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RESUMEN 

El presente estudio tiene como objetivos determinar la densidad poblacional, 

tasa de crecimiento (p) y tiempo de duplicación (TD), y el contenido de 

proteínas de la microalga Isochrysis sp. cultivada a concentraciones de 2,5; 5,0 

y 10,0 mL 1-1  del extracto acuoso de gallinaza (EGAL) cultivadas al aire libre. 

Las mayores densidades poblacionales de Isochrysis sp. al  sexto día de cultivo 

se encontraron con 5,0 y 10,0 mL 1-1  de EGAL con 9,29 y 8,96 x106  cél. 

respectivamente; y fuer menor con 2,5 mL 1-1  de EGAL con 7,07 x106  cél. mL-1. 

Las mayores p al sexto día de cultivo fueron con 5,0 y 10,0 mL L-1  de EGAL 

con 0,448 y 0,442 día-1, respectivamente; y fue menor con 2,5 mL L-1  de EGAL 

con 0,402 día-1. Los mayores TD al sexto día de cultivo se encontraron con 2,5 

mL L-1  de EGAL con 1,725 día, respectivamente; y fueron menores con 5,0 y 

10,0 mL 1-1  de EGAL con 1,549 y 1,567 día, respectivamente. Los mayores 

porcentajes de proteínas de Isochrysis sp. al  sexto día de cultivo fueron con 5,0 

y 10,0 mL L-1  de EGAL con 28,18 y 28,31 %, respectivamente; y menor con 2,5 

mL L-1  de EGAL con 21,96 °/0. Asimismo, la biomasa de proteínas fueron 

mayores con 5,0 y 10,0 mL L-1  de EGAL con 115,44 y 111,65 mg L-1, 

respectivamente, y menor con 2,5 mL L-1  de EGAL con 66,96 mg 1-1. Se 

concluye que el mejor tratamiento para el crecimiento poblacional y contenido 

de proteínas fue el dosificado con 5,0 mL 1-1  de EGAL. 

Palabras Clave: 	Microalga, 'sacho/sis sp., extracto acuoso, gallinaza, 

crecimiento poblacional, proteínas. 
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ABSTRACT 

This study aims, determine the population density, growth rato (p) and doubling 

time (TD), and the protein content of the microalgae Isochrysis sp. cultured at 

concentrations of 2,5; 5,0 and 10,0 mL L-1  of aqueous extract of chicken 

manure (ECM) grown outdoors. The highest population densities of Isochrysis 

sp. on the sixth day of culture was with 5,0 and 10,0 mL 1-1  with 9,29 and 8,96 

col x106  mL1  of ECM, respectively; and was lower with 2,5 mL 1-1  of ECM with 

7,07 x106  cel. mL-1. The highest p on the sixth day of culture were with 5,0 and 

10,0 mL 1-1  of ECM with 0,448 and 0,442 day-1, respectively; and was lower 

with 2,5 mL L-1  of ECM with 0,402 day-1. The highest TD on the sixth day of 

cultivation was found with 2,5 mL L-1  of ECM with 1,725 day; and were lower 

with 5,0 and 10,0 mL 1-1  of ECM with 1,549 and 1,567 day, respectively. The 

highest percentages of proteins Isochrysis sp. on the sixth day of culture was 

with 5,0 and 10,0 mL 1-1  of ECM with 28,18 and 28,31 %, respectively; and 

lower with 2,5 mL L-1  ECM with 21,96 %, respectively. Also, biomass protein 

were higher with 5,0 and 10,0 mL L-1  of ECM with 115,44 and 111,65 mg L-1, 

respectively; and lower with 2,5 mL L-1  of ECM with 66,96 mg L-1, respectively. 

We conclude that the best treatment for population growth and protein content 

was dosed with 5,0 mL 1-1  of ECM. 

Key Words: Microalgae, Isochrysis sp., aqueous extract, chicken manure, 

population growth, protein. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos unicelulares, 

coloniales o filamentosos; realizan fotosíntesis, siendo pioneras en la 

producción primaria de los medios acuáticos (Abalde et al., 1995; Romo, 2002; 

Garibay et al., 2009; Silva et al. 2011; Ulloa, 2011; Marchetti et al., 2012). Estas 

tienen la capacidad para convertir sustancias inorgánicas en azúcares simples 

mediante la captura de energía luminosa (Honty, 2010; Ruiz, 2011); también 

crecen empleando materia orgánica como aguas residuales, excretas de aves 

o de animales domésticos como fuente de energía o de carbono (Ruiz, 2011), 

con tasas de crecimiento elevadas, condición que proporciona alta producción 

de biomasa en intervalos de tiempos que pueden ser de unos pocos días. Las 

microalgas son una fuente viable y económica para la producción de gran 

variedad de sustancias, como ácidos grasos poliinsaturados como el DHA 

(ácido docosahexaeonico), EPA (ácido eicosapentaenoico), omega 3 y omega 

6, clorofila, carotenoides, proteínas, ficocianina, ficoeritrina, exopolisacáridos y 

vitaminas como la A, 81, 82, 86, C, y E, minerales, antioxidantes (carotenos) y 

otros productos químicos de interés (Del Campo et al., 2007; Quevedo et aL, 

2008; Ulloa, 2011; Salazar, 2012). 

Isochtysis sp. pertenece a la Clase Prymnesiophyceae (Haptohyta) (Sánchez et 

al., 2000; Falinski, 2009; Yago et aL, 2012), de la Familia Isochrysidaceae 

(Ronsón, 2010; López et al., 1996). Es un alga unicelular móvil, de color 

amarillo-marrón (González, 2000), de forma elipsoidal, y con un tamaño entre 3 

y 6 pm. (López et al., 1996; González, 2000; Falinski, 2009; Ronsón, 2010). 

Presenta flagelos lisos (López et al., 1996; Falinski, 2009) de más o menos 7 

pm de largo (Falinski, 2009). No presentan pared celular (López et al., 1996), 

sólo poseen una membrana plasmática (Falinski, 2009) la cual le permite ser 

fácilmente digerible por los consumidores. Es una buena fuente de ácidos 

grasos poliinsaturados como EPA y DHA (Falinski, 2009; Ronsón, 2010). 

Isochrysis sp. es  de gran interés en la acuicultura, principalmente para 

alimentar larvas de moluscos, así como peces y crustáceos en las etapas 

tempranas de crecimiento (Sánchez et al., 2000), aunque para su cultivo, ya 
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sea en condiciones de laboratorio o a gran escala, se han utilizado los medios 

nutritivos analíticos convencionales como Provasoli, Walne, Guillard f/2, entre 

otros. Sin embargo, éstos tienen costos elevados, lo que constituye un límite de 

la capacidad productiva en laboratorios, creando la necesidad de evaluar otros 

medios que brinden buena calidad nutricional, permitan mejorar el rendimiento 

microalgal y a la vez disminuyan los costos de producción en cultivos masivos 

(Gómez et al., 2011). En tal sentido, la utilización de fertilizantes agrícolas, 

tales como urea, sulfato de amonio, superfosfato tiple, son alternativas para 

abaratar costos de producción (Vera & Gonzalez, 2001), sin embargo el 

creciente aumento en los costos de éstos fertilizantes origina la búsqueda de 

fuentes alternativas, particularmente de nitrógeno; pero teniendo en cuenta, los 

serios problemas de contaminación por el uso excesivo de dichos fertilizantes 

(Quevedo et al., 2008). 

En el departamento de Ancash, como a nivel mundial, la industria avícola 

genera residuos sólidos (heces) que puede ser utilizado; así, en Venezuela 

estos residuos son utilizados en cultivos agrícolas, permitiendo el uso de un 

residuo que causaría la contaminación de aguas, suelo y del aire por manejo 

inadecuado (Rivero & Carracedo, 1999); mientras que la mayoría es 

desechado o tirado al ambiente terrestre. Su uso como para alimentar 

organismos acuáticos en cultivos extensivos, es poco aprovechado por los 

estadios iniciales de peces, moluscos y crustáceos por disminuir la calidad de 

agua y los tenores de oxígeno disuelto, asimismo el aumento de amonio afecta 

negativamente la supervivencia de aquellos organismos acuáticos. 

Adicionalmente los restos no consumidos al sedimentarse en el fondo de los 

estanques de cultivo, ocasionan serios problemas de eutrofización. Por lo que 

cultivar lsochtysis sp., con estos desechos ayudaría en los problemas de 

contaminación. 

Por ello la atención mundial se ha volcado hacia el uso de desechos orgánicos 

desechables de diversos orígenes como fertilizantes (Benedetti et al., 1998). 

Los desechos animales tienen una larga historia de uso como fuente de 

fósforo, nitrógeno y carbono para el crecimiento microalgal y la producción de 

alimento natural (Knud-Hansen, 1998). El cultivo de microalgas con desechos 
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animales ricos en nitrógeno y fósforo se presenta como una alternativa al uso 

de medios de cultivos inorgánicos los cuales son altamente costosos. 

Las excretas de gallina (gallinaza) se compone de deyecciones de las aves de 

corral y material usado como cama, en general cascarilla de arroz mezclada 

con cal en pequeña proporción, viruta o pasto seco colocada en el piso 

(Hernández & Cruz, 1993; Estrada, 2005). Tiene un alto contenido de humedad 

y altos contenidos de nitrógeno, que se volatiliza rápidamente. Para solucionar 

el problema es necesario someter a la gallinaza a secado. Al ser deshidratada, 

se produce un proceso de fermentación aeróbica que genera nitrógeno 

orgánico, siendo mucho más estable (Estrada, 2005). Uno de los nutrientes 

más variables es la proteína cruda, la cual es afectada por la humedad que 

contenga, ya que las bacterias presentes en el material desdoblan el ácido 

úrico y lo convierten en amoniaco, el cual se evapora. También posee un alto 

contenido de calcio, que alcanza valores de 6 % hasta 10-12 % (Hernández & 

Cruz, 1993). 

La utilización de extracto acuoso de gallinaza como medio para el cultivo de 

lsochrysis sp. permitiría aprovechar la presencia de carbono, nitrógeno y otros 

nutrientes orgánicos encontrados en ella para el crecimiento microalgal. 

Además, el bajo costo de este producto favorecerá a disminuir tanto los costos 

de producción microalgal y permitirá el reciclaje de tales residuos. Asimismo, 

los cultivos microalgales pueden realizarse al aire libre, dado que el suministro 

de energía luminosa es un factor limitante para la producción microalgal y 

permite la disminución de los costos de cultivo, pero hay que tener en cuenta 

factores ambientales que se deben controlar como la exposición al ambiente, la 

temperatura, la irradiación solar y la contaminación por protozoarios (Van 

Bergeijk et al., 2010; Cordoba-Matson et al., 2013; Sheets et al., 2014). 

Van Bergeijk et al. (2010), cultivaron Isochrysis aff. galbana (T-ISO) en medio 

Guillard f/2 incorporando CO2  y condiciones de aire libre en sistema cerrado 

fotobiorreactores tubulares de serpentín con 60 m de tubos acrílicos a 1800  de 

inclinación, haciendo un volumen de 400 L de cultivo. Determinaron la tasa de 

crecimiento, productividad y eficiencia energética, los cuales presentaron 

valores promedio de 0,39 día-I; 0,075 g L-1  día-1  y 2,51 %, los mismos que 
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fueron cultivados en laboratorio y que les sirvieron de inoculo. Los valores 

promedio para la tasa de crecimiento, productividad y eficiencia fotosintética al 

final del trabajo de investigación fueron de 0,91 día-1; 0,076 g L1  día /  y 13,72 

°/,3, respectivamente. A su vez mencionan que la temperatura y la irradiación 

solar, son factores más importantes a tener en cuenta de los cultivos al aire 

libre y que tienen efecto en la tasa de crecimiento y productividad microalgal. 

lyovo et a/. (2010), trabajaron con gallinaza digerida (GD) y su efecto en la 

biomasa celular y producción de lípidos en Chorella vulgaris. El cultivo se llevó 

a cabo "con dosificación" y "sin dosificación " de CD teniendo como base el 

medio basal Bold's según Watanabe (1960). Los tratamientos se realizaron 

dos etapas (0-120 h y 120-180 h), a 120 h con suplementación de 2 g L-1  de 

glucosa alcanzaron un peso seco de 2,6; 13,14 y 14 g L-1; y rendimientos de 

lípidos de 2,9; 3,8 y 4,9 g L-1, respectivamente, después de 180 h. Los autores 

mencionan que la adición de glucosa parece ayudar al agotamiento de 

nitrógeno que a su vez resultó en un rápido aumento de los lípidos celulares, 

indicando que tienen influencia en la composición total de Chorella vulgaris. 

Las microalgas representan una fuente proteínica con posibles aplicaciones en 

la nutrición humana y como complemento de piensos animales, debido 

básicamente a sus elevados contenidos proteicos, potenciados por el hecho de 

poseer un buen balance de aminoácidos y bajos valores de ácidos nucleicos en 

comparación con otras fuentes de proteína unicelular (Abalde et al., 1995; 

Marchetti et al., 2012; Saucedo et aL, 2013), siendo su caracterización química, 

sobre en proteínas, esencial para determinar las especies más adecuadas para 

aquellos fines (Batista et at, 2013; Saucedo et al., 2013). 

Muchas microalgas tienen un alto contenido en proteínas, aunque su utilización 

es limitada debido principalmente a que los elevados costos de producción de 

la biomasa microalgal impide competir con los alimentos tradicionales 

(Quevedo et al., 2008; Ulloa, 2011; Salazar, 2012; Saucedo et al., 2013). Singh 

et al. (2011), evaluaron el potencial de las microalgas Chlorella minutissima, 

Chi sorokiniana y Scenedesmus bijuga, cultivadas con efluentes de los 

desperdicios avícolas digeridas anaeróbicamente (EDA) como medio de cultivo, 

encontrando que la productividad de biomasa fue 76 mg por L-1  D-1, siendo rica 
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en proteínas (39 % p/p) e hidratos de carbono (22 c/o); mientras, que los lípidos 

(<10%) fueron relativamente bajos. Estos porcentajes pueden tener una gran 

variación dependiendo de las condiciones de cultivo; así, en L galbana, Batista 

et al. (2013) y Saucedo et al. (2013), muestran porcentajes de proteínas de 

39,6 y 14,4 %, respectivamente. 

Los ensayos previos realizados con el extracto acuoso de gallinaza en el cultivo 

de lsochrysis sp. en laboratorio demuestran la posibilidad de transformarlo 

eficientemente en biomasa microalgal. Por lo que se considera que la 

biotransformación de éste subproducto será eficiente y a la vez se desarrollará 

una metodología de producción de microalgas, lo que justifica la ejecución del 

presente trabajo. Siendo además importante la presente investigación dado la 

biotransformación de los residuos de la producción avícola (gallinaza) en 

biomasa microalgal como proteínas de Isochrysis sp. la  misma que puede ser 

utilizado como alimento para la acuicultura y a la vez de reducir la 

contaminación mediante el reciclaje de los desechos. Por todo ello se ha 

planteado el siguiente problema de investigación: ¿Cuál será el efecto de la 

concentración del extracto acuoso de gallinaza en el crecimiento poblacional y 

contenido de proteína de Isochrysis sp. cultivada al aire libre? 

De acuerdo a la información obtenida se planteó la siguiente hipótesis: Si 

empleamos extracto acuoso de gallinaza (EGAL) como medio de cultivo a 

concentraciones de 2,5; 5,0 y 10,0 mL L-1  en el cultivo de la microalga 

Isochrysis sp., se encontrará que a 5,0 mL L-1  se obtiene un mayor crecimiento 

poblacional y contenido de proteínas. 

El trabajo de investigación tiene como objetivo general: Evaluar el efecto de la 

concentración del extracto acuoso de gallinaza en el crecimiento poblacional y 

contenido de proteína de Isochrysis sp. cultivada al aire libre; y como objetivos 

específicos: 

Determinar la densidad poblacional, tasa de crecimiento y tiempo de 

duplicación de Isochrysis sp. cultivada con diferentes concentraciones de 

EGAL al aire libre; y 

Determinar el contenido de proteínas de lsochrysis sp. cultivada con 

diferentes concentraciones de EGAL al aire libre. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Localización del experimento 

El experimento se realizó en una zona adyacente del Laboratorio de Cultivos 

de Especies Auxiliares de la Escuela Académico Profesional de Biología en 

Acuicultura, Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, Nuevo 

Chimbote, Perú; entre los días 20 al 31 de agosto del 2014. 

2.2. Material biológico 

La cepa de microalga Isochrysis sp. (Clon T-ISO, CCMP 1324) fue obtenida del 

Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la E.A.P. Biología en 

Acuicultura de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, la 

cual se mantuvo con medio Guillard f/2 (Guillard, 1975) en matraces de 200 mL 

e iluminados con un fluorescente de 40 w, con agitación manual diaria, hasta la 

utilización en el trabajo de investigación. 

2.3. Tratamiento del agua de cultivo 

El agua de mar utilizada para los cultivos fue colectada de la playa "El Dorado" 

ubicada en la bahía de Samanco, distrito de Nuevo Chimbote (Perú). Se 

trasladó a la Universidad aproximadamente 700 L de agua de mar en un 

tanque plástico de 1100 L. Una vez en el laboratorio, 150 L de agua de mar se 

dejó sedimentando en un bidón de plástico por 5 días y se filtró a 5 pm con 

malla de Nytal y almacenándolo en bidones plásticos de 18 L, seguido se 

agregó 0,5 mL de hipoclorito de sodio (5,25 %) por cada litro de agua de mar 

por 24 h. Luego se agregó tiosulfato de sodio al 15 % a razón de 0,5 mL por 

cada litro de agua de mar y se proporcionó a dar aireación vigorosa (5 L min-1) 

por 1 h para volatilizar el posible cloro residual. 
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2.4. Preparación de los inóculos de lsochrysis sp. 

Los inóculos microalgales para el experimento fueron preparados inicialmente 

en 2 matraces de 1000 mL (400 mL volumen efectivo de cultivo), utilizando 

agua de mar esterilizada en autoclave con medio Guillard f/2 (121 °C, 15 mm, 

15psi). Estos inóculos de Isochrysis sp. se  mantuvieron por 4 días con 

iluminación constante (2000 lux) y se agitaron manualmente dos veces al día. 

Después fueron transferidos a 2 botellas de 3000 mL con un volumen efectivo 

de 2000 mL, manteniendo constante la iluminación (2000 lux) y aireación (200 

mL min-1), teniendo un volumen efectivo de 4000 mL los que se utilizaron como 

inóculos para los cultivos del trabajo de investigación, las mismas que se 

encontraron en la fase de crecimiento exponencial al quinto día de cultivo 

microalgal. 

2.5. Preparación de los medios de cultivo 

2.5.1. Medio de cultivo Guillard f/2 

El medio de cultivo Guillard f/2 (tabla 4) que se utilizará para el 

mantenimiento de los inóculos de Isochrysis sp. y el grupo control, será 

preparado según lo propuesto por Guillard (1975). 

Tabla 1. Composición química del medio de cultivo Guillard f/2 para 1L. 

NUTRIENTES 	CONCENTRACIÓN 
Solución de macronutrientes 
NaNO3 	 75,00 mg 
PO4H2Na.H20 
	

5,00 mg 

Solución de metales traza 
Na2EDTA 	 4,36 mg 
Cl3Fe.6H20 	 3,15 mg 
SO4Cu.5H20 	 0,01 mg 
SO4Zn.7H20 	 0,022 mg 
Cl2Co.6H20 	 0,01 mg 
Cl2Mn.4H20 	 0,18 mg 
MoO4Na2.2H20 	 0,006 mg 

Solución de vitaminas 
Cianocobalamina (812) 
	

0,50 mg 
Tiamina. HCI (B1) 
	

0,10 mg 
Biotina (Vit. H) 
	

0,50 mg 
Fuente: Guillard (1975). 
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2.6. Preparación del medio de cultivo con extracto acuoso de 

gallinaza (EGAL) 

Las excretas secas de gallina (gallinaza) se colectaron de la granja 

avícola "Cañita Brava" de la ciudad de Chimbote y se trasladó en un 

balde plástico de 4 L con tapa a temperatura ambiente, al laboratorio de 

Cultivos de Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa. 

En el laboratorio las excretas fueron secadas en estufa a 60° C por 24 h 

seguidamente se pesó 100 g del producto obtenido y se colocó en un 

matraz y se aforó a 1000 mL con agua destilada manteniendo una 

concentración de 10 °A) (p/v). Posteriormente se esterilizó en autoclave a 

121 °C por 15 mm n (15 psi) y se dejó enfriar para retirar el envase del 

autoclave. Dicha solución se filtró con una malla de nytal de 5 pm y se 

colocó en un frasco de color ámbar para protegerlo de la luz y luego se 

pasó a refrigerarla hasta su utilización. Las dosificaciones se realizaron 

según la tabla 1, utilizando agua de mar previamente filtrada con una 

malla Nytal de 5 um. El pH del stock de nutrientes EGAL fue ajustado a 7 

utilizando hidróxido de sodio (10 °A) o ácido clorhídrico (1 %) para subir o 

bajar el pH, respectivamente (fig. 1). 

Obtención de la gallinaza 

o 
Homogenizado y secado a 60 °C 

o 
Gallinaza:agua potable 1:10 y 

esterilizar en autoclave a 121 °C 15' 

o 
Filtrado a 5 um, neutralizar y 

almacenar a 5 °C 

o 
Realizar dosificaciones según Tabla 

2 

o 
Inicio del cultivo 

Fuente: Ilustración propia 

Fig. 1. Flujo de la preparación de EGAL utilizado en el cultivo de Isochrysis sp. 
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2.7. Acondicionamiento de las unidades experimentales 

Se utilizaron 12 botellas plásticas de 3000 mL de volumen total y con 2000 mL 

de volumen efectivo del cultivo microalgal, iniciándose los cultivos con un 

promedio de 0,63 x106  cél. m1:1, las mismas que fueron distribuidas al azar 

sobre un estante metálico y en condiciones de aire libre en una zona adyacente 

al laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares en la E.A.P. Biología en 

Acuicultura, las mismas que tienen incidencia de la luz solar directa. 

En el experimento se empleó el diseño estímulo creciente (Steel & Torne, 

1988), con tres tratamientos y un grupo control (Guillard f/2), con tres 

repeticiones cada uno (tabla 2), siendo los siguientes: 

Tabla 2. Tratamientos utilizados en los cultivos de la microalga Isochrysis sp. 

con extracto acuoso de gallinaza y grupo control (Guillard f/2) por triplicado. 

Tratamientos 	 Especificaciones 

Control 

Ti 

T2 

T3 

Cultivo de Isochtysis sp. con medio Guillard f/2 (Control) al aire 
libre. 

Cultivo de Isochtysis sp. utilizando 2,5 mL L» (250 mg de 
gallinaza) de extracto acuoso de gallinaza al aire libre. 

Cultivo de Isochtysis sp. utilizando 5,0 mL LA  (500 mg de 
gallinaza) de extracto acuoso de gallinaza al aire libre. 

Cultivo Isochrysis sp. utilizando 10,0 mL L-1  (1000 mg de 
gallinaza) de extracto acuoso de gallinaza al aire libre. 

Las concentraciones del stock EGAL que se utilizaron en los tratamientos 

fueron determinadas de acuerdo a ensayos previos de cultivo en laboratorio; y 

se analizó en el laboratorio de Biología y Ecología, el contenido de los 

principales nutrientes según métodos propuestos por APHA (2005) para 

nitratos (N-NO3), nitrógeno amoniacal (N-NH3), fosfatos (P-PO4) y hierro (Fe), 

utilizando reactivos preparados en viales para espectrofotometría marca Vacu-

vials® (tabla 3). En la tabla 4 se compara los rangos teóricos de N como sulfato 

y amonio, el fosfato y el Fe en el control y los tratamientos. 
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Tabla 3. Composición química del extracto acuoso de gallinaza 

Componentes Extracto acuoso de 
gallinaza (EGAL) 

Nitrato (mgN 8,73 

NH3  (mgN 0,13 

Fosfato (mgP mil) 1,14 

Hierro (mgFe mil) 0,40 

Tabla 4. Concentración calculada de los nutrientes dosificados de EGAL y 

grupo control (Guillard f/2) en los cultivos de Isochrysis sp. 

PARÁMETROS 
EGAL 

Control 
(Guillard f/2) 	T1 

(2,5 mL Ll) 
T2 	T3 

(5,0 mL Ll) 	(10,0 mL Ll) 

Nitrato (mgN. mil) 12,36 21,83 43,65 87,30 

NH3  (mgN. mil) - 0,33 0,65 1,30 

Fosfato (mgP. mil) 1,29 2,85 5,70 11,40 

Hierro (mgFe. mil) 0,72 1,00 2,00 4,00 

Se 	realizó 	el 	registro diario de 	cada unidad experimental, 	el pH 	y 	la 

temperatura, 	haciendo uso de un pHmetro digital marca 	Hanna (± 	0,01 

unidades) y un termómetro digital marca Boeco (± 0,1 °C), respectivamente. 

La aireación fue constante proporcionada por un Blower de 1/2 HP, impulsada 

por tubos de PVC de W y mangueras de 0,5 cm de diámetro y que proveen 

cada una un flujo de aire de aproximadamente 1000 mL min-1  a cada unidad 

experimental. Este volumen de aireación fue controlado haciendo mediciones 

periódicas con un fiujómetro Cola Parmer (± 10 mL min-1). 

La iluminación natural fue registrada diariamente con ayuda de un luxómetro 

digital Hanna (± 0,1 lux); asimismo se determinó la temperatura del aire y las 
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horas luz (h) diaria según la información proporcionada en la página web del 

Servicio Nacional de Meteorología e Hidrología del Perú (SENAMHI). 

2.8. Determinación del crecimiento poblacional de Isochrysis sp. 

El crecimiento poblacional en los cultivos de Isochrysis sp se determinó por 

conteos diarios del número de células con alícuotas por duplicado, durante 7 

días. Cada muestra de la suspensión microalgal se colocó en una cámara 

Neubauer con pipeta Pasteur y se observó en un microscopio binocular marca 

Olympus. 

Las curvas de crecimiento poblacional se graficaron con los valores de la 

densidad poblacional durante el experimento. Asimismo, se determinaron las 

tasas de crecimiento poblacional por día (p) y el tiempo de duplicación diaria 

(TD) al sexto día de cultivo, según Guillard (1975) mediante las fórmulas: 

in a)  
µ (día-1) = 	° 

Tf  — To  
In (2) 

TD (día) = 	 

Donde No y Nf equivale al número de células por mL, en los días de 

cultivo To y Tfi respectivamente. 

2.9. Determinación de la biomasa en los cultivos de Isochrysis sp. 

Para determinar la biomasa por diferencia de peso, se pesó el papel filtro 

Whatman N° 42 de diámetro 5,5 cm, se colocó en un embudo Büchner con 

matraz Kitasato y con ayuda de una bomba de vacío se filtró 50 mL de 

suspensión microalgal por cada unidad experimental, seguido se llevó a la 

estufa a 60 °C por 8 h para su secado. Luego, se calentó hasta una 

temperatura de 105 °C por 10 mm n para eliminar el exceso de agua. Se dejó 

enfriar en un secador de campana por 1 h y se pesó hasta conseguir un peso 

constante, los datos obtenidos se reemplazan en la siguiente fórmula: 
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Biomasa (mg L-1) = ((P2 — P1) /50) x 1000 

Donde: 

Peso inicial (papel) (mg). 

Peso final (papel + muestra) (mg). 

2.10. Determinación de las proteínas de lsochrysis sp. 

Al sexto día de cultivo de Isochtysis sp., se obtuvieron las muestran los 

tratamientos para el análisis de proteínas, y se realizó mediante el método 

colorimétrico de Lowry etal. (1951) modificado. 

Muestra (10 mL) en 4,5 mL de agua 

Agregar 5 mL de solución Lowry 

-S- 
Agitar y Dejar actuar por 10 mmn 

Agregar 0,5 mL de Folin-Ciocalteu 

Agitar y dejar actuar por 30 mmn 

Lectura espectrofolométrica a 750 nm 

Fig. 2. Flujograma del método colorimétrico de Lowry et aL (1951) empleado en 

la presente investigación. 

De cada unidad experimental se obtuvo 10 mL del cultivo microalgal y se 

centrifugó a 10000 rpm por 10 mm, seguido se eliminó el sobrenadante y se 

agregó 4,5 mL de agua destilada, y se agitó vigorosamente para resuspender 

todo el contenido. Seguido a cada muestra se agregó 5 mL de solución de 

Lowry y se agitó enérgicamente dejándose a temperatura ambiente por 10 min. 

Luego a cada tubo de ensayo se agregó 0,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y 

se dejó por 30 min. Por último, se realizaron lecturas en el espectrofotómetro a 

una absorbancia de 750 nm de longitud de onda. Para determinar la 
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concentración se determinó una curva de calibración utilizando cinco 

concentraciones de seroalbúmina bovina. La ecuación general para determinar 

las proteínas resultó en la siguiente: 

(

(Absorbancia)  x lo ) 
3,1765 1 

Proteínas (%) = 	 x100 

Donde: M es el Peso seco (mg) en 10 mL de cultivo. 

Para determinar el contenido de proteínas en biomasa por litro de cultivo (BP) 

de cada tratamiento, los datos obtenidos se reemplazan en la siguiente 

fórmula: 

P x B 
HP (mg 	= 

Donde: 

P: Porcentaje de proteínas (%), y B: Biomasa seca total por L 

(mg). 

2.11. Análisis estadístico de los datos 

Los datos de crecimiento poblacional y contenido de proteínas de todos los 

tratamientos fueron sometidos al análisis de varianza (ANOVA) y 

posteriormente la prueba de Tukey para establecer diferencias entre sus 

promedios. En ambos casos se aplicó un nivel de significancia de 0,05. El 

tratamiento estadístico fue desarrollado utilizando los programas, Microsoft 

Excel 2010 y SPSS 19.0 para Microsoft Windows 7. 

100 
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III. RESULTADOS 

3.1. Registro de parámetros ambientales del cultivo de lsochrysis sp. 

3.1.1. Temperatura 

Los promedios de la temperatura en los cultivos de lsochrysis sp se 

muestra en la fig. 3. 

Estos valores estuvieron entre los 23,3 y 32,3 °C, con un promedio de 

26,5 °C para todos los tratamientos y durante toda la experiencia. Los 

mismos fueron estadísticamente similares (p>0,05) tomando en cuenta 

todos los tratamientos por cada día de cultivo. Además, la temperatura 

del aire durante el experimento osciló entre los 13,4 y 26,2 °C, con un 

promedio de 19,0 °C; mientras que el tiempo de exposición diaria a la luz 

solar varió entre 11,85 y 11,92 (h) con una media de 11,88 (h). 

0 

32.6 

30.0 

a 

Pg 27.5 

26,0 

22.5 

20.0 

EGAL (ML V) .13• CONTROL 	+. 2.5 	••O• 5.0 —te• 10.0 ••o• Ambiente 

1 
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Fig. 3. Valores de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de lsochrysis 

sp. con EGAL y grupo control (Guillard f/2). 
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3.1.2. pH 

Los valores del pH en los cultivos de Isochrysis sp. se  muestran en la fig. 

4. Estos se encontraron entre las 7,64 unidades al inicio y 9,80 unidades 

al sexto día, con un promedio global para todo el experimento de 9,05 

unidades. 

10,5 
-B-CON1ROL 	2,5 - 	-9-5,0 	-A-10.0 	EGAL (mL L-') 

10,0 

+E 
9 5 

E 9.0 

8,5 

8,0 

4 
DÍA DE CULTIVO 

Fig. 4. Valores promedio del pH en los cultivos de Isochtysis sp. con EGAL y 

grupo control (Guillard f/2). 

Al primer y tercer día de cultivo, los valores de pH fueron 

estadísticamente similares (p>0,05) entre los tratamientos. 

Posteriormente al cuarto día de cultivo, los tratamientos dosificados con 

5,0 y 10 mL L-1  de EGAL, y grupo control tuvieron valores de 9,63; 9,73 y 

9,55 unidades, respectivamente. 

Al quinto y sexto día de cultivo, se presentaron diversas variaciones de 

pH, siendo al sexto día los mayores promedios significativos (p<0,05) 

registrados en los tratamientos con 5,0 y 10,0 mL L-1  de EGAL y grupo 

control, con 9,34; 9,69 y 9,59 unidades, respectivamente. 
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3.2. Crecimiento poblacional en los cultivos de lsochrysis sp. 

3.2.1. Curvas de crecimiento poblacional 

En la tabla 5 y fig. 5, se observan las densidades poblacionales en los 

cultivos de Isochrysis sp. con EGAL y grupo control (Guillard f/2). 

Tabla 5. Densidad Poblacional (x106  cél. rnL-1) de Isochrysis sp. en los cultivos 

con EGAL y grupo control (Guillard f/2). 

DÍA DE EGAL (mL L-1) 
CULTIVO CONTROL 2,5 5,0 10,0 

0 0,63 ±0,00a 0,63 ±0,00a 0,63 ±0,00a 0,63 ±0,00a 

1 0,75±0,13c 0,96 ±0,23a 1,07 ±0,22ab 0,94 ±0,23b 

2 1,36 ±0,15c 2,08 ±0,10a 2,06 ±0,19ab 1,71 ±0,07b 

3 2,34 ±0,28b 3,88 ±0,51a 4,59 ±0,35a 4,13 ±0,25a 

4 4,19 ±0,32c 5,18 ±0,58b 7,05 ±0,33a 6,05 ±0,48ab 

5 5,04 ±0,69b 6,09 ±0,94ab 8,23 ±0,73a 7,11 ±1 ,16ab 

6 7,20 ±0,41bc 7,07 ±0,74c 9,29 ±1 ,01a 8,96 ±0,39ab 

7 8,54 ±0,37ab 7,24 ±0,71b 9,21 ±0,54ab 9,44 ±1,17a 
Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0,05). 
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Fig. 5. Densidad poblacional promedio de Isochtysis sp. en los cultivos con 
EGAL y grupo control (Guillard f/2). 

Fig. 6. Unidades experimentales de Isochrysis sp. cultivadas con medio EGAL 
y grupo control (Guillard f/2), en distribución completamente al azar. 

El crecimiento poblacional registrado en los cultivos de Isochtysis sp. se  

iniciaron con promedios significativamente similares (p>0,05) de 0,63 

x106  cél. mL-1, los mismos se incrementaron en los siguientes días de 

cultivo (tabla 5; fig. 5-6). 

Al día 1 y 2 de cultivo, las mayores densidades (p<0,05) se encontraron 

en los tratamientos con 2,5 y 5,0 mL L-1  de EGAL, y el menor promedio 

(p<0,05) se presentó en el grupo control (Guillard f/2). En el día 3 de 
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cultivo, se observa que los mayores promedios se encuentran en los 

cultivados con 2,5; 5,0 y 10,0 mL C de EGAL, con 3,88; 4,59 y 4,13 

x106  cél. mi», respectivamente. Para el quinto día de cultivo (tabla 5 y 

fig. 5-6), las mayores densidades poblacionales de Isochrysis sp. 

(p<0,05) se encontraron en los tratamientos con 5,0 y 10,0 mL 1:1  de 

EGAL, con 8,23 y 7,11 x106  cél. mi», respectivamente; mientras que el 

grupo control presentó el menor valor significativo (p<0,05) con 5,04 x106  

cél. mL-1. 

Para el día 6 de cultivo de Isochlysis sp. (tabla 5; fig. 5 y 6), las 

densidades poblacionales, en los tratamientos, continuaron en aumento 

sostenido, los mayores promedios significativos se encontraron en los 

dosificados con 5,0 y 10,0 mL L-1  de EGAL, con 9,29 y 8,96 x106  cél. mL-

1, respectivamente; mientras que los menores valores estuvieron en el 

cultivo con 2,5 mL L-1  de EGAL y el grupo control (Guillard f/2) con 7,07 y 

7,20 x106  cél. mL-1, respectivamente. 

3.2.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicación poblacional 

En la tabla 6, fig. 7, se observan la tasa de crecimiento (p) y el tiempo de 

duplicación diaria (TD) en los cultivos de Isochrysis sp., cultivadas con 

EGAL y grupo control (Guillard f/2), los mismos que se determinaron al 

sexto día de cultivo. 

Tabla 6. Tasa de crecimiento (p) y Tiempo de duplicación diaria (TD) 

poblacional de Isochrysis sp., en los cultivos con EGAL y grupo control (Guillard 

f/2). 

EGAL (mL L-1) 
PARÁMETRO 

CONTROL 2,5 5,0 10,0 

p (día-1) 0,406±0,009b 0,402±0,017b 0,448 ±0,018a 0,442±0,007a 

TD (día) 1,709 ±0,040b 1,725 ±0,073b 1,549 ±0,061a 1,567 ±0,025a 

Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0,05). 
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Al sexto día de cultivo de lsochrysis sp., los mayores promedios 

significativos (p<0,05) de la tasa de crecimiento (p) (tabla 6, fig. 7) se 

encontraron en los tratamientos dosificados con 5,0 y 10 mL L-1  de 

EGAL con 0,448 y 0,442 día-1; y los menores promedios significativos 

(p<0,05) se obtuvieron en el tratamiento con 2,5 mL L-1  de EGAL y el 

grupo control (Guillard f/2) con 0,402 y 0,406 día-1, respectivamente. 

El tiempo de duplicación diaria (TD) al sexto día de cultivo de Isochrysis 

sp. (tabla 6; fig. 7) presentaron los mayores promedios significativos 

(p<0,05) en el tratamiento dosificado con 2,5 mL L-1  de EGAL y el grupo 

control (Guillard f/2), con 1,725 y 1,709 día, respectivamente; y los 

menores promedios fueron en los dosificados 5,0 y 10,0 mL L-1  de 

EGAL, con 1,549 y 1,567 día, respectivamente. 

3.3. Contenido de proteínas en Isochrysis sp. 

Las proteínas en porcentaje (%) y biomasa (mg L4) de lsochrysis sp., se 

determinaron al sexto día de cultivo, en los tratamientos con medio EGAL y 

grupo control (Guillard f/2), los que se muestran en la tabla 7, fig. 8 y 9. 

Tabla 7. Contenido de proteínas en porcentaje (%) y biomasa (mg L-1) al sexto 

día de cultivo en lsochrysis sp. dosificados con EGAL y grupo control (Guillard 

f/2). 

PARÁMETROS 
EGAL (mL L 1) 

CONTROL 2,5 5,0 10,0 

Biomasa (mg 11) 302,33 ±17,21b 304,33 ±32,32b 409,00 ±44,19a 394,33 ±17,01a 

Proteínas (%) 21,28 ±0,49b 21,96 ±0,73b 28,18 ±0,58a 28,31 ±1,02a 

Proteínas (mg L-1) 64,33 ±4,11b 66,96 ±9,01b 115,44 ±14,80a 111,65 ±7,17a 

Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa (p<0,05). 
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Fig. 7. Porcentaje de proteínas de Isochrysis sp. en los tratamientos 

dosificados con EGAL y grupo control (Guillard f/2). 

Fig. 8. Biomasa de proteínas de Isochrysis sp. en los tratamientos dosificados 

con EGAL y grupo control (Guillard f/2). 
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El contenido en porcentaje de proteínas en peso seco (tabla 7 y fig. 8) al sexto 

día de cultivo, presentaron los mayores promedios significativos (p<0,05) en los 

tratamientos dosificados con 5,0 y 10 mL L-1  de EGAL, con 28,18 y 28,31 %, 

respectivamente; y los menores promedios significativos (p<0,05) se obtuvieron 

en el tratamiento dosificado con 2,5 mL L-1  de EGAL y grupo control (Guillard 

f/2), con 21,96 y 21,28%, respectivamente. 

Además, el contenido en biomasa en peso seco de Isochrysis sp. (tabla 7 y fig. 

9) al sexto día de cultivo, presentaron los mayores promedios significativos 

(p<0,05) en los tratamientos dosificados con 5,0 y 10 mL L-1  de EGAL, con 

115,44 y 111,65 mg L-1, respectivamente; y los menores promedios 

significativos (p<0,05) se obtuvieron en el tratamiento dosificado con 2,5 mL L-1  

de EGAL y grupo control (Guillard f/2), con 66,96 y 64,33 mg L-1, 

respectivamente. 
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IV. DISCUSIÓN 

En general, el rango de temperatura del cultivo de microalgas varía según la 

especie, así algunas especies no soportarían temperaturas superiores a 25 °C 

mientras que muchas otras son resistentes teniendo buen crecimiento hasta los 

36 °C (Abalde et al., 1995). Barclay (1985), menciona para el caso de 

Isochrysis sp., presenta una temperatura de cultivo óptimo de 28 °C y un rango 

de salinidad de 5 a 60 %o; también, Tornabene et aL (1986), encontraron un 

buen crecimiento para Isochrysis sp. en un rango de 31 y 33 °C, temperatura 

superior a lo requerido por lsochrysis galbana la cual presenta un óptimo entre 

los 25 y 27 °C. En el presente experimento, los cultivos de Isochrysis sp., el 

rango fue amplio desde los 23,3 °C hasta los 32,3 °C, con una media de 26,5 

°C para todos los tratamientos, dichos valores se encuentran en lo referido para 

las microalgas por Abalde et aL (1995) y específicamente para Isochrysis sp. 

por Barclay (1985) y Tornabene et aL (1986), por lo que este factor no tendría 

efectos que distorsionen la obtención de los resultados. 

Otro factor ambiental importante que se tuvo en cuenta para el experimento, 

fue la variación del pH, que según Richmond & Becker (1986), en general los 

cultivos de microalgas requieren un rango entre 7 y 8 unidades, pero pueden 

existir variaciones sin afectar su crecimiento, sobre todo si este va en aumento, 

dado que son más sensibles a la disminución brusca, aunque también depende 

de la especie (Richmond & Becker, 1986), y Garibay et al. (2009), menciona 

que para los cultivos las condiciones adecuadas de pH debe estar en el rango 

de 6,5 y 9,5 unidades; y de acuerdo a Kaplan et al. (1986) para L galbana entre 

5,0 y 9,0 unidades de pH. Asimismo, Piña et al. (2007), encontró en los cultivos 

de Isochrysis sp. valores de pH entre 7,62 y 9,43 unidades. En el cultivo de 

Isochrysis sp. con medio EGAL y Guillard f/2 del presente experimento, se 

encontró que los valores del pH variaron desde los 7,64 hasta los 9,80 

unidades, con un promedio de 9,05 unidades, estando cercano a los 

mencionados por Kaplan et aL (1986), Piña et aL (2007) y Garibay et al. (2009), 

por lo que este parámetro no se constituiría en un factor limitante para los 

cultivos microalgales. 
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La densidad poblacional, tasa de crecimiento (y) y tiempo de duplicación (TD) 

permiten evaluar el crecimiento poblacional, sobre todo si los nutrientes en el 

medio de cultivo son asimilados y transformados en biomasa, habiéndose 

obtenido resultados exitosos en el crecimiento de microalgas utilizando medios 

orgánicos (Basurto, 1994; Merino et al., 2003; lpanaqué & Paredes, 2009; 

Cervera, 2011); además, las microalgas asimilan diversas fuentes de nitrógeno 

como nitrógeno amoniacal, nitrato, urea, así como extracto de levadura, 

peptona, aminoácidos y purinas (Oh-Hama & Miyachi, 1992; Merino, 1999; 

Chen & Chen, 2006; Wilhelm et al., 2006; Piña et al., 2007; Ganuza et al., 

2008). El medio EGAL, bajo las diferentes concentraciones (2,5; 5,0 y 10,0 mL 

L-1) mientras cantidades de nitrato, nitrógeno amoniacal, fosfatos y hierro 

superiores a los contenidos en el medio Guillard f/2 (tabla 4), que sustentan los 

cultivos de Isochtysis sp. del presente trabajo experimental. 

Merino et al. (2003), utilizando medios no convencionales cultivaron 

Tetraselmis suecica con ensilado de pescado, obteniendo la mejor densidad 

poblacional (5,0 x 106  cél. mL-1) con 0,5 g L-1  del ensilado; para esta misma 

especie, Ipanaqué & Paredes (2009), obtuvieron densidades de 6,38 y 6,88 

x106  cél. mL-1, con 60 y 80 mL L-1  de extracto de ensilado de "concha de 

abanico", respectivamente, y siendo mayores a los obtenidos con medio 

Guillard f/2 (3,67 x106  cél. mi»). Asimismo, trabajos realizados por Cervera 

(2011), con excretas de cerdo para el cultivo de Scenedesmus sp. y Chlorella 

sp. reportaron un incremento de 2,31 g L-1  y 1,99 g L-1  a 15 días de incubación, 

y Basurto (1994), utilizando bioabono líquido de borrego en el cultivo de 

Chlorella, reportan poblaciones de 14,9 x 106  cél. ml». Esto indica que las 

microalgas asimilan los medios orgánicos satisfactoriamente permitiendo 

crecimientos importantes; resultados que van de acuerdo a lo obtenido en la 

presente investigación, en donde las mejores densidades de Isochlysis sp. al  

sexto día de cultivo fueron dosificando con 5,0 mL L-1  (9,29 x106  cél. mL-1) y 

10,0 mL L-1  (8,96 x106  cél. mL-1) de EGAL; siendo mayores a las encontradas 

dosificando con 2,5 mL L-1  (7,07 x106  cél. ml..-1) de EGAL y el grupo control 

(Guillard f/2) (7,20 x106  cél. mL-1), demostrando la capacidad de esta microalga 

para asimilar los nutrientes presentes en el extracto de gallinaza. 
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Entre los trabajos realizados con medios de cultivo no convencionales como la 

gallinaza, Gómez et al. (2011), encontraron que la microalga Chlorella sp. 

presentó mayor densidad celular (7,93 x106  cél. mL-1), al sexto día de cultivo, y 

Rosales et aL (2007), utilizando fracción soluble de gallinaza (FSG) degradada 

aeróbicamente como fuente para el cultivo de la microalga Chroomonas sp. 

encontraron que a 18 % la densidad celular fue 131,37 x 106  cél. mL-1  superior 

al resto de los tratamientos con 6 % y 36 % e incluyendo el control (medio 

inorgánico Algale). Entonces, algunas microalgas tienen la capacidad de 

utilizar medios orgánicos, como lsochrysis sp., queda demostrado en el 

presente experimento que utilizando gallinaza como medio de cultivo se 

obtienen excelentes crecimientos poblacionales con 5 mL L1  (9,29 x106  cél. 

mL-1) y 10 mL L-1  (8,96 x106  cél. mL-1) de EGAL al sexto día de cultivo. 

Campa-Córdova et a/. (2006), en estudios de crecimiento con el género 

Isochtysis, reportan para I. galbana cultivada con medio Guillard f/2 al sexto 

día, una densidad poblacional de 8 x106  cél. 	Cordoba-Matson et al. 

(2013), con Isochrysis aff. galbana (T-ISO; UTEX LB 2307) en medio Guillard 

f/2 y fotoperiodo 12:12 h, encontraron a los cinco días de cultivo una densidad 

poblacional de 7,75 x106  cél. mL-1; y Sánchez et al. (2013), con Isochtysis 

galbana una densidad de 7 x106  cél. mL-1. Siendo estos resultados cercanos al 

obtenido con 2,5 mL 1-1  (7,07 x106  cél. mL-1) de EGAL y el grupo control (7,20 

x106  cél. mL-1) del presente experimento, pero inferiores a los obtenidos con 

5,0 mL L1  (9,29 x106  cél. mL-1) y 10,0 mL L1  (8,96 x106  cél. mL-1) de EGAL, 

demostrando la buena asimilación del EGAL, y posiblemente con estas 

concentraciones, los nutrientes como el N (43,65 - 87,30 mg L1) y P (5,70 - 

11,40 mg L1), parecen ser adecuados para obtener crecimientos superiores al 

medio convencional (Guillard f/2). 

La tasa de crecimiento indica el potencial biológico de una especie, siendo 

mayores en los primeros días de cultivo microalgal en donde la disponibilidad 

de nutrientes no es una limitante (Griffiths et aL, 2012; Roleda et aL, 2013). 

Montoya & Acosta (2011), hallaron que la tasa de crecimiento de Tetraselmis 

sp. fue de 0,65 día-1  con el fertilizante comercial Crecilizer (N, P205, 1(20) 

enriquecidos con bicarbonato. Roleda et aL (2013), cultivando microalgas con 
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medio Guillard f/2, encontraron p más altos a los cinco días en Chromulina 

ochromonoides y Dunaliella tertiolecta con 0,677 y 0,745 día-1, 

respectivamente; mientras que Thalassiosira pseudonana, Nannochloropsis 

oculata e lsochrysis galbana tuvieron un p de 0,564; 0,481 y 0,451 día-1, 

respectivamente; siendo la p más baja en Odontella aurita con 0,131 día-1. 

Tasas de crecimiento cercanos a los encontrados en los tratamientos 

dosificados con 5,0 mL L-1  (0,448 día-1) y 10 mL L-1  (0,442 día-1) de EGAL; que 

a su vez fueron mayores a los tratamiento con 2,5 mL L-1  (0,402 día-1) de 

EGAL y el grupo control (Guillard f/2) (0,406 día-1), presentando una relación 

directa con las densidades poblacionales encontradas en el experimento. 

Sheets et al. (2014), trabajando al aire libre con Nannochloropsis salina, 

evaluaron el efecto estacional de los cultivos en el crecimiento utilizando como 

nutrientes diferentes concentraciones (2,1; 4,2; 7; 10,5 y 14% v/v) de efluentes 

de la digestión anaeróbica de aguas residuales urbanas (ARU) comparadas 

con el medio comercial Guillard f/2 (0,12; 0,21; 0,42; 0,62 y 0,84 % v/v). Bajo 

varias condiciones de luz exterior y temperatura (10-30 °C) la tasa de 

crecimiento de N. salina fue influenciado de manera notoria, así para periodos 

de exposición luminosa de 6, 12 y 24 h, la tasa de crecimiento (p) presentó 

valores de 0,038; 0,093 y 0,151 día-1, respectivamente, mientras que la 

temperatura entre los 10 y 25 °C, no tuvo influencia significativa en el 

crecimiento, concluyendo que N. salina puede ser cultivada en condiciones de 

aire libre pudiendo tolerar un amplio rango de temperaturas y utilizando fuentes 

de nutrientes residuales y orgánicas. 

Las condiciones que demuestra Isochrysis sp. para asimilar el medio EGAL 

(5,0 - 10,0 mL L-1) y a su vez estar expuesto a grandes rangos de temperatura 

(23,3 - 32,7 °C) durante el presente trabajo de investigación, hacen de este 

organismo, un candidato de gran potencial para cultivos en exteriores con 

medios orgánicos. 

Fábregas et a/. (1985), afirman que la deficiencia de nitrógeno en el medio de 

cultivo incrementa el TD en I. galbana, dado que la velocidad en la cual se 

multiplican disminuye, y que depende también de un adecuado balance de 
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nutrientes como nitrógeno y fósforo, condición que puede darse desde el inicio 

de un cultivo, siendo importante un adecuado balance nutrientes o por lo 

menos cubrir las necesidades para sostener un cultivo microalgal; pero estas 

condiciones pueden ser modificadas para obtener mejores resultados que los 

medios de cultivo convencionales (Rosales et aL, 2007). Cordoba-Matson et al. 

(2013), con L aff. galbana encontraron al quinto día de cultivo valores para p y 

TD de 0,189 día-1  y 3,70 día, respectivamente. En el presente trabajo, los 

menores TD estuvieron presentes en los dosificados con 5,0 mL L-1  (11 549 día 

1) y 10,0 mL L-1  (1,567 día-1) de EGAL, en concordancia con los valores de la 

densidad poblacional y tasa de crecimiento del presente experimento, 

considerándose que los cultivos dosificados con 5,0 mL 1..-/  de EGAL presentan 

mejores resultados, debido posiblemente al mejor balance de N y P. 

El crecimiento se ve influenciado por otros factores tales como el fotoperiodo, 

así Sánchez et al. (2013), cultivando L galbana para la producción de biodiesel 

con medio Guillard f/2 en sistemas outdoor durante siete días y con un 

fotoperiodo de 16:8 h, obtuvieron un tasas de crecimiento entre 0,22 a 0,36 día- 

considerando que los valores de p tienden a disminuir cuando la 

concentración de microalgas es alta debido al efecto de sombreado, efecto que 

ocurre entre las células al ensombrecer por un instante el paso de la luz; 

asimismo, afirman que los altos valores de p se esperan en sistemas con bajas 

densidades microalgales cuando las condiciones de cultivo son ideales. 

En cuanto al contenido de proteínas en Isochtysis sp., Borges et a/. (2010), 

evaluaron el crecimiento y composición química de 10 especies, las mismas 

que fueron cultivadas en medio Conway por cuadruplicado en 2,4 L con 

fotoperiodo de 12:12 h y salinidad de 33,2 ups, encontrando los valores más 

altos de proteínas en las microalgas Tetraselmis gracilis (33,6 °/0), 

Prorocentrum minimum (30,9 %) e L galbana (29,4 %). También, Cordoba-

Matson et al. (2013), cultivaron microalga lsochrysis aff. galbana (T-ISO; UTEX 

LB 2307) en medio Guillard f12, con luz artificial proveídos por LED (diodo 

emisor de luz) rojo y LED blanco, y un control con fluorescente de luz blanca, y 

fotoperiodo 12:12 h, encontraron que los valores de proteínas estuvieron entre 

276 (27,6 %) y 322 (32,2 %) mg g1, siendo si milares en todos los regímenes de 
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luz. En el presente experimento se encontraron los mayores contenidos 

significativos de proteínas al dosificar con 5,0 mL L-1  (28,18 %) y 10,0 mL L-1  

(28,31 %) de EGAL, y los menores con 2,5 mL-1  (21,96 %) de EGAL, y el 

grupo control (Guillard f/2) (21,28 "Yo). Los mayores valores encontrados con 

EGAL son similares a los obtenidos en condiciones de iluminación de 12:12 h 

por Borges et al. (2010) y Cordoba-Matson et a/. (2013). 

Piña et al. (2007), cultivaron con iluminación 24:0 h, cuatro especies de 

microalgas con medio Guillard f/2, Nutrilake y urea, encontraron para Isochrysis 

sp. concentraciones de proteínas de 20,77; 21,36 y 23,97 %, respectivamente, 

lo que indicaría que el contenido de proteínas depende de la naturaleza del 

medio utilizado; aunque los cambios en el contenido de proteínas también 

están influenciados por otros factores; así, Tornabene et al. (1986), indican que 

la limitación de nitrógeno en el medio de cultivo microalgal pueden reducir el 

porcentaje celular de proteínas, así sucede en L galbana llegando a 12,3 %, y 

aumentando los tenores de carbohidratos (46,6 %) y lípidos (30,0 %) en peso 

seco libre de cenizas, cuya productividad disminuye debido al agotamiento del 

nitrógeno conforme los cultivos llega a su fase final. En tal sentido, un medio 

equilibrado en su contenido y tipo de nutrientes deben sustentar los cultivos 

microalgales durante el tiempo requerido, y el agotamiento de nutrientes origina 

la disminución en el crecimiento poblacional, y ocasionalmente disminución del 

contenido de proteína. Así, en Isochrysis sp., se encontró que a mayores 

concentraciones de EGAL, el contenido celular de proteínas es mayor, dado 

una mayor disponibilidad de nutrientes como el nitrógeno, por lo que la 

microalga no tendría ninguna limitación por ese componente por lo menos 

durante los primeros 6 días de cultivo. 

Valenzuela-Espinoza et al. (2002), trabajaron durante siete días con I. aff. 

galbana con un medio de cultivo de bajo costo (mezcla de sales agrícolas y 

nutrientes), alternativo al Guillard f/2, encontrando que el contenido de 

proteínas corresponde con el incremento en la densidad poblacional durante la 

fase exponencial que puede durar cinco días, indicando que los cambios en la 

fuente de nutrientes no afecta la tasa de crecimiento de I. aff. galbana durante 

los días de cultivo, confirmándose la hipótesis que el cultivo de I. galbana con 
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fertilizantes orgánicos pueden producir similar contenido de proteínas que el 

Guillard f/2 e inclusive superior, y que los cambios en la composición 

bioquímica están influenciada por la concentración del nutriente en el medio de 

cultivo. Esto es demostrado en los tratamientos dosificados con 5,0 y 10,0 mL 

L-1  de EGAL, por la obtención de mayores contenidos de proteínas, en relación 

a los dosificados con 2,5 mL L-1  de EGAL y con Guillard f/2. Así, los cultivos 

dosificados con 5,0 y 10,0 mL L-1  de EGAL, incrementaron en 1,32 y 1,33 

veces el contenido de proteínas respecto al grupo control; además, Rosales et 

al. (2007), en Chroomonas sp. utilizando 18 % de FSG, demostró que las 

proteínas pueden incrementar hasta 2,5 veces con respecto al control. 

Por otro lado, Sánchez et al. (2000), cultivando I. galbana con diferentes 

contenidos de nitrógeno en forma de nitrato, en los medio Guillard f/2 (12,353 

mg-N L-1), Ukeles (28,000 mg-Ni L-1), Ben-Amotz (70,000 mg-N 1-1), S-88 

(13,848 mg-Ni L-1) y Algal-1 (39,375 mg-N L-1) ), hallaron contenidos de 

proteínas de 20,6; 25,3; 37,0; 27,4 y 30,3 %, respectivamente; evidenciando 

que los valores más altos del porcentaje de proteínas en I. galbana, está 

relacionada con las mayores concentraciones de N en el medio de cultivo, pero 

que no necesariamente guardaría relación con el crecimiento microalgal, dado 

que para los mismos medios encontraron valores de p de 0,396; 0,442; 0,377; 

0,467 y 0,490 día-1, respectivamente. En nuestros cultivos con 5,0 y 10,0 mL L-1  

de EGAL, se presentan los mayores contenidos de proteínas respecto a los 

dosificados con 2,5 mL L-1  de EGAL y el grupo control (Guillard f/2), dado al 

mayor contenido de N, considerando que el aumento en Ni incrementa el 

contenido de proteínas en Isochlysis sp., aunque debe existir una 

concentración adecuada de N en el medio que permita un óptimo crecimiento 

poblacional y contenido de proteínas. 
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V. CONCLUSIONES 

Los mayores promedios significativos (p<0,05) de las densidades 

poblacionales de Isochrysis sp. al  sexto día de cultivo se encontraron 

dosificando con 5,0 mL L-1  y 10 mL L-1  de EGAL con 9,29 x106  cél. mL-1  

y 8,96 x106  cél, mL-1, respectivamente; mientras el menor promedio 

(p<0,05) se encontró con 2,5 mL L-1  de EGAL con 7,07 x106  cél. mL-1. 

Los mayores promedios (p<0,05) de la tasa de crecimiento (p) de 

Isochrysis sp. al  sexto día de cultivo se encontraron con 5,0 mL L-1  y 10 

mL 1» de EGAL con 0,448 día -1  y 0,442 día-1, respectivamente; mientras 

fue menor (p<0,05) con 2,5 mL L-1  de EGAL con 0,402 día* 

El mayor promedio (p<0,05) del tiempo de duplicación (TD) al sexto día 

de cultivo de Isochrysis sp. se  encontró con 2,5 mL 1-1  de EGAL con 

1,725 día; mientras fueron menores (p<0,05) dosificando con 5,0 mL L-1  

y 10,0 mL 1-1  de EGAL con 1,549 día y 1,567 día, respectivamente. 

Los mayores promedios (p<0,05) del porcentaje de proteínas de 

Isochrysis sp. al  sexto día de cultivo se encontraron dosificando con 5,0 

mL 1-1  y 10,0 mL L-1  de EGAL con 28,18 % y 28,31 °/0, respectivamente; 

mientras fue menor (p<0,05) dosificando con 2,5 mL L-1  de EGAL con 

21,96%. 

Los mayores promedios (p<0,05) de biomasa de proteínas en peso seco 

de Isochrysis sp. al  sexto día de cultivo se encontraron con 5,0 mL 1.-1  y 

10,0 mL L-1  de EGAL con 115,44 mg 1-1  y 111,65 mg L-1, 

respectivamente; mientras fue menor (p<0,05) con 2,5 mL 1-1  de EGAL 

con 66,96 mg L1. 
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VI. RECOMENDACIONES 

Determinar el crecimiento poblacional y composición bioquímica de 

Isochrysis sp. utilizando diferentes concentraciones de EGAL en cultivos 

masivos en laboratorio y al aire libre para efectuar comparaciones. 

Evaluar el efecto del régimen de dosificaciones de EGAL en el cultivo de 

Isochrysis sp. en laboratorio, para establecer la mejor dosificación que 

permite un mayor crecimiento poblacional de Isochrysis sp 

Realizar estudios del perfil de aminoácidos, ácidos grasos y pigmentos 

de Isochrysis sp. cultivado con diferentes concentraciones de EGAL, 

para establecer la calidad bioquímica de la biomasa obtenida. 

Efectuar un análisis costo/beneficio de la producción de biomasa de 

Isochrysis sp. utilizando diferentes concentraciones del extracto acuoso 

de gallinaza comparadas con el medio Guillard f/2 cultivadas al aire libre. 
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