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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivos determinar el crecimiento poblacional, tasa de
crecimiento (u), tiempo de duplicacién (TD) poblacional y contenido de clorofila
a y B de la microalga Scenedesmus acutus cultivada en diferentes
concentraciones (5,0; 7,5 y 10,0 mL L) de “chilcano” de residuos soélidos de
pescado (CRP) en condiciones de laboratorio. EI mayor y menor nimero de
células de Sc. acutus fueron obtenidas al quinto dia de cultivo en los
tratamientos con 7,5 mL L (27,31 x10° cél. mL) y 5,0 mL L (19,55 x10° cél.
mL1), respectivamente, correspondiendo a valores de p de 0,508 diaty 0,441
diat. Asimismo, los valores del TD al quinto dia de cultivo fueron de 1,571 dia 'y
1,364 dia para los cultivos dosificados con 50 mL Lty 7,5 mL L de CRP,
respectivamente. Los mas altos porcentajes de clorofila a 'y B se obtuvieron en
cultivo dosificados con 7,5 mL L de CRP con valores de 0,85 % y 0,29 %,
respectivamente, y los mayores contenidos de clorofila a y B (mg L) fueron
con 7,5 mL Lt de CRP con 9,07 mg L'y 3,13 mg L?, respectivamente,
concluyéndose que el mejor tratamiento para obtener mayores crecimientos
poblacionales y contenido de clorofilas a y B es el tratamiento dosificado con
7,5mL L de CRP.

Palabras Clave: Microalga, Scenedesmus acutus, “chilcano”, residuos de

pescado, crecimiento poblacional, clorofila.
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ABSTRACT

The study aimed to determine the population growth , growth rate ( u ) ,
doubling time (TD ) population and content of chlorophyll a and 3 Scenedesmus
acutus the microalgae grown in different concentrations ( 5.0, 7.5 and 10, 0 mL
L -1) "chilcano” solid fish waste (CRP ) under laboratory conditions . The highest
and lowest cell number Sc. Acutus were obtained on the fifth day of culture on
treatment with 7.5 mL L 1 (27, 31 x106 cél. MLt) and 5.0 mL L -1 (19, 55 x 106
cel . mL1) , respectively , corresponding to values of 0.508 y day ! and 0.441
days 1. Likewise, the values of TD on the fifth day of culture were 1.571 days
and 1.364 days for the cultures dosed with 5.0 mL Lt and 7.5 mL L of CRP,
respectively. The highest percentages of chlorophyll a and B were obtained in
culture dosed with 7.5 mL L ! with CRP values of 0.85 % and 0.29 %,
respectively, and higher contents of chlorophyll a and B (mg L %) were 7.5 mL L
-1 of CRP with 9.07 mg L * and 3.13 mg L -1, respectively, and concluded that
the best treatment for major population growth and chlorophyll content of a and
B treatment is dosed with 7.5 mL L-1 of CRP.

Key Words: Microalgae, Scenedesmus acutus, "chilcano”, fish wastes,

population growth, chlorophyll.
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I. INTRODUCCION

Las microalgas estan representadas por una gran variedad de organismos, que
ademas de aportar oxigeno, tienen contenidos nutritivos importantes tales
como polisacaridos, aminodcidos, enzimas y proteinas (Capa, 2010). Las
microalgas son utilizadas desde hace mucho tiempo en la alimentacion humana
y animal; asi como en investigaciones genéticas, morfologicas, fisioldgicas,
nutricionales y bioquimicas (Blanco, 1991; Alveal et al., 1995; Bertoldo et al.,
2006). Estos microorganismos fotosintéticos requieren del acondicionamiento
de diferentes factores ambientales para su crecimiento como la luz,
temperatura, COz2, pH, fotoperiodo y nutrientes, usando moléculas organicas 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 Ultimos afos, 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 atencibn 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 tienen una
larga historia como fuente de fosforo, nitrdgeno y carbono para el crecimiento y
la produccién de alimento natural, en consecuencia, el cultivo de microalgas
con desechos animales ricos en N y P es una alternativa al uso de medios de

cultivo inorganicos costosos (Guillard 1/2).

Taxonomicamente el género Scenedesmus pertenece a la Division
Chlorophyta, Clase Chrolophyceae, Orden Chlorococcales, Familia
Scenedesmaceae, caracterizadas por habitar cuerpos de agua dulce en forma
solitaria 0 en colonias formando cenobios (Andrade, 2009). Scenedesmus
acutus es una especie ampliamente estudiada y cultivada principalmente como

fuente de alimento en la industria de la piscicultura (Gonzalez, 2010).



Las microalgas crecen exitosamente en diferentes medios de cultivo por su
capacidad de metabolizar eficientemente diversas fuentes nitrogenadas
organicas e inorganicas, en tal sentido se han desarrollado diferentes medios
de cultivo que van desde las férmulas para enriquecer el agua de mar natural
hasta el uso de medios artificiales, considerandose su adecuada seleccion o
formulaciéon como el paso mas importante para el éxito del cultivo (Paniagua et
al., 1989); sin embargo, el uso de medios de cultivo sintéticos incrementan
sustancialmente el valor econémico para la produccion de la biomasa de estos
microorganismos (Gonzélez, 2006), lo que ha obligado a desarrollar o buscar
alternativas econdémicamente viables para el cultivo masivo de microalgas
(Paniagua et al., 1989; Rosales et al., 2007).

Las investigaciones para elaborar medios de cultivo estan orientadas a la
formulacion de una solucion acuosa conteniendo nutrientes que satisfagan o
concuerden con los requerimientos nutricionales de las microalgas,
considerando que un medio de cultivo les debe proveer de sales minerales,
fuentes de energia y materiales para la sintesis celular (Merino et al., 2003), en
tal sentido, los subproductos artesanales e industriales del procesamiento de
pescado, langostinos y de concha de abanico pueden aprovecharse por su
contenido de proteinas y otros nutrientes (Encomendero & Uchpa, 2002). Estos
residuos tienen poco valor comercial y generan contaminacion, es
recomendable hallar nuevas formas de utilizacion (Berenz, 1996; Encomendero
& Uchpa, 2002), siendo una excelente alternativa su utilizacién como medio de

cultivo para microalgas.

En la region Ancash, la industria pesquera es una de las principales actividades
que genera rs cantidades de desechos solidos y liquidos cuya deposicion en el
ambiente marino origina serias alteraciones de las normales condiciones de
salubridad; sin embargo, la presencia de sustancias organicas e inorganicas en
estos residuos posibilitan su aprovechamiento en el cultivo y produccion
masiva de biomasa microalgal. Obviamente, la utilizacion de tales desechos
permitiria la produccion econdémica de biomasa microalgal aunada a la

reduccion de los impactos ambientales negativos (Fabregas et al., 1984; Cano



& Pisfil, 2007; Gémez et al., 2008), y la generacion de sustancias quimicas

(proteinas, lipidos, clorofilas, etc.) de interés econdmico y gran demanda.

En acuicultura, unos de los factores limitantes son la obtencion y produccion de
alimentos que sustituyen todos los requerimientos para las especies en cultivo
y que resulten econdomicos (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, que puede ser utilizada como complemento alimenticio, para la

acuicultura y otras areas de produccion (Bertoldo et al., 2006).

La velocidad de crecimiento de las microalgas, altas productividades y su
composicién quimica son parametros relevantes para su seleccion (Chisti,
2007; Rosenberg et al., 2008), presentando grandes posibilidades de utilizar
diversos residuos pesqueros, de “concha de abanico”, harina de pescado en el
cultivo de microalgas (Fernandez & Paredes, 2006; Ipanaqué & Paredes, 2009;
Capa, 2000) propiciando el desarrollo de una nueva metodologia. La
preparacion del “chilcano” de pescado mediante el cocinado de residuos de
pescado (branquias, cabeza, visceras) permite la obtencion de un concentrado
acuoso de nutrientes susceptibles de ser aprovechado como una excelente
alternativa como medio de cultivo algal dado al bajo costo del insumo y se
estaria dando uso a residuos que impactarian de manera negativa el ambiente

terrestre y marino.

En nuestro medio existen algunas experiencias respecto al uso de residuos
como medio de cultivo, asi tenemos los de Merino et al. (2003) que cultivando
Tetraselmis suecica obtuvieron mejores crecimientos (50 x 10° cél. mL1) con
0,5 g L de ensilado biolégico de pescado; Fernandez & Paredes (2006),
utilizaron extracto de ensilado de pescado y urea en el crecimiento poblacional
y contenido de carbohidratos y lipidos de la microalga T. suecica, obteniendo

incrementos del 85,8 % y 154 % con respecto al grupo control (medio Guillard
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f/2) para carbohidratos y lipidos, respectivamente en cultivos dosificados con
40 mL L de extracto de ensilado de pescado. De igual manera, Sanchez et al.
(2008), utilizaron ensilado biolégico de pescado el cual puede suplir a los
medios de cultivo masivo basados en fertilizantes agricolas para la produccion
de microalgas. Ellos cultivaron a Nannochloris oculata en lotes durante 12 dias
hasta alcanzar la fase estacionaria del crecimiento poblacional manteniendo la
temperatura e iluminacion constante las 24 h del dia, comparando 7 diferentes
medios de cultivo con ensilado de pescado y harina de pescado. Los maximos
rendimientos fueron obtenidos con medio Yashima (3,50 g L dia'!), Yashima +
Ensilado (3,19 g L dia?) y Ensilado (2,85 g L dia?), entre los cuales no se
encontraron diferencias significativas (p>0,05), concluyendo que el medio de
cultivo basado en ensilado de pescado presentd una alta produccion, bajo

costo y buena calidad nutricional para la produccién de microalgas.

Actualmente, la obtencion de pigmentos como la clorofila cobra mucha
importancia por sus multiples aplicaciones en la salud corporal 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 de los residuos pesqueros adquiere mucho
interés por: a) mitigar sus impactos negativos, b) disminucién de los costos de

produccion algal y ¢) obtencién de pigmentos clorofilianos.

La produccion y acumulacibn de pigmentos esta influenciada por las
condiciones de cultivo o el medio de cultivo utilizado, siendo muy conocida la
acumulacion de metabolitos primarios y secundarios en Dunalilella, que pueden
enmascarar la presencia de clorofila en las células (Serpa & Calderén, 2006),
asi mismo, se ha demostrado que aquellos medios de cultivo que contienen
altas concentraciones de nitrégeno organico, provenientes de residuos de la
maricultura, favorecen la acumulaciéon de pigmentos (Ipanaqué & Paredes,
2009) en consecuencia, es posible que el “chilcano” de pescado, incremente el

crecimiento y contenido de pigmentos de los cultivos de Scenedesmus acutus.



Teniendo en consideracion la presencia de nitrdgeno organico (aminoacidos)
en los residuos sdlidos del procesamiento pesquero que persisten en el
chilcano de pescado, es factible su aprovechamiento por Sc. acutus en el
crecimiento y contenido de pigmentos clorofilianos y en este trabajo se
pretende demostrar la capacidad de Sc. acutus para metabolizar los nutrientes
presentes en este medio de cultivo, por lo que nos planteamos el siguiente
problema de investigacion: ¢ Cudl es el efecto del “chilcano” de residuos solidos
de pescado en el crecimiento poblacional y contenido de clorofila a y B de la

microalga Scenedesmus acutus en laboratorio?

La presente investigacién tuvo como hipétesis: Si utilizamos concentraciones
de 5,0; 7,5y 10,0 mL L del “chilcano” de residuos sélidos de pescado (CRP)
se obtendra la mayor tasa de crecimiento y contenido de clorofila a y B de Sc.

acutus con la concentracion de 7,5 mL L del CRP.

El objetivo general fue: Determinar el efecto del “chilcano” de residuos sélidos
de pescado en el crecimiento poblacional y contenido de clorofila a y 3 de la
microalga Sc. acutus en laboratorio, y se plantearon los siguientes objetivos
especificos: Determinar la densidad, tasa de crecimiento y tiempo de
duplicacién poblacional de la microalga Sc. acutus cultivada a concentraciones
de 5,0; 7,5 y 10,0 mL L*? del “chilcano” de residuos soélidos de pescado y
determinar el contenido de clorofila a y B de la microalga Sc. acutus cultivada a
concentraciones de 5,0; 7,5y 10,0 mL L del “chilcano” de residuos sélidos de

pescado en laboratorio.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo experimental se realizd en el Laboratorio de Tesistas de la Facultad
de Ciencias en la Universidad Nacional del Santa, Nuevo Chimbote, Peru,

durante los meses de Julio y Agosto del 2014.

2.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

2.2.1. Material bioldgico

La microalga Sc. acutus fue obtenida del Laboratorio de Evaluacion de
Recursos Acuaticos y Cultivos de Especies Auxiliares de la Facultad de
Ciencias en la Universidad Nacional del Santa, los que se mantuvieron
en medio HM en tubos de ensayo de 20 mL e iluminados con un
fluorescente de 40 w, agitacibn manual diaria, hasta su utilizacion en el

experimento.

2.2.2. Tratamiento del agua de cultivo

El agua potable utilizada en el cultivo procedié del sistema de
abastecimiento de Seda Chimbote, fue almacenado en un recipiente de
100 L para su posterior tratamiento que consistié en dejarlo sedimentar
por 48 h para luego ser filtrado con malla Nytal de 10 pm.
Posteriormente se agregd 0,5 mL de hipoclorito de sodio (5,25 %) por
cada litro aireandola durante 24 h para luego ser neutralizado con 0,5
mL L de tiosulfato de sodio (15 %) durante 1 h con abundante aireacion

(2 L minY) afin de eliminar el cloro residual.

2.2.3. Preparacion de los in6culos de Sc. acutus

Los in6culos microalgales se iniciaron en 4 matraces de 250 mL (100 mL
volumen efectivo de cultivo), utilizando agua potable esterilizada para el
medio HM. Estos inOculos de Sc. acutus se mantuvieron por 4 dias con
iluminacién constante (2000 lux) y agitados manualmente dos veces al

dia. Luego se llevaron a 2 botellas de plastico de 3 L de capacidad con 2
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L de volumen efectivo, con iluminacion (2000 lux) y aireacion constante
(100 mL min?) los que sirvieron como indculos para iniciar la

experiencia.
El escalamiento se realizé en la fase de crecimiento exponencial (quinto
dia de cultivo) para asegurar una alta concentracion de células de
microalgas (>20 x10°8 cél. mL?).

2.3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
2.3.1. Medio de cultivo HM
El medio de cultivo HM (Tabla 1) utilizado para el mantenimiento de los
in6culos de Sc. acutus y el control durante la experiencia, se preparo

segun lo propuesto por Merino (1999).

Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo HM.

COMPONENTE CONCENTRACION (mg L)

Urea 206,0

HsPOa4 19,0
KCI 30,0
FeCls 2,5

2.3.2. Preparacion del “chilcano” de residuos de pescado (CRP)

como medio de cultivo

El CRP fue preparado utilizando residuos de pescado (visceras, cabeza
y aletas) de la planta de congelados Pesquera Hayduk S.A.C. ubicada
en el distrito de Coishco, recolectados en un balde de 4 L y transportado
al laboratorio, procediéndose a la coccién de 500 g de residuos a 80 °C
por 1 hora. Luego de enfriado a temperatura ambiente, fue

homogenizado en una bandeja de porcelana con ayuda de una espatula.



Con la finalidad de precisar la cantidad del CRP en el crecimiento y
contenido de pigmentos de los cultivos de Sc. acutus, se preparé una
solucion stock licuando por 10 min. 200 g del homogenizado para luego
ser aforado a 2000 mL con agua potable. La solucion stock se obtuvo
luego del filtrado con un tamiz de 100 um y transferido a botellas de

vidrio con tapa y autoclavada a 121 °C durante 15 min (fig.1).

Es necesario regular el pH de la solucién stock a valores neutrales (pH
7) utilizando hidroxido de sodio (10 %) o acido clorhidrico (1 %) antes de
ser almacenada en refrigeracion hasta su utilizacion. A esta solucion se
le consideré como solucion Stock de CRP para iniciar las dosificaciones
a los cultivos microalgales (Fig. 1). La concentracion del “chilcano” en la

solucion stock fue de 0,1 g L.

{ Obtencidn de los residuos de pescado en la empresa pesquera ]
{ Coccidn de los residuos a 80 °C x 1h ]

-

k Selicud x 10", aforé a 2L vy filtrd a 100um }

-

[ Autoclavado a 121°C x 15’ ]

-

[ Neutralizacién a pH 7, con NaOH (10%) J

-

[ Solucién stock CRP 1

L

Inicio del experimento ]

Fig. 1. Flujograma de la preparacion de la solucion stock del CRP para el

cultivo de Sc. acutus



2.4. ACONDICIONAMIENTO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

En el experimento se utilizaron 12 botellas plasticas de 3000 mL conteniendo
1500 mL de volumen efectivo de cultivo (Fig. 2), los que se iniciaron con una
densidad poblacional promedio de 2,15 x108 cél. mL* de Sc. acutus. Para el
trabajo de investigacion fue empleado el disefio estimulo creciente (Steel &
Torrie, 1988), con tres tratamientos y un grupo control (HM), y tres repeticiones

cada uno (Tabla 2):

Tabla 2. Tratamientos en los cultivos microalgales de la investigacion.

TRATAMIENTOS ESPECIFICACIONES

Cultivo de Sc. acutus con medio de cultivo HM

TO
(Control).

T1 Cultivo de Sc. acutus con residuos soélidos de
pescado utilizando 5,0 mL L* de CRP.

T2 Cultivo de Sc. acutus con residuos soélidos de
pescado utilizando 7,5 mL L* de CRP.

T3 Cultivo de Sc. acutus con residuos soélidos de

pescado utilizando 10,0 mL L* de CRP.

Fig. 2. Distribucién de las unidades experimentales en los cultivos

microalgales de Sc. acutus.



Las concentraciones del stock del CRP utilizadas en los tratamientos fueron
determinadas de acuerdo a ensayos previos de cultivo en laboratorio, ademas,
se analizaron el contenido de los algunos parametros de la solucién stock
mediante métodos propuestos por la AOAC (2007) para humedad, cenizas y
soélidos totales, Lowry et al. (1951) para proteinas, y segun APHA (2005) para
lipidos, nitratos, nitritos, fosfatos y nitrgeno amoniacal utilizando reactivos para

espectrofotometria de CHEMetrics VVR2 con viales Vacu-vials® (Anexo 1).

Se registraron diariamente el pH y la temperatura de los cultivos utilizando pH-
metro digital marca Hanna (£0,01) y termdmetro (+ 0,1 ° C), respectivamente.

La aireacion fue constante y provista por un Blower de 1/2 HP, con un flujo de
aire de 300 mL min-! determinado con flujometro Cole Parmer (10 mL min‘t), y
la iluminacion continua fue suministrada con dos fluorescentes de luz blanca de
40 w colocados a 10 cm de las botellas de cultivos microalgales,
proporcionando 8000 lux de intensidad luminosa promedio medidos con un

luxémetro digital Hanna (x0,1 lux).
2.5. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO POBLACIONAL

El crecimiento poblacional de los cultivos de Sc. acutus se determind mediante
conteos diarios del niumero de células utilizando la camara Neubauer y
microscopio binocular marca Olympus; las observaciones microscoépicas fueron
realizadas a 40 X de aumento. Con los datos obtenidos se graficaron las curvas
de crecimiento poblacional para precisar el final de la fase logaritmica, que nos
permitié determinar la tasa de crecimiento poblacional por dia (i) y el tiempo de
duplicacioén diaria (TD) aplicando las formulas siguientes (Guillard, 1975):

In(N¢ /N, In (2
0= (N¢/No) (1) D — 2) ..
Ty =T W

Donde No y Nt corresponden al nimero de células por mL en los

tiempos To y Ty, respectivamente.
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2.6. DETERMINACION DE LA BIOMASA MICROALGAL DE Sc. acutus

La biomasa microalgal al quinto dia de cultivo se determin6 gravimétricamente
segun metodologia modificada de Sorokin (1973), para lo cual fueron
centrifugadas 4 mL de muestras microalgales por cada unidad experimental en
tubos Eppendorf de 2,0 mL de capacidad, y se llevé a la estufa a 60 ° C por 6
h, seguido se someti6 a una temperatura de 105 ° C por 15 min. Se dejo enfriar
en un desecador de campana por 1 h y se pesaron cada uno de ellos, los datos

obtenidos se reemplazaron en la siguiente formula:

. 4 (P2-P1) e (3)
Biomasa total (mg L™ ") = Tx 1000

Donde:
P1: Peso inicial (tubo) (mg)

P2: Peso final (tubo + muestra) (mg)

2.7. DETERMINACION DE LAS CLOROFILAS DE Sc. acutus

Las determinaciones de la clorofilas a y B de Sc. acutus, se realizaron al final
de la fase logaritmica de los cultivos siguiendo la metodologia de Ritchie
(2008).

Muestra centrifugada (4 mL) 10000 rpm x 10’

s

Agregar 10 mL de acetona (90 %)

s

Dejar reposar por6 ha5s °C

=

=

Transferir a otro tubo de ensayo

s

[ Centrifugar 10000 rpm x 10’

lecturas

-

Almacenar en frio y en oscuridad hasta las ]
y 691 nm (longitud de onda) ]

[ Lectura espectrofotométrica a 630, 647, 664

Fig. 3. Flujograma para determinar las clorofilas a y B de Sc. acutus en los

cultivos microalgales.



De cada unidad experimental se centrifugé 4 mL del cultivo microalgal a 10000
rpm x 10 min, eliminandose el sobrenadante y dejando la pasta de microalga,

luego fueron secadas en estufa a 60 °© C por espacio de 3 h.

Para la extraccion de clorofilas, a cada una de las muestras se afiadio 10 mL
de acetona al 90 % en tubos de ensayo debidamente rotulados de cada unidad
experimental; se agitd y se protegio de la luz, manteniéndolo en refrigeracion a
5° C por 6 h. Luego se centrifugd a 10000 rpm x 10 min y se transfirio la capa
superior a otro tubo de ensayo rotulado, almacenandose en oscuridad y a 5 °C

hasta la realizacion de las lecturas espectrofotométricas (Fig. 3).

Las lecturas de las Absorbancias fueron realizadas en el espectrofotémetro
Turner Barstearnd Internacional en celdas de cuarzo de 1lcm de espesor a
diferentes longitudes de onda (630, 647, 664 y 691 nm).

Para los calculos de los contenidos (ug mL™) de las clorofilas a y B se recurre

al uso de las siguientes formulas, segun Ritchie (2008).

CLa (ug mL_l) = —0,3319 A630 — 1,7485 A647 + 11,94’42 A664 — 1,4306 A691
CL ﬁ (ug mL_l) = —1,2825 A630 + 19,8839 A647 - 4’,8860 A664— — 2,3416 A691

Para determinar el porcentaje (%) de clorofila a y B se utiliza la siguiente
férmula, propuesta por Ritchie (2008):

PC (%) = (CLx ‘;3/1000 x100 - (4)

Donde:
CL : Contenido de clorofilas en la muestra (ug mL™?).
\% : Volumen de extraccién (10 mL).

M : Peso de muestra microalgal (mg x 4 mL).
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Adicionalmente, se determiné la biomasa de clorofila por cada litro de cultivo
(BC) segun la siguiente formula (Ritchie, 2008):

PCxB

BC(mgL™1) = 100

Donde:

PC: Porcentaje de clorofila (%) y B: Biomasa seca (mg L)

2.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos obtenidos del crecimiento y el contenido de clorofilas fueron
sometidos al andlisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre
sus promedios. Luego se utilizd la prueba de Tukey HSD para establecer el
mejor promedio. En todos los casos fue aplicado 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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[ll. RESULTADOS

3.1. PARAMETROS AMBIENTALES DEL CULTIVO DE Sc. acutus

3.1.1. Temperatura
La variacion de la temperatura en los cultivos de Sc. acutus se muestra

en la Fig. 4,y Anexos 2y 3.

La temperatura de los cultivos varié entre los 22,6 y 23,6 °C durante el
experimento. Estos fueron estadisticamente similares (p>0,05) en cada

dia de cultivo.

25

Temperatura (°C)
)]
w

o]
b

—#—CONTROL (0) 50 —e—75 —A—10,0 CRP (mL L")

22 -
21 : : : : : :
0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo
Fig. 4. Variacion de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de Sc. acutus

con CRP y grupo control (HM).
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3.1.2. pH

Las variaciones del pH en los cultivos son mostrados en la Fig. 5, y los
Anexos 4 y 5 encontrdndose la variacion del pH en los cultivos de Sc.

acutus entre los 8,12 y 9,11 durante el experimento.

—#—CONTROL (0) 50 —e—75 —A—10,0 CRP (mL L")

10.0

95 +

7.0 i i } } } }
0 1 2 3 4 5 6 7

Dia de Cultivo

Fig. 5. Variacion del pH promedio en los cultivos de Sc. acutus con CRP y

grupo control (HM).

Al primer dia de cultivo, los valores de pH fueron estadisticamente
similares (p>0,05). Esta tendencia continué hasta el tercer dia, aunque al
cuarto dia, y teniendo en cuenta la variacién con respecto al dia inicial,

todos los tratamientos incrementaron los valores de pH.

Al quinto dia de cultivo, los valores de pH se presentaron con mayores
valores (p<0,05) en los tratamientos con 7,5; 10,0 mL L? de CRP y el
control (HM), con 8,94; 8,70 y 8,99 unidades, respectivamente; mientras
el menor (p<0,05) fue el dosificado con 5,0 mL Lt de CRP, con 8,70
unidades. El sexto y sétimo dia de cultivo los valores de pH fueron
similares entre si (p>0,05).
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3.2. CRECIMIENTO POBLACIONAL DE Sc. acutus

3.2.1. Curvas de crecimiento poblacional

En la Tabla 3, Fig. 6-7 y Anexo 6, se muestran las densidades

poblacionales en los cultivos de Sc. acutus para todos los tratamientos.

Tabla 3. Densidad poblacional (x10® cél. mL?') de Sc. acutus en los

tratamientos cultivados con CRP y grupo control (HM).

DIA DE CRP (mL L%
CULTIVO  coNTROL (0) 5,0 7,5 10,0
0 2,15 +0,00a 2,15 +0,00a 2,15 +0,00a 2,15 +0,00a
1 3,68 +0,032 3,73 +0,05a 3,69 0,16a 3,76 £0,12a
2 6,83 +0,262 7,16 0,51a 6,95 +0,61a 7,13 +0,33a
3 12,82+1,28b  10,45+0,53c 14,26 +0,65a 15,22 +0,97ab
4 18,93+0,35b  14,74%0,82c  21,13%0,65a 19,79 +0,53ab
5 23,25+0,60b  19,55+0,71c  27,31+0,82a  23,85+1,02b
6 23,76+0,35b  18,69+1,61c  2846+1,17a 26,18 +0,84ab
7 23,48+0,47b  18,47%142c  27,58+0,99a 25,89 +0,65ab

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

Densidad Poblacional (x10¢ cél. mL-")

w
o

N
(43}

N
o

—_
[4)]

—_
o

4]

—%—CONTROL (0)

50 —e—=75 —4—10,0 CRP (mLL™")

Dias

Fig

. 6. Crecimiento poblacional de los cultivos de Sc. acutus dosificados con

diferentes concentraciones del CRP.
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Fig. 7. Color de los cultivos experimentales al quinto dia de crecimiento.

Las densidades poblacionales en los tratamientos con Sc. acutus, se
iniciaron con valores promedio significativamente similares (p>0,05) de
2,15 x10°8 cél. mL?, los cuales fueron incrementandose al transcurrir los

dias de cultivo.

En el dia 1 de cultivo, se aprecia que las densidades microalgales fueron
similares (p>0,05) con valores de 3,73; 3,69; 3,76 y 3,68 x10° cél. mL™,
para los tratamientos con 5,0; 7,5 y 10,0 mL L! de CRP y el grupo
control, respectivamente. De igual manera para los dias 2 y 3 de cultivo

se encontraron valores similares (p>0,05) en el cultivo de S. acutus.

Al cuarto dia de cultivo, las mayores densidades poblacionales de Sc.
acutus se presentaron en los tratamientos dosificados con 7,5y 10,0 mL
Lt de CRP con valores significativos (p<0,05) de 21,13 y 19,79 x106 cél.
mL1, respectivamente; seguido del grupo control (HM) con 18,93 x106
cél. mL?1; y el menor valor significativo (p<0,05) se obtuvo en el
tratamiento dosificado con 5,0 mL L't de CRP con 14,74 x108 cél. mL™2.
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En el quinto dia de cultivo, la mayor densidad poblacional (p<0,05) de
Sc. acutus se presentd en el tratamiento dosificado con 7,5 mL L? de
CRP con 27,31 x10° cél. mL?; seguido del tratamiento dosificado con
10,0 mL L de CRP y el grupo control (HM) con 23,85 y 23,25 x10° cél.
mL2, respectivamente; y el menor valor significativo (p<0,05) se obtuvo
en el tratamiento dosificado con 5,0 mL L* de CRP con 19,55 x10° cél.

mL1,

Para el sexto dia de cultivo, las mayores densidades poblacionales se
presentaron en los tratamientos dosificados con 7,5y 10,0 mL L de
CRP con valores significativos (p<0,05) de 28,46 y 26,18 x10° cél. mL™,
respectivamente; seguido del grupo control con 23,76 x10° cél. mL%; y el
menor valor significativo (p<0,05) se obtuvo en el tratamiento dosificado
con 5,0 mL L'* de CRP con 18,69 x106 cél. mL™.

En dia de cultivo 7, las mayores densidades poblacionales de Sc. acutus
se presentaron en los tratamientos dosificados con 7,5y 10,0 mL L de
CRP con valores significativos (p<0,05) de 27,58 y 25,89 x10°6 cél. mL™,
respectivamente; seguido del control (HM) con 23,48 x10° cél. mL?; y el
menor valor significativo (p<0,05) se obtuvo en el tratamiento dosificado
con 5,0 mL L* de CRP con 18,47 x106 cél. mL. Luego del dia de cultivo
5, los cultivos microalgales tienden a la estabilidad en el crecimiento.

3.2.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion poblacional
En la Tabla 4, Fig. 8 y Anexo 7, se observan la tasa de crecimiento () y
el tiempo de duplicacion diaria (TD) poblacional en los cultivos de Sc.

acutus con CRP y grupo control (HM), los cuales fueron determinados al

guinto dia de cultivo.
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Tabla 4. Tasa de crecimiento (K) y Tiempo de duplicacién diaria (TD)
poblacional de Sc. acutus en los tratamientos cultivados con CRP y

grupo control (HM).

) CRP (mL L%
PARAMETRO

CONTROL (0) 5,0 7,5 10,0

M (dia?t) 0,476 +0,005b 0,441 +0,007c 0,508 +0,006a 0,481 +0,009b

TD (dia) 1,456 +0,016b 1,571 +0,026c 1,364 +0,018a 1,440 +0,025b

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

La tasa de crecimiento (1) en la fase exponencial de crecimiento de
cultivo de S. acutus (Tabla 4, Fig. 8) present6 el mayor valor significativo
(p<0,05) en el tratamiento dosificado con 7,5 mL L* de CRP con 0,508
dia’l; seguido de los tratamientos dosificados con 10,0 mL L* de CRP y
el grupo control (HM) con 0,481 y 0,476 dia!, respectivamente; y la
menor tasa de crecimiento significativa (p<0,05) de S. acutus se obtuvo

en el tratamiento con 5,0 mL L1 de CRP con 0,441 dia.

u(Dia ) 1D (Dia)

051 1.57

1.46
l 1.36
75 1

Control (HM] 50 15 100 Control {(HM) 50

0.48 0.48

1.4

0.44

0.0

Fig. 8. Variacién de la tasa de crecimiento (i) y Tiempo de duplicacion

(TD) al quinto dia de los cultivos de Sc. acutus dosificados con CRP.
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Respecto al tiempo de duplicacion diaria (TD) en la fase exponencial de

crecimiento de cultivo de Sc. acutus (Tabla 4, Fig. 8) el mayor valor

significativo (p<0,05) se presenté en el tratamiento dosificado con 5,0 mL

Lt de CRP con 1,571 dia; seguido del tratamiento dosificado con 10,0
mL L de CRP y el grupo control (HM) con valores de 1,440 y 1,456 dia,
respectivamente; y el menor valor se obtuvo dosificando 7,5 mL L* de
CRP con 1,364 dia.

3.3. CONTENIDO DE CLOROFILAS a 'y B EN Sc. acutus

En la Tabla 5, y Fig. 9 y 10, se observan los valores del contenido de clorofilas

a y B en porcentaje (%) y biomasa (mg L) de los cultivos de Sc. acutus al

quinto dia de crecimiento.

Tabla 5. Contenido de clorofilas a y B en porcentaje (%) y biomasa (mg L) de

los cultivos de Sc. acutus.

] CRP (mL L?)
PARAMETROS
CONTROL (0) 5,0 7,5 10,0
Clorofila a (%) 0,74 +0,04a 0,61 +0,08b 0,85+0,02a 0,53 +0,03b
Clorofila B (%) 0,27 +0,0lab 0,20 £0,04bc 0,29 £0,04a 0,16 +0,02c
Clorofilaa (mg L) 6,53 +0,48b 4,56 £0,64c 9,07 £+0,32a 4,92 +0,15c
Clorofila B (mg L?) 2,39 +0,14a 1,50+0,35b  3,14+0,38a 1,53 +0,24b

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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mCONTROL (0) =50 =75 m10,0 mL L'de CRP
2.0

1.5 1

0.85

Clorofila a (%) Clorofila p (%)

PIGMENTOS

Fig. 9. Concentracion (%) de la clorofila a y B en cultivos de Sc. acutus

dosificados con CRP.

El contenido de clorofila a expresado en porcentaje (Tabla 5 y Fig. 9) al quinto
dia de cultivo, presentaron los mayores valores significativos (p<0,05) en los
tratamientos dosificados con 7,5 mL L' de CRP y el grupo control (HM) con
0,85 y 0,74 %, respectivamente; siendo los menores valores significativos
(p<0,05) obtenidos en los tratamientos dosificados con 5,0 y 10,0 mL L de

CRP con 0,61y 0,53 %, respectivamente.

Del mismo modo, la clorofila B expresada en porcentaje (Tabla 5 y Fig. 9) al
quinto dia de cultivo, se presentaron los mayores valores significativos (p<0,05)
en los tratamientos dosificados con 7,5 mL Lt de CRP y el grupo control (HM)
con 0,29 y 0,27 %, respectivamente; siendo los menores valores significativos
(p<0,05) obtenidos en los tratamientos dosificados con 5,0 y 10,0 mL L de

CRP con 0,20y 0,16 %, respectivamente.
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20
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PIGMENTOS

Fig. 10. Concentracion de la clorofila a 'y B (mg L) de los cultivos de Sc. acutus

dosificados con CRP.

En cuanto al contenido de clorofila a en biomasa (mg L) de Sc. acutus (Tabla
5, Fig. 10) al quinto dia de cultivo, fue significativamente mayor (p<0,05) en el
tratamiento dosificado con 7,5 mL L* de CRP con 9,07 mg L; seguido del
grupo control (HM) con 6,53 mg L*; y los menores valores significativos
(p<0,05) se obtuvieron con 7,5y 5,0 mL L' de CRP con 4,92 y 4,56 mg L7,

respectivamente.

Asimismo, el contenido de clorofila B en biomasa (mg L) de Sc. acutus (Tabla
5, Fig. 10) al quinto dia de cultivo, se presentaron con los mayores valores
significativos (p<0,05) en los tratamientos dosificados con 7,5 mL L't de CRP y
el grupo control (HM) con 3,14 y 2,39 mg L, respectivamente; y los menores
valores significativos (p<0,05) se obtuvieron con 10,0y 5,0 mL L de CRP con

1,53y 1,50 mg L1, respectivamente.

22



IV. DISCUSION

Los pardmetros ambientales en los cultivos microalgales tienden a condicionar
su crecimiento y bioquimica, por lo que sus rangos adecuados deben ser
evaluados para no interferir en los resultados experimentales; en tal sentido, se
considera que la temperatura y el pH son los pardmetros de mayor importancia
en los cultivos algales. Segun Abalde et al. (1995), 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.

En el presente estudio, la temperatura de los cultivos de Sc. acutus variaron de
22,6 a 23,6 °C coincidiendo con lo mencionado por Abalde et al. (1995); por
otro lado, Garibay et al. (2009), consideran en 28 ° C la temperatura Optima
para el crecimiento de Scenedesmus, en consecuencia las variaciones de
temperatura no afectaron la dinamica del crecimiento de los cultivos de Sc.

acutus.

Respecto al pH, los cultivos de microalgas requieren un rango entre 7 y 8,
aunque pueden presentar pequefias variaciones sin afectar su crecimiento
siendo muy sensibles a los cambios bruscos, soportando mejor un aumento
que la disminucion del mismo, en un rango que varia segun la especie
(Richmond & Becker, 1986); por otro lado, Garibay et al. (2009), consideran
mayor rango del pH (6,5 a 9,5), sin embargo, es recomendable evitar cambios
bruscos que afectarian el crecimiento y composicién quimica de los cultivos

algales.

Las variaciones del pH observados en nuestros cultivos (8,12 a 9,11) estan
dentro de los rangos mencionados anteriormente y mostraron cierta tendencia
en su incremento con el aumento de la densidad celular debido a que las
microalgas al crecer y reproducirse usan el CO2 disponible en el medio, ésta
reduccion eleva los niveles de pH por la disminucion de carbonatos. Este

pardmetro no es limitante en la interpretacién de nuestros resultados.
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Desde el punto de vista de crecimiento, Scenedesmus puede soportar elevadas
concentraciones de nutrientes de las aguas residuales por su elevada
capacidad metabdlica que le permite resistir amplias variaciones ambientales
(Andrade, 2009) y crecer en condiciones heterotréficas. La capacidad de crecer
en condiciones heterotréfica metabolizando residuos organicos, ha posibilitado
el cultivo exitoso de la clorofita marina Tetraselmis suecica utilizando residuos
de la pesqueria y maricultura; asi tenemos que Merino et al. (2003) hallaron los
mejores crecimientos de T. suecica cultivados con 0,5 g L (5,0 x 108 cél. mL-
1) de ensilado de pescado, e Ipanaqué & Paredes (2009), obtuvieron las
mayores densidades poblacionales con 60 y 80 mL L (6,38 y 6,88 x10° cél.
mL1) de extracto de ensilado de residuos de “concha de abanico” comparados
con los obtenidos con el medio de cultivo f/2 de Guillard (3,67 x10° cél. mL™).
De igual forma Toyub et al. (2008), demostraron la facilidad de Scenedesmus
obliqguus de metabolizar nutrientes organicos, evaluando el crecimiento durante
14 dias con cuatro concentraciones (1,5; 2,0; 2,5y 3,0 %) de residuos de una
fabrica de dulces frente al medio control Bold; alcanzando sus maximos valores
con el medio control (13,63 x10° cél. mL?), seguido de las concentraciones de
25; 30; 20 y 15 % con 9,71; 8,32; 6,52 y 512 x10% cél. mL?,

respectivamente.

Lo mencionado por Toyub et. al. (2008) se ve reflejado en nuestros resultados,
con la dosificaciéon de 7,5 mL L' de CRP se obtuvo las poblaciones mas altas
(27,31 x106 cél. mL?) de Sc. acutus seguido de la dosificaciéon con 10,0 mL L
y el grupo control (HM) con 23,85 y 23,25 x10° cél. mL™1, mientras que el menor
valor se obtuvo con 5,0 mL L* de CRP (19,55 x108 cél. mL™1), por lo que los
mejores crecimiento de Sc. acutus utilizando CRP posiblemente sea
consecuencia de su mejor contenido y balance de nutrientes (macronutrientes y

micronutrientes) y sales minerales.
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Griffiths et al. (2012) y Roleda et al. (2013), mencionan que la tasa maxima de
crecimiento especifico (umax) da una indicacion del potencial biolégico con
respecto al tiempo de duplicacion de la especie en un entorno de crecimiento
particular y que esto ocurre muy temprano en la curva de crecimiento cuando la
concentracion de biomasa es baja y antes de cualquier deficiencia de
nutrientes o de la luz sea limitante; asi Roleda et al. (2013), menciona que
trabajando microalgas con medio Guillard f/2, encontraron que los gy mas altos
a los 5 dias lo presentaron Thalassiosira pseudonana (0,564 dial),
Nannochloropsis oculata (0,481 dia?), Isochrysis galbana (0,451 dia?);
mientras la Yy mas baja la presentd Odontella aurita (0,131 dial). En
Tetraselmis sp., Montoya & Acosta (2011), hallaron que la tasa de crecimiento
fue de 0,65 dia? en cultivos con el fertilizante comercial Crecilizer (N, P20s,

K20) enriquecidos con bicarbonato.

Comparativamente, los cultivos de Sc. acutus dosificados con CRP el mayor
valor de p se obtuvo con 7,5 mL L (0,508 dia?) similares y mayores a los
reportados tanto por Montoya & Acosta (2011) y Roleda et al. (2013) en sus
investigaciones. En base a los valores de y reportado por Martinez et al. (2000)
y Hodaifa et al. (2007) de 1,08 dia' y 1,056 dia!, respectivamente, mediante la
inyeccién de COg; es posible que los cultivos de Sc. acutus dosificados con
CRP, aportador de nitrégeno y carbono organico, y CO2 propicien su
crecimiento mixotréfico y permitan superar las tasas de crecimiento

mencionados anteriormente.

Respecto al tiempo de duplicacion poblacional (TD), Fabregas et al. (1985),
afirma que la deficiencia de nitrégeno en el medio de cultivo incrementa el
tiempo de duplicacion en las células de Isochrysis galbana, dado que la
velocidad en la cual se multiplican disminuye, pero a su vez dependeria de un
adecuado balance de nutrientes como nitrégeno y fésforo, lo que explicaria los
valores encontrados en el presente trabajo, puesto que el menor TD se
encontré en el tratamiento con 7,5 mL L (1,364 dia) y el mayor TD con 5,0 mL
L1 (1,571 dia). Comparando con los valores del TD de 1,500 dia hallados para
T. suecica por Sheehan et al. (1998) cultivada con medio Guillard f/2 es mayor

a los determinados para nuestro control (HM) y tratamientos con 7,5y 10,0 mL
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Lt de CRP, demostrando que Sc. acutus es una especie capaz de crecer bien

en medios de cultivos organicos alternativos.

Respecto al contenido de los pigmentos, Serpa & Calderon (2006),
evidenciaron que la cantidad de clorofila se correlaciona positivamente con la
densidad o biomasa celular y que las fuentes de nitrbgeno promueven la
acumulacion de clorofila, considerandose como un indicador del crecimiento
poblacional debido a que mayores niveles de clorofila promueven la mayor
produccion de oxigeno y radicales oxidantes, y segun Becker (1994), el
contenido de pigmentos clorofilianos en las microalgas varian de 0,5 a 1,5% de
Su peso seco total coincidiendo con nuestros resultados en los que los mayores
valores de clorofila a (%) en los cultivos de Sc. acutus dosificados con CRP se
hallaron con 7,5 mL L* (0,85 %) y el control (0,74%), y los menores con 5,0
mL L? (0,61%) y 10,0 mL L* (0,53 %); mientras que los mayores porcentajes
de clorofila B se hallaron con 7,5 mL L (0,29%) vy el control (0,27%); y los
menores con 5,0 mL L (0,20%) y 10,0 mL L (0,16%).

Se ha demostrado que el contenido de clorofila a y en general los pigmentos
fotosintéticos de células de microalgas cambian cuando son expuestas a
condiciones de estrés, limitacion de luz o nutrientes (Goericke & Montoya,
1998; Descy et al.,, 2000; Henriksen et al., 2002), por lo que la baja
concentracion de nutrientes (5,0 mL L't de CRP) explicaria la disminucién del
porcentaje y biomasa de las clorofilas y que en alto contenido de nutrientes
(10,0 mL L* de CRP) los pigmentos dejarian de ser indispensables propiciando
el comportamiento heterotréfico del alga por la composicidbn basicamente
organica del CRP. Varios autores (Kaplan et al., 1986); Vieira & Klaveness,
1986); Vonshak, 1986); Henriksen et al. 2002) mencionan la importancia de la
fuente y concentracion de nitrdgeno en el crecimiento y composicion
bioquimica de las microalgas; asimismo el agotamiento de nitrégeno en el
medio puede causar el cese de la division celular, aunque el metabolismo del

carbono continua (Beopoulos et al., 2009).
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La presencia de N, P, K y otros nutrientes organicos en el CRP serian los
responsables del crecimiento de Sc. acutus asi como de la formacion y
acumulacion de las clorofilas a y B, que segun Raven (1988) y Liotenberg et al.
(1996), son reserva de nitrogeno debido a la estructura quimica béasica de las
porfirinas (Raven, 1988; Liotenberg et al.,, 1996) de vital importancia en el
crecimiento microalgal (Raven, 1988). Asi mismo las microalgas tienen la
capacidad de crecer y hacer fotosintesis con diferentes nutrientes como las
sales minerales en condiciones autotroficas y sustancias organicas en
condiciones mixotroficas (Ortiz et al. 2010). Un balance de sales minerales y
otros nutrientes presentes en el cultivo de 7.5 mL L' de CRP posiblemente
estimulen el crecimiento de Sc. acutus y la produccion de clorofila , mientras
que en limitacién (5,0 mL L' de CRP), principalmente de nitrégeno, los
procesos enzimaticos son mas lentos que la fotosintesis y al alcanzar el limite
en la concentracién de nutrientes (10,0 mL L), se produce una disminucién de
las clorofilas y la saturacion hace disminuir la densidad microalgal aumentando
el peso celular y porcentaje de proteina ya que se sigue incorporando nitrégeno

pese al bloqueo de la division celular (Fabregas et al., 1996).

En el litoral de nuestra regién estan establecidas varias empresas dedicadas al
procesamiento pesquero, industrial y artesanal, generando grandes cantidades
de residuos con posibilidades de ser aprovechados en el cultivo masivo de
microalgas que debido, principalmente, a su contenido de nutrientes organicos
e inorganicos pueden ser transformadas en biomasa y/o pigmentos
clorofilianos. En tal sentido, consideramos que el aprovechamiento del CRP en
el cultivo de microalgas permitird reducir los actuales impactos negativos que
estos residuos causan en el ambiente acuatico y la produccion de pigmentos

clorofilianos de gran demanda en el mercado local e internacional.
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V. CONCLUSIONES

La mayor densidad poblacional al quinto dia de cultivo de Sc. acutus fue
obtenido con el tratamiento dosificado con 7,5 mL L? del CRP (27,31
x108 cél. mL?) seguido del tratamiento con 10,0 mL L (23,85 x10° cél.
mL1) y la menor concentracion se obtuvo en el tratamiento con 5,0 mL
L1 del CRP (19,55 x108 cél. mL™2).

En la fase exponencial del cultivo con CRP, la tasa de crecimiento () es
méaxima y el tiempo de duplicacion (TD) se acorta; donde el mayor valor
de p al quinto dia de cultivo para Sc. acutus, se presentd en el
tratamiento dosificado con 7,5 mL L del CRP con 0,508 dia! en un
menor TD de 1,364 dia.

Los mayores porcentajes de clorofila a y B en Sc. acutus al quinto dia
de cultivo se presentaron en el tratamiento dosificado con 7,5 mL L del

CRP con valores de 0,85y 0,29 %, respectivamente.

Los mayores contenidos en biomasa (mg L*?) de clorofila a y B en Sc.
acutus al quinto dia de cultivo, se presentaron en el tratamiento
dosificado con 7,5 mL L* del CRP con valores de 9,07 y 3,13 mg L7,

respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

» Evaluar la influencia en la composicion bioquimica y las caracteristicas
del perfil lipidico y la composicion de animoacidos de la microalga Sc.

acutus, cultivada en las concentraciones de 5,0; 7,5y 10,0 mL L CRP.

» Realizar un estudio del perfil bioquimico y bromatoldgico del CRP.

» Escalar los resultados obtenidos a fin de biotransformar las ingentes
cantidades de residuos pesqueros propiciando la produccion masiva de

pigmentos clorofilianos en cultivos masivos al aire libre.
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VIII. ANEXOS
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Anexo 1. Valores proximales del contenido de los principales componentes del
CRP utilizado en el cultivo de Sc. acutus.

PARAMETROS CONCENTRACION
Humedad (%) 93,84
Proteinas (%) 3,82
Lipidos (%) 0,17
Cenizas (%) 0,91
Sélidos Totales (g LY) 61,57
Nitratos (mg L) 1,06
Nitritos (mg L1) 0,04
Fosfatos (mg L?) 1,94
Nitrégeno Amoniacal (mg L?) 4,61
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Anexo 2. Temperatura (°C) en los cultivos de Sc. acutus con medio de cultivo

CRP y grupo control (HM).

CRP (mL L)
C[SfTEI’\/EO CONTROL (0) 5,0 7,5 10,0

RL RZ R3 RL R2 R3 Rl1L R2 R3 Rl R2 R3
0 234 234 234 234 234 234 234 234 234 234 234 234
1 230 228 22,7 228 230 227 229 225 229 227 231 226
2 234 231 230 231 235 232 234 235 231 231 230 234
3 22,6 229 22,7 227 225 228 230 22,7 226 228 226 224
4 236 234 237 235 230 232 231 235 232 231 232 236
5 234 235 238 236 238 235 232 236 237 235 238 234
6 236 235 235 236 239 236 234 237 239 236 235 235
7 235 236 238 236 235 234 236 235 235 233 237 236

Anexo 3. Temperatura promedio (°C) en los cultivos de Sc. acutus con medio

de cultivo CRP y grupo control (HM).

DiA DE CRP (mL L%
CULTIVO  coNTROL (0) 5,0 7,5 10,0
0 23,4 +0,0a 23,4 +0,0a 23,4 +0,0a 23,4 +0,0a
1 22,8 +0,2a 22,8 +0,2a 22,8 +0,2a 22,8 +0,3a
2 23,2 +0,2a 23,310,2a 23,3+0,2a 23,2 0,2a
3 22,7 0,2a 22,7 +0,2a 22,8 £0,2a 22,6 0,2a
4 23,6 0,22 23,2 +0,3a 23,3+0,2a 23,3+0,3a
5 23,6 +0,2a 23,6 +0,2a 23,5 +0,3a 23,6 +0,2a
6 23,50,1a 23,7 +0,2a 23,7 +0,3a 23,50,1a
7 23,6 0,22 23,5+0,1a 23,5+0,1a 23,5 +0,2a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 4. Valores de pH en los cultivos de Sc. acutus con medio de cultivo

CRP y grupo control (HM).

CRP (mL L)
c%ifT?\/Eo CONTROL (0) 5,0 7,5 10,0

RL RZ R3 RL R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3
0 816 8,13 814 811 813 812 814 811 815 816 812 8,14
1 824 841 826 831 827 834 836 833 838 843 829 831
2 861 847 855 868 872 839 871 864 88l 863 847 851
3 872 886 892 893 879 866 897 903 912 876 897 894
4 902 916 913 894 876 861 917 912 903 894 912 901
5 9,01 893 904 861 878 872 900 886 895 894 887 879
6 886 881 9,10 878 883 855 892 886 872 886 874 890
7 892 874 877 866 878 862 881 887 874 878 883 891

Anexo 5. Valores de pH promedio en los cultivos de Sc. acutus con medio de

cultivo CRP y grupo control (HM).

DIA DE CRP (mL L)
CULTIVO  coNTROL (0) 5,0 7,5 10,0
0 8,14 +0,02a 8,12+0,01a  8,13+0,02a 8,14 +0,02a
1 8,30 +0,09a 8,31+0,04a  8,36+0,03a 8,34 +0,08a
2 8,54 +0,07a 8,600,182  8,72+0,09a 8,54 +0,08a
3 8,83 +0,10a 8,79+0,14a 9,04 +0,08a 8,89 +0,11a
4 9,10 +0,07a 8,770,170  9,11+0,07a 9,02 +0,09ab
5 8,99 +0,06a 8,700,090 8,94 +0,07a 8,87 +0,08ab
6 8,92 +0,16a 8,72+0,15a 8,83 +0,10a 8,83 +0,08a
7 8,81 +0,10a 8,69+0,08a  8,81+0,07a 8,84 +0,07a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 6. Densidad poblacional (x10° cél. mL?) de Sc. acutus con medio de

cultivo CRP y grupo control (HM).

CRP (mL L%
c%ilelj\/Eo CONTROL (0) 5,0 7,5 10,0

RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3
0 215 215 215 215 215 215 215 215 215 215 215 215
1 367 371 365 378 369 373 363 387 358 38l 362 384
2 678 712 660 693 774 68l 762 68l 643 687 751 7,02
3 11,43 13,94 13,09 11,02 10,35 9,97 14,35 14,86 1357 1511 14,32 16,24
4 18,61 19,30 18,87 1563 14,02 14,56 21,86 20,93 20,61 19,78 19,26 20,32
5 2393 22,78 2303 18,76 19,78 20,12 27,61 26,38 27,94 2312 2501 23,41
6 2414 2346 2368 17,13 20,34 1861 2921 27,11 29,07 27,08 26,03 2542
7 24,01 23,33 23,11 17,02 19,86 1854 27,83 26,49 2842 26,61 2568 2537

42



Anexo 7. Valores de la Tasa de crecimiento () y Tiempo de duplicacion diaria

(TD) poblacional de Sc. acutus con medio de cultivo CRP y grupo control (HM).

CRP (mL L)
PARAMETRO -5\ 1ROL (0) 5,0 7,5 10,0

RI R2 R3 RI R2 R3 RIL R2 R3 RIL R2 R3

NO 215 215 215 215 215 215 215 215 215 215 215 215
Nf 2393 22,78 2303 18,76 19,78 20,12 27,61 26,38 27,94 23,12 2501 2341

Dia 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
u(dial) 0,482 0,472 0,474 0,433 0,444 0,447 0511 0501 0513 0,475 0,491 0,478
TD (dia) 1,438 1,469 1,462 1,601 1,561 1,551 1,356 1,384 1,351 1,459 1,412 1,450
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Anexo 8. Valores de la biomasa, absorbancia, y porcentaje y biomasa de

clorofilas de Sc. acutus con medio de cultivo CRP y grupo control (HM).

PARAMETROS

CRP (mL L)

CONTROL (0)

5,0

7,5

10,0

R1

R2

R3

R1

R2

R3

R1

R2

R3

R1

R2

R3

Biomasa (mg L)

912,21 868,37 877,90

716,07 755,00 767,98

1083,14 1034,89 1096,09

907,92 982,14 919,31

B Muestra (mg) 365 347 351 2,86 302 307 433 414 438 363 393 368
A630 0,111 0,104 0,105 0,063 0,087 0,067 0,131 0,145 0,166 0,077 0,080 0,069
A647 0,133 0,123 0,120 0,072 0,100 0,077 0,155 0,172 0,180 0,090 0,094 0,079
A664 0,267 0,248 0,232 0,153 0,201 0,162 0,338 0,336 0,359 0,193 0,189 0,178
A691 0,079 0,077 0,082 0,043 0,064 0,048 0,081 0,110 0,115 0,053 0,062 0,044
Clorofilaa (ugmL?) 281 260 241 162 211 171 361 351 375 205 198 1,90
Clorofilap (ugmL?) 101 092 093 050 074 054 107 1,33 134 062 070 051
Clorofila a (%) 077 075 069 057 070 056 083 085 08 056 050 052
Clorofila B (%) 028 027 026 017 025 018 025 032 031 017 018 0,14
Clorofilaa(mgL?) 702 651 606 408 529 430 899 880 943 508 491 478
ClorofilaB (mgL') 255 234 228 122 189 138 271 331 340 154 177 1,29

44



