'C)y T~ ———"-----

8

' EXTRACTODE PARTES BLANDAS DE CONCHA
1 UE ABANICU (=F20A)

-

Fig. 6 Diagrama de la preparacion de EPBCA (Berenz, Z. 1996.)
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LECHE (1000 m)

PASTEURIZACION A 85°C x 30
minutos

ENFRIADO A CULTIVO LIOFILIZADO
temperatura

AMBIENTE

- INCUBADO A 45°C X 4 horas

Fig. 7. Flujograma de la preparacion del inoculo de bacterias de yogurt. (Berenz, Z.
1996.)

2.5.2.2.-Obtencidon del extracto acuoso del EPBCA

A fin de obtener una solucién patron del EPBCA, se procedi6é a hervir 200 g del
ensilado en 1000 ml de agua de cafio durante 10 minutos, con la finalidad de
extraer los nutrientes, organicos e inorganicos, consignandose en la tabla 3 la

concentracion de las sustancias mas importantes.

Las dosificaciones del EPBCA (40, 60 ,80 y 100 ml. L™) utilizadas en la presente

experiencia fueron determinadas en ensayos previos en laboratorio.
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Tabla 3. Composicién quimica del EPBCA utilizado en el experimento.

Parametro Concentracion (%)
1,003
2,041
1,01
99,98
0,89
0,13
0,02

Fuente: Laboratorio COLECBI

En la siguiente tabla se presenta el contenido de nitrégeno de los cultivos de
Scenedesmus sp dosificados con EPBCA y HM como responsable del crecimiento y

contenido de lipidos algales.

Tabla 4. Contenido de nitr6geno de los cultivos de Scenedesmus sp dosificados con
EPBCA y HM.

Nutriente EPBCA (mIL™)

Nitrégeno (mg L™)

2.6.- Registros de parametros ambientales:

Se registro diariamente el pH, utilizando un pH-metro digital marca Oakton con 0,01 de
sensibilidad. También se registr6 la temperatura tanto del ambiente como de la
suspension algal, utilizando para ello termoémetro digital marca Hanna con una
sensibilidad de +/- 0.1 °C.
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2.7. Determinacién de crecimiento poblacional:

El crecimiento poblacional de los cultivos se determiné por conteos diarios del niUmero
de células durante siete dias. Para ello se extrajo una muestra de la suspensién algal
con ayuda de la micropipeta Pasteur. Las células extraida se contd utilizando una
camara de Neubauer y microscopio binocular Olympus corporation 40x, el conteo se

realizé en 16 campos.

Para determinar la tasa de crecimiento poblacional por dia (i) y Tiempo de duplicacién

poblacional diaria (TD) al quinto dia de cultivo se usaron las siguientes formulas:

B IN(N, /N,) N: v No : Numero de células, final e inicial.
b~k ty to : Tiempo (d), final e inicial.
D = In(2)
U

2.8.- Determinacion de lipidos totales:

La determinacién de lipidos totales se realiz6 segun el método de Bligth & Dyer
(1959); Marsh & Weinsteinn (1966) .Se pes6 5 mg de la muestra seca y se afiadio 3
ml de solvente metanol: cloroformo (2:1) para cada tratamiento; se agito y se protegié
de la luz, dejandolo en refrigeracién por 24 horas. Después de transcurrido el tiempo
indicado , a las muestras se les adiciono 3 ml de agua destilada por cada tratamiento ,
luego se centrifugara de 13 500 rpm durante 20 minutos , seguidamente se sac6 una
capa superior 0 el sobrenadante y se realizé la evaporacion de gases y secado con

calor .

A este producto se agreg6 2 ml de acido sulflrico concentrado y se llevara a una
temperatura de 200 °C por 30 minutos, luego se dejara enfriar en agua con hielo.
Posteriormente se realiz6 las lecturas en el espectrofotbmetro, marca Tuner
Barstearnd Internacional, con longitud de onda de 375 nm.

Las curvas de calibracion se efectuaron con Dipalmitina, Triestearina y Colesterol
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El promedio de las tres ecuaciones se reemplaza en la ecuacion general para
determinar los lipidos (Blight & Dyer, 1959 ; Marsh & Weinsteinn , 1966) es :

Lipidos (%) = (113,443 x (A —0,006) )/ B
Donde:
A = Absorbancia
B = Biomasa en mg

Lipidos en porcentaje, férmula utiliza el promedio de las dos pendientes de la

curva de calibracion

(Absorbancia) XV
4,5938

M

L (%) = x 100

Donde: V: Volumen final de muestra analizada (10 mL); y M: Peso seco

(mg) en 10 mL de cultivo microalgal en cada unidad experimental.
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Muestra 5 mg.

i

Agregar 3 ml de solvente ,

Cloroformo : metanol ( 2 :1)

i

‘ Centrifuga 13 500 rpm x 20"

!

Extraer la capa superior

!

Evaporacion de gases y secado con calor

!

Agregar 2 ml de H, SO,

Concentrado

}

“ Hervir a 200 °C x 30

i

|| Enfriar con hielo y agua ||

Lectura espectrofotométrica a 375 (longitud
de onda)

Fig. 8 Protocolo para la determinacion de lipidos totales de microalgas
(Bligh & Dyer , 1959 ; Marsh & Weinstein , 1966).

Pagina 15



2.9.- Determinacién de biomasa:
Para la determinacion de la biomasa se pes6 en vasos de porcelana mas el
papel filtro whatman , luego cada luna de reloj se enumeré por tratamiento . Se
coloco cada papel filtro en el sistema de filtracion la bomba de vacio y se filtré
20 ml de suspension algal por cada tratamiento, durante los 7 dias que duro la
experiencia , posteriormente se llevo a la estufa a 70°C por 12 horas .
Transcurriendo el tiempo se volvio a pesar y los datos obtenidos se

reemplazaron en la siguiente formula.

Biomasa (mg) = (P1 -P2) x 1 000
Donde:
P1 = Peso inicial
P2 = Peso final

Biomasa de lipidos (BL):
LxB
100

BL(mg L) =

Donde: L: Porcentaje de lipidos (%); y B: Biomasa seca total por litro

(mg).

2.10.- Andlisis Estadistico de los datos:

Para los datos de crecimiento poblacional y contenidos de lipidos, se aplicé el andlisis
de varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre los promedios Luego se
empleara la prueba de Tukey HSD para establecer el mejor promedio. Para todos los
casos se utilizd un nivel de significancia de 0,05 .todo el proceso estadistico se
desarrollarlo utilizando los programas , Microsoft Office Excel 2010 y SPSS 15.0 para

Microsoft Windows.
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[l RESULTADOS

3.1. Parametros ambientales del cultivo de Scenedesmus sp.

3.1.1. Temperatura
El comportamiento de la temperatura promedio en los cultivos de

Scenedesmus sp. se muestra en la fig. 07.

La temperatura de los cultivos microalgales varié entre 25,3 a 26,4 °C durante
el experimento. Estos fueron estadisticamente similares en cada dia (p>0,05)
durante los 06 dias de cultivo.

—e— CONTROL (HM) 40 —4—60 —+—80 —e—100 EPBCA (mLL%)
28
27
&)
< 26 +
©
35
©
(]
3
£ 25
|_
24
23 + + } } }
0 1 2 3 4 5 6
DIiA DE CULTIVO

Fig. 9. Variacion de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de Scenedesmus sp.
con EPBCA y HM.
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3.1.2.pH

El comportamiento del pH promedio en los cultivos de Scenedesmus sp. se
presenta en la Fig. 10, Encontrandose que el pH en los cultivos de
Scenedesmus sp. con EPBCA fueron desde 7,80 unid. a 8,87 unid.

—e— CONTROL (HM) 40 —4—60 ——80 —e—100 EPBCA (mLL%)

9.5

9.0 t

©
&)

pH (unidades)

@
o

7.0

0 1 2 3 4 5 6
DiA DE CULTIVO

Fig. 10. Comportamiento del pH promedio en los cultivos de Scenedesmus sp. con
EPBCA y HM.

Los cultivos con EPBCA se iniciaron con valores de pH promedio entre 7,80
unid. y 7,86 unid., presentando una tendencia al incremento durante los dias en

cultivo, siendo estadisticamente similares (p>0,05) en todo el experimento.

Al sexto dia de cultivo, los valores de pH promedio fueron numéricamente
mayores en los dosificados con 60 mL L™ y 80 mL L™ de EPBCA con 8,77 unid.
y 8,80 unid., respectivamente; mientras el menor fue el dosificado con 40 mL L~
! de EPBCA con 8,65 unid.
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3.2. Crecimiento poblacional de Scenedesmus sp.

En la tabla 5, figs. 11 y 12, se observan los crecimientos poblacionales diarios
promedio en los cultivos de Scenedesmus sp dosificados con EPBCA y grupo control
(HM).

Tabla 5. Crecimiento poblacional (x10° cél. mL™") de Scenedesmus sp. en los

tratamientos cultivados con EPBCA y HM.

DIA DE EPBCA (mL L™)
CULTIVO CONTROL (HM) 40 60 80 100
0 2,75+0,00a  2,75+0,00a  2,75+0,00a 2,75+0,00a 2,75 +0,00a
1 4,08+0,38a  4,75+0,25a  4,83+0,38a 4,17 +0,52a 4,58 +0,63a
2 7,25+0,66c  7,83+0,52bc 8,58 +0,38abc 9,58 +0,76ab 9,75 +1,00a
3 12,83 +1,04ab 12,58+1,77b 13,00 +0,90ab 15,25 +1,75ab 16,50 +1,15a
4 21,17 +0,76a 16,83 +1,26b 21,92+1,42a  21,83+1,0la 19,92 +1,38ab
5 24,42 +1,13a 20,83+1,13b 24,17+1,13ab 24,50 +1,56a 22,83 +1,51ab
6 25,17 #1,53a 21,42+1,38b 24,67 +1,6lab 24,92 +1,04ab 24,75 +0,90ab

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).

El crecimiento poblacional en los tratamientos con EPBCA, se iniciaron con valores
promedio significativamente similares (p>0,05) de 2,75 x10° cél. mL™, las cuales se

incrementaron durante el experimento.

En el dia 1 de cultivo (tabla 5), el crecimiento microalgal de Scenedesmus sp. fueron
similares (p>0,05) en todos los tratamientos, con valores de 4,75 x10° cél. mL™, 4,83
x10° cél. mL™, 4,17 x10° cél. mL™ y 4,58 x10° cél. mL™, en los tratamientos con 40; 60;
80y 100 mL L™ de EPBCA, respectivamente.

Para los dias de cultivo 2, 3 y 4 se obtuvieron diferentes comportamientos de los
crecimientos poblacionales en los tratamientos con 60 mL L™, 80 mL L™* y 100 mL L™
de EPBCA,; asi, al cuarto dia de cultivo, los mayores crecimientos poblacionales
significativos (p<0,05) de Scenedesmus sp se encontraron en los dosificados con 60
mL L™, 80 mL Ly 100 mL L™ de EPBCA con 21,92 x10° cél. mL™, 21,83 x10° cél. mL’
1y 19,92 x10° cél. mL™, respectivamente; y el menor crecimiento poblacional se
obtuvo en el dosificado 40 mL L™ de EPBCA con 16,83 x10° cél. mL™.
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Al quinto dia de cultivo, los mayores crecimientos poblacionales de Scenedesmus sp
fueron encontrados en los dosificados con 60 mL L™*, 80 mL L y 100 mL L™ de
EPBCA con promedios significativos (p<0,05) de 24,17 x10° cél. mL™, 24,50 x10° cél.
mL* y 22,83 x10° cél. mL™?, respectivamente, es decir no presentaron una mayor
diferencia significativa con respecto a los promedios de crecimiento encontrados en el
tratamiento control cultivado con HM, que presento valores de 24,42 x10°8 cél. mL?:; y
el menor promedio significativo (p<0,05) del crecimiento poblacional se obtuvo en el
dosificado con 40 mL L™ de EPBCA con 20,83 x10° cél. mL™.

En el final del cultivo (dia 6), los crecimientos poblacionales en los tratamientos con
EPBCA fueron significativamente similares (p>0,05) con promedios de 21,42 x10° cél.
mL™*, 24,67 x10° cél. mL™, 24,92 x10° cél. mL* y 24,75 x10° cél. mL™?, en los
tratamientos con 40 mL L*, 60 mL L*, 80 mL L* y 100 mL L* de EPBCA,

respectivamente.

—e— CONTROL (HM) 40 #— 60 +— 80 +—100 EPBCA (mL L71)

30

= N N
(&)] o (&)
1 + 1

Densidad Poblacional (x108 cél. mL1)
[
o

0 1 2 3 4 5 6
DIiA DE CULTIVO

Fig. 11. Variacion del crecimiento poblacional en los cultivos de Scenedesmus sp. con
EPBCAy HM.
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Fig. 12. Unidades experimentales al quinto dia de cultivo de Scenedesmus sp. con

EPBCA y HM.

3.3. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicaciéon de Scenedesmus sp.

En la Tabla 6 y fig. 13, se muestra la tasa de crecimiento (u) y el tiempo de duplicaciéon

(TD) poblacional en los cultivos de Scenedesmus sp dosificados con EPBCA y grupo

control (HM), que fueron calculados entre el inicio y el quinto dia de cultivo.

Tabla 6. Tasa de crecimiento (i) y tiempo de duplicacion (TD) poblacional en los

cultivos de Scenedesmus sp con EPBCA y HM.

EDBCA (mL L™

PARAMETRO
CONTROL (HM) 60 80 100
No 2,75 0,00 2,75 +0,00 2,75 +0,00 2,75 £0,00
Ni 24,42 +1,13 24,17 +1,13 24,50 +1,56 22,83 #1,51
Dia 5 5 5 5

u (dia™) 0,436 +0,009a

TD (dia) 1,589 +0,033a

0,405 £0,011b

1,714 £0,047b

0,434 £0,009ab 0,437 +0,012a

1,596 +0,033a 1,587 +0,045a

0,423 +0,013ab

1,640 +0,052ab

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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La tasa de crecimiento poblacional (1) de Scenedesmus sp. al quinto dia de
cultivo (Tabla 06, Fig. 13) en los dosificados con EPBCA fueron
significativamente mayores (p<0,05) con 60 mL L™ y 80 mL L™ de EPBCA con
promedios de La tasa de crecimiento poblacional (1) de Scenedesmus sp al
quinto dia de cultivo (Tabla 06, Fig. 13) con EPBCA fueron mayores con 60 mL
L%, 80 mL L'y 100 mL L™ de EPBCA con promedios significativos (p<0,05) de
0,434 dia™, 0,437 dia™ y 0,423 dia™, respectivamente; y el menor promedio
significativo (p<0,05) de p se obtuvo en el dosificado con 40 mL L™ de EPBCA
con 0,405 dia™.

U (dia-1) TD (dia)
0.60 T T 1.60
1.714
0.436 0.434 0.437
0.423

0.50 + T 150 Z
0.405 o
I
O
1.640 5
= 0.40 + + 140 §
1,589 a
L
1.596 1.587 m
o)
0.30 + +130 £
L
'_

0.20 1.20

CONTROL 40 60 80 100
(HM)
EPBCA (mL L)

Letras diferentes en un mismo grupo indica diferencia significativa (a=0,05).

Fig. 13. Variacion de la tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicacién (TD)

poblacional en los cultivos de Scenedesmus sp. con EPBCA y HM.

El tiempo de duplicacion poblacional (TD) de Scenedesmus sp. al quinto dia de cultivo
(Tabla 06, Fig. 13) con EPBCA fue significativamente mayor (p<0,05) en el dosificado
con 40 mL L™ de EPBCA con 1,714 dia; y fueron significativamente menores en los
dosificados con 60 mL L*, 80 mL L* y 100 mL L* de EPBCA con promedios
significativos (p<0,05) de 1,596 dia, 1,587 dia y 1,640 dia, respectivamente;
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3.4. Contenido de lipidos en Scenedesmus sp.

En la Tabla 07, y Fig. 14 y 15, son mostradas los promedios del contenido de lipidos
en porcentaje (%) y en biomasa (mg L™) de Scenedesmus sp. al quinto dia de cultivo

en los dosificados con EPBCA y grupo control (HM).

Tabla 7. Contenido de lipidos en porcentaje (%) y en biomasa (mg L™) al quinto dia de

cultivo de Scenedesmus sp. con EPBCA y HM.
EPBCA (mL L™)

PARAMETROS
CONTROL (HM) 40 60 80 100

Biomasa ( mg L'l) 443,7 +40,82 404,0 £+62,1a  531,7 +63,1a 539,7 +41,6a 472,3 +51,4a

Lipidos (%) 20,93 +0,74b 25,09 +1,47a 24,71 £+0,50a 24,65 +0,52a 23,05 +0,90ab

Lipidos ( mg L™t ) 92,6 £5,2b 133,04 £17,8ab 131,5+17,0a 133,00 £12,3a 123,6 £8,3ab

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).

25,09b 24.71a 24,65a

= 23,05ab
S 20,93b

[75]

o)

&)

o

5

CONTROL (HM) 40 60 80 100
EPBCA (mL L)

Letras diferentes en un mismo grupo indica diferencia significativa (a=0,05).

Fig. 14. Porcentaje de lipidos en Scenedesmus sp. en los dosificados con EPBCA y

HM.

Pagina 23



El contenido de lipidos en porcentaje (Tabla 07 y Fig. 14) al quinto dia de cultivo de
Scenedesmus sp. presentaron promedios significativos similares (p>0,05) en los
dosificados con 40 mL L™, 60 mL L™, 80 mL L™ y 100 mL L™ de EPBCA con 25,09 %,
24,71 %, 24,65 % y 23,05 %, respectivamente, siendo ligeramente superiores al
presentado por el tratamiento control con HM que alcanzo un porcentaje de 20,93 %;
aunque se denota que numéricamente es mayor en el dosificado con 40 mL L™ de
EPBCA (25,09 %) y numéricamente menor en el dosificado con 100 mL L™ de EPBCA
(23,05 %).

133,04a
. 131 133,0a
31,52 124.36ab

LiPIDOS (mg.L-1)

92’6b I I I I
40 60 80 100

CONTROL (HM)

EPBCA (mL L-1)

Letras diferentes en un mismo grupo indica diferencia significativa (a=0,05).

Fig. 15. Contenido de lipidos en biomasa de Scenedesmus sp. en los dosificados con
EPBCA y grupo control (HM).

Respecto al contenido de lipidos en biomasa (mg L™) de Scenedesmus sp. (Tabla 07,
Fig. 15) al quinto dia de cultivo, fueron significativamente iguales (p>0,05) en los
dosificados con 40 mL L™, 60 mL L™, 80 mL L™ y 100 mL L™ de EPBCA con 101,5 mg
L* 131,5 mg L*?, 133,1 mg L™ y 108,6 mg L™, respectivamente. Aunque es posible
observar que numéricamente la mayor produccion se dio dosificando los cultivos con
60 mL L™y 80 mL L™ de EPBCA con 131,5 mL L™y 133,1 mg L™, respectivamente, y
el menor promedio numérico se encontré en el dosificado con 40 mL L™ (101,5 mg L™).
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V. DISCUSION

El crecimiento poblacional es un parametro que indica la asimilacion de los
nutrientes que en cultivos autotroficos, Scenedesmus sp puede utilizar
diferentes fuentes nitrogenadas como urea, fosfato diamonico, nitratos vy
nitritos, y en cultivos heterotréficos ensilado de pescado y/o de EPBCA,
asimismo puede metabolizar aminoacidos y vitaminas que le permiten sintetizar
acidos grasos poliinsaturados (Bold & Wynne, 1985). En nuestros ensayos,
todos los cultivos dosificados con EPBCA presentaron adecuados crecimientos
debido a la presencia de los nutrientes, organicos e inorganicos, presentes en
el ensilado. En tal sentido, los cultivos dosificados con 60 y 80 ml L™* de EPBCA
alcanzaron similares crecimientos que los controles, con densidades
poblacionales en el dia 5 de 24,17 x10° cél. mL™ y 24,50 x10° cél. mL™,
respectivamente. Las menores densidades poblacionales observadas en las
dosificaciones de 40 y 100 ml L de EPBCA (20,83 x10° y 22,83 x10°,
respectivamente) podrian deberse a la presencia de desbalance nutricional o
deficiencia de algun nutriente, considerandose que las dosificaciones de 60 y
80 ml L™t de EPBCA son las méas adecuadas para sostener el crecimiento algal.
Los menores crecimientos pueden deberse al rdpido agotamiento de los

nutrientes.

Es importante destacar que las similitudes de estos crecimientos demuestran el
adecuado balance de nutrientes del EPBCA en comparacion al HM (Fig. 11),
especialmente formulada para la produccion masiva de Scenedesmus acutus,
es decir los compuestos nitrogenados del EPBCA pueden alcanzar similares
niveles que el HM, ya que te6ricamente cualquier compuesto nitrogenado que
pasa a la membrana plasmatica y entra en la via bioquimica de las microalgas
podria ser considerado como una fuente de nitrdgeno; sin embargo, los
procesos de ingresar a la célula y ser incorporado deben ser con la mayor

rapidez para ser asimilables (Flynn & Butler, 1986).

Por otro lado, la eficacia del EPBCA como medio de cultivo fue demostrada por
Jiménez & Prada (2012) con la microalga marina Tetraselmis suecica
obteniendo los mejores crecimientos en cultivos dosificados con 80ml L™ (0,765
g L") cuyos valores son similares a los obtenidos por nosotros. Estas
similitudes o diferencias podrian deberse a los tamafios diferentes, siendo T.

suecica (20 um) mas grande que Scenedesmus sp (10 um); asimismo,
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Ipanaqué & paredes (2010), determinaron que T. suecica obtuvieron mayores
densidades poblacionales en cultivos dosificados con 60y 80 ml.L™ de EPBCA
con valores de 6,38 y 6,88 x106 cél. ml L™, respectivamente, y fueron mayores
que aquellos obtenidos con medio de cultivo /2 de Guillard (3,67 x106 cél.mL™)
reconocido medio estandarizado para el cultivo de la mayoria de microalgas.

Indudablemente el EPBCA, pese al bajo contenido de nitrdgeno (Tabla 04),
permite obtener buenos crecimientos microalgales debido a las sustancias
organicas derivadas de la actividad bacteriana de la demolicion metabdlica de
la materia organica durante el ensilado. Por otro lado, la nutricion heterotréfica
de Scenedesmus sp favorece su crecimiento por la poca dependencia de la

iluminacién y el nulo o poco efecto del auto sombreado.

La compleja composicion de los ensilados biolégicos aporta diversas
sustancias organicas (proteinas, carbohidratos, lipidos, etc.) asi como
sustancias inorganicas (amonio, fosfatos, etc) que ademas de favorecer el
crecimiento de las algas pueden vincularse con la variaciones del pH cuyas

tenores se relacionan con la fotosintesis (Voltolina et al, 2005)

Al considerar la tasa de crecimiento (u) se debe tener en cuenta su relacion
inversa con el tiempo de duplicacién diaria (TD), de tal manera que el
incremento de u significa mayor densidad microalgal (cel mL™). Nuestros
resultados demuestran que los mejores valores de u se han determinado en
los cultivos dosificados con 60 y 80 ml L* de EPBCA (0,434 y 0,437,
respectivamente) y similares al control (0,436), correspondiendo los valores de
TD de 1,596, 1,587 y 1,589 dia™ para las dosificaciones y control antes
mencionado, demostrando la asimilaciéon de los nutrientes presentes en el
EPBCA y hace suponer la existencia de una adecuada relacion N/P como
indicador de un buen balance de nutrientes (Molina et al., 1991).

Respecto al contenido de lipidos, los cultivos dosificados con 40 ml I de
EPBCA presentan los mayores valores de lipidos (25,09%) mientras que las
dosificaciones de 60, 80 y 100 ml L™ de EPBCA presentan valores menores
(24,71; 24,65y 23,05%, respectivamente). La acumulacion de lipidos en las
células microalgales estan asociadas con el crecimiento poblacional y el
contenido de lipidos esta relacionado con el contenido de nitrégeno; en tal

sentido Chiu et al. (2009), hallaron el contenido de lipidos en células de
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Nannochloropsis oculata creciendo en un medio limitado en nitrdgeno durante
las fases de crecimiento logaritmica, estacionaria temprana y estacionaria final,
valores de 30,8, 39,7, y 50,4 %, respectivamente, observandose que los
mayores porcentajes de lipidos se relaciona con la fase de cultivo. Esta
situacién fue corroborado por Beopoulos et al. (2009), quienes consideran que
el agotamiento de nitrégeno puede detener la division celular y continuando el
metabolismo del carbono que conlleva a una mayor produccion de lipidos.
Estos resultados apoyan lo determinado por nosotros, ya que los cultivos de
Scenedesmus sp dosificados con 40 ml L™ de EPBCA presentan mayor

porcentaje de lipidos.

Para el caso de exceso de nitrogeno, Fabregas et al. (1996), mencionan que
los cultivos saturados de nitrégeno disminuyen la concentracién celular y
producen un aumento del peso de cada célula, con inhibicién del crecimiento
celular y aumento del porcentaje de proteina ya que se sigue incorporando
nitrégeno aun presentandose el bloqueo de la division celular. Es probable que
esto sucediera al quinto dia de cultivo en el tratamiento con 60 ml de EPCBA
(24,17x10° cél mL™), presentando valores cercanos a los encontrados con el
tratamiento con 80 ml de EPBCA (24,50 x10° cél mL™), debido probablemente
a que ya se ha saturado el medio con nutrientes (N, P) por lo que el aumentar
dichas concentraciones ya no significa un incremento significativo de la
densidad poblacional y el rendimiento en biomasa y de lipidos. Ferndndez &
paredes (2007), obtuvieron incrementos del 85,8 % y 154 % de carbohidratos y
lipidos, respectivamente en cultivos dosificados con 40 mL L™ de extracto de
ensilado de pescado. Entonces puede ser una tendencia que los medios de
cultivo de origen organico (residuos de pescado y concha de abanico)
incrementen el contenido de lipidos en microalgas, en las concentraciones

mencionadas.

Lo que en el experimento queda demostrado es que en el cultivo de microalgas
al aumentar la concentracién de nutrientes (EPBCA) la densidad poblacional de
las microalgas y la produccién de biomasa aumenta, pero también a menor
concentracion de nutrientes (EPBCA) se ha producido un mayor porcentaje de
lipidos. Cohen (1999), menciona que cuando el crecimiento poblacional se
retarda en respuesta a un factor limitante como la luz, consumo de nutrientes,
pH, temperatura o salinidad, la mayor sintesis de lipidos y carbohidratos, estos

son incrementados a expensas de la sintesis de proteinas. Entonces por todo
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lo mencionado, los mejores resultados se obtuvieron en los tratamientos con 60
ml y 80 ml de EPBCA. El tratamiento con 40 ml de EPBCA no aseguraria la
produccion 6ptima de biomasa vy lipidos, mientras que con 100 ml de EPCBA
se estaria sobre dosificando a los cultivos, por lo que el tratamiento con el 60
ml de EPBCA se encontraria en un punto Optimo entre la concentracién de
nutrientes y la producciéon de biomasa vy lipidos; y que de acuerdo a Alsull &
Wan (2012), el principal factor limitante es el contenido de nitrdgeno (nitratos,
nitritos, proteinas) en el medio de cultivo de microalgas, por lo que se convierte
como el macronutriente mas importante; y su menor concentracién daria lugar

a un menor rendimiento de biomasa total o lipidico.

Las variaciones del pH (8-9) y la temperatura (27- 31) presentan similitudes en
todos los cultivos por lo que consideramos que estos pardmetros no han
alterado o enmascarado el efecto del EPBCA en el crecimiento y contenido de
lipidos de los cultivos de Scenedesmus sp en nuestras experiencias. Respecto
a la temperatura, Chacén et al., (2004) demostraron que Scenedesmus sp se
adapta muy bien a condiciones ambientales no controladas de temperatura

(26£6°C) e iluminacion natural.
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V. CONCLUSIONES

1. Los mayores valores de py para Scenedesmus sp al quinto de cultivo se
presentaron en los tratamientos dosificados con 60 ml.L™* y 80 mlLL™ de
EPBCA, con 0,518 y 0,518 dia* respectivamente; y el menor valor se

presentd en el tratamiento dosificado con 40 ml.L™, con 0,45 dia™.

2. El mayor valor de TD para Scenedesmus sp en el quinto dia de cultivo, se
obtuvo en el tratamiento dosificado con 40 mL L™ de EPBCA con 1,534 dia;
y fueron significativamente menores en los dosificados con 60 mL L™, 80
mL L™ y 100 mL L™ de EPBCA con promedios de 1,338 dia, 1,340 dia y

1,402 dia, respectivamente.

3. El mayor contenido en porcentaje de lipidos para Scenedesmus sp al quinto
dia de cultivo, se obtuvo en el tratamiento dosificado con 40 mL L? de
EPBCA (25,09 %) y el menor en el dosificado con 100 mL L-1 de EPBCA
(23,05 %).
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RECOMENDACIONES

+ Evaluar las variaciones diarias del contenido de carbohidratos, proteinas y
lipidos de los cultivos de Scenedesmus sp dosificados con EPBCA con la
finalidad de establecer la predominancia de una de ellas en funciéon a la
dosificaciéon y dias de cultivo; asimismo, evaluar el efecto de la dosificacion

continua del EPBCA en el crecimiento y concentracion de lipidos.

» 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 el aprovechamiento de los residuos de la pectinicultura, y evaluar

econdémicamente la produccion industrial de la biomasa de Scenedesmus sp.
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Anexo 1. Temperatura (°C) en las unidades experimentales de los cultivos de

Scenedesmus sp. dosificados con EDBCA y HM.

EDBCA (mL L™

DIA DE
CONTROL (HM) 40 60 80 100
CULTIVO

RT R2 R3 R1 R2Z R3 Rl1 RZ R3 Rl1 R2 R3 Rl R2 R3

259 25,6 254 254 25,7 25,6 25,6 25,7 25,7 25,7 25,4 25,7 25,6 25,7 25,5
259 26,1 25,8 25,7259 26,2 26,4 25,8 25,6 25,8 25,7 25,9 25,6 25,9 25,2
26,8 26,1 26,3 26,9 26,2 26,1 26,0 26,8 26,2 26,9 26,0 26,1 26,7 26,3 26,1
25,7 259 253 253 25,6 25,1 25,7 25,4 25,8 25,9 25,7 24,9 25,7 25,8 25,1
26,7 26,2 26,0 25,8 26,2 26,4 25,9 26,2 26,1 26,0 25,8 26,3 26,2 26,4 25,9
26,9 25,8 26,5 26,4 26,7 26,0 26,3 25,9 26,5 26,4 26,0 26,7 25,9 26,6 26,3

N o o B~ WO N P

26,2 26,4 26,1 26,3 26,3 26,4 26,5 26,4 26,1 26,2 25,9 26,4 25,9 26,4 26,0

Anexo 2. Temperatura promedio (°C) en los cultivos de Scenedesmus sp. dosificados
con EDBCA y HM.

DIA DE EDBCA (mL L™
CULTIVO CONTROL (HM) 40 60 80 100
1 25,6 +0,3a 25,6 +0,2a 25,7 0,1a 25,6 +0,2a 25,6 +0,1a
2 25,9 +0,2a 25,9 +0,3a 25,9 +0,4a 25,8 +0,1a 25,6 +0,4a
3 26,4 +0,4a 26,4 +0,4a 26,3 +0,4a 26,3 +0,5a 26,4 +0,3a
4 25,6 +0,3a 25,3 +0,3a 25,6 +0,2a 25,5 +0,5a 25,5 +0,4a
5 26,3 +0,4a 26,1 +0,3a 26,1 +0,2a 26,0 +0,3a 26,2 +0,3a
6 26,4 +0,6a 26,4 +0,4a 26,2 +0,3a 26,4 +0,4a 26,3 +0,4a
7 26,2 +0,2a 26,3 +0,1a 26,3 +0,2a 26,2 +0,3a 26,1 +0,3a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 4. pH (unid.) en las unidades experimentales en los cultivos de Scenedesmus
sp. dosificados con EDBCA y HM.

DIiA DE
CULTIVO

EDBCA (mL L™

CONTROL (HM)

40

60

80

100

R1 R2

R3

R1 R2 R3

Rl R2 R3

R1 R2 R3

R1 R2 RS3

N o o B~ WO N P

7,86 7,85

8,03 8,02
8,35 8,26
8,72 8,91
8,84 8,78
8,76 8,68

8,63 8,77

7,79
7,94
8,31
8,79
8,92
8,79
8,60

7,84 7,91 7,82
8,13 8,13 8,01
8,31 8,29 8,46
8,85 8,94 8,64
8,64 8,79 8,92
8,81 8,58 8,69
8,76 8,50 8,68

7,80 7,79 7,83
7,97 8,10 8,12
8,41 8,46 8,61
8,77 8,92 8,87
8,65 8,93 8,81
8,79 8,61 8,77
8,75 8,67 8,90

7,86 7,82 7,84
8,00 8,12 8,17
8,53 8,38 8,44
8,92 8,79 8,87
8,74 8,91 8,69
8,65 8,60 8,72
8,78 8,89 8,73

7,80 7,76 7,83
8,18 8,15 8,17
8,52 8,39 8,48
8,75 8,95 8,92
8,81 8,91 8,87
8,78 8,65 8,60
8,77 8,83 8,61

Anexo 5. Valores de pH promedio (unid.) en los cultivos de Scenedesmus sp.
dosificados con EDBCA y HM.

DIA DE EDBCA (mL L™)
CULTIVO CONTROL (HM) 40 60 80 100
1 7,83 +0,04a 7,86 +0,05a  7,81+0,02a  7,84+0,02a 7,80 +0,04a
2 8,00 +0,05a 8,09+0,07a  8,06+0,08a  8,10+0,09a 8,17 +0,02a
3 8,31 +0,05a 8,35+0,09a  8,49+0,10a  8,45+0,08a 8,46 +0,07a
4 8,81 +0,10a 8,81+0,15a 8,85%0,08a  8,86+0,07a 8,87 #0,11a
5 8,85 +0,07a 8,78 +0,14a  8,80x0,14a  8,78+0,12a 8,86 +0,05a
6 8,74 +0,06a 8,69 +0,12a  8,72+0,10a 8,66 +0,06a 8,68 +0,09a
7 8,67 +0,09a 8,65+0,13a  8,77+0,12a  8,80+0,08a 8,74 0,11a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 6. Densidad poblacional (x10° cél. mL™) en los cultivos de Scenedesmus sp.

dosificados con EDBCA y HM.

DIiA DE

EDBCA (mL L™

CONTROL (HM) 40 60 80 100
CULTIVO

RL R2 R3 RL R2 R3 Rl R2 R3 RL R2 R3 Rl R2 R3
1 2,75 2,75 2,75 275 275 2,75 2,75 2,75 2,75 275 275 2,75 2,75 2,75 2,75
2 4,00 450 375 475 500 4,50 525 450 475 475 400 3,75 4,50 525 4,00
3 7,00 8,00 6,75 800 7,25 825 825 9,00 850 10,25 9,75 8,75 10,75 8,75 9,75
4 12,00 14,00 12,50 12,2511,00 14,50 14,00 12,25 12,75 14,00 14,50 17,25 15,25 16,75 17,50
5 20,5022,0021,00 15,50 17,00 18,00 20,75 21,50 23,50 20,75 22,75 22,00 20,00 18,50 21,25

23,25 24,00 26,25

23,00 21,25 24,25

6 23,25 24,50 25,50 20,75 22,00 19,75 23,00 24,25 25,25

7 23,50 25,50 26,50 21,50 22,75 20,00 23,50 26,50 24,00 23,75 25,25 25,75 23,75 25,50 25,00

Anexo 7. Valores de la tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicacion (TD)

poblacional diaria de Scenedesmus sp. en las unidades experimentales dosificadas

con EDBCA y HM.

EDBCA (mL L™

PARAMETRO CONTROL (HM) 40 60 80 100

Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 R1 R2 R3

No 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75 2,75
Nt 20,50 22,00 21,00 15,50 17,00 18,00 20,75 21,50 23,50 20,75 22,7522,00 20,0018,50 21,25

A Dia 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
u (dl'a'l) 0,502 0,520 0,508 0,432 0,455 0,470 0,505 0,514 0,536 0,505 0,528 0,520 0,496 0,477 0,511
TD (dia) 1,381 1,3331,364 1,6051,523 1,475 1,373 1,3491,293 1,3731,3131,333 1,397 1,453 1,356
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Anexo 8. Valores de la biomasa total, absorbancia, y porcentaje y biomasa de lipidos

de Scenedesmus sp. cultivada con EDBCA y HM.

EDBCA (mL L™
PARAMETROS

CONTROL (HM) 40 60 80 100

Biomasa (mg x10mL™) 4,89 4,32 4,10 340 4,08 464 480 513 602 569 558 492 531 435 451

Biomasa (mg L™ 489,00432,00410,00 340,00408,00464,00 480,00513,00602,00 569,00558,00492,00 531,00435,00451,00

Absorbancia 0,451 0,422 0,404 0,401 0,439 0,558 0,550 0,569 0,693 0,660 0,625 0,550 0,539 0,463 0,495
Lipidos (%) 20,08 21,26 21,45 25,67 23,42 26,18 24,94 24,14 25,06 25,25 24,38 24,33 22,10 23,17 23,89
Lipidos (mg L'l) 98,2 91,8 87,9 87,3 956 121,5 119,7 123,8 150,9 143,7 136,0 119,7 117,4 100,8 107,7
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Anexo 9. Curva de Calibracion para la determinaciéon de lipidos de Scenedesmus sp.

cultivada con EDBCA y HM.

N° Concentracion Oliva Colesterol
1 0,000 0,000 0,000
2 0,050 0,197 0,176
3 0,100 0,471 0,492
4 0,200 0,932 0,905
1.00
/f* ¢ AO
;”’/
P m CO
0.75 "7—-" ------- Lineal
pes (AO)
K] = — -+ — Lineal
% ’r¢»." (CO)
% 0.50 )(
< E
e
0.25 ,/" y = 4.6352x
R2 = 0.9974
y = 4.5524x
R2 = 0.9915
0.00 l/
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Lipidos (mg mL-1)
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