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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivos, determinar el crecimiento poblacional y
el contenido de lipidos de la microalga T. suecica, utilizando Ilas
concentraciones de 5, 10 y 15 mL L* de extracto acuoso de lodo (EAL)
proveniente de la bahia “El Ferrol” cultivadas bajo condiciones de laboratorio.
Al dia sexto de cultivo, la mayor densidad poblacional de T. suecica se obtuvo,
en el tratamiento dosificado con 10 mL L de EAL, con 196,33 x10* cél. mL™; el
menor valor de densidad al dia seis, se obtuvo en el tratamiento dosificado con
15 mL L? de EAL, con 124,67 x10* cél. mL?. EL mayor valor de la tasa de
crecimiento poblacional por dia (4) al dia sexto de cultivo se obtuvo en el
tratamiento dosificado con 10 mL L™ de EAL, con 0,491 dia’; mientras que los
menores valores se presentaron en los tratamientos dosificados con 5 y 15 mL
Lt de EAL, con 0,429 y 0,422 dia, respectivamente. Los mayores porcentajes
de lipidos totales al dia sexto de cultivo para T. suecica, se obtuvo en el
tratamiento dosificado de 5 mL L™ de EAL, con 23.5 %, respectivamente; y los
menores porcentajes estuvo en los tratamientos dosificados con 10y 15 mL L
de EAL fueron de 22,4y 21,1 %.

Palabras Clave: Microalga, Tetraselmis suecica, extracto acuoso de lodo,

crecimiento poblacional, lipidos.



ABSTRACT

This study aimed to determine the population growth and lipid content of
microalgae T. suecica, using concentrations of 5, 10 and 15 mL L™ of aqueous
extract of sludge (EAL) from the bay "the Ferrol "grown under laboratory
conditions. By day sixth of culture, the highest population density of T. suecica
was obtained in the treatment dosed with 10 mL L™ of EAL, with 196.33 x104
cel. mL?; the lower density value a day six, was obtained in 15 mL dosed
treatment with L™* of EAL, with 124.67 x104 cel. mL™. The greatest value of the
population growth rate per day (u) to six day culture was obtained in the
treatment dosed with 10 mL L™ of EAL, with 0.491 day™; while the lowest values
were in treatments dosed with 5 and 15 mL L™ of EAL, with 0.429 and 0.422
day 1, respectively. The highest percentages of total fat a day six of culture for
T. suecica was obtained in the treatment dispensed 5 mL L of EAL, with
23.5%, respectively; and lower percentages he was treatments dosed with 10
and 15 mL L of EAL were of 22.4 and 21.1%.

Key Words: Microalgae, Tetraselmis suecica, aqueous extract of sludge,

population growth, lipids.
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I. INTRODUCCION

Tetraselmis suecica, es una microalga marina unicelular de color verde, con
forma generalmente ovalada de alrededor de 10 um de diametro con 4 flagelos
isodinamicos que salen de una invaginacion apical que se observa en la
porcion anterior de la célula y que esta ubicada en la misma direccion en la que
avanza (Morineau et al., 2001; Ulloa, 2011).

Las microalgas han sido utilizadas durante mucho tiempo para la alimentacion
humana y animal, y para la produccion de proteinas, vitaminas y otros
suplementos nutritivos, asi como, para el tratamiento de aguas residuales y
mejora en la calidad de aguas, o como biofertilizantes (Venkatamaran, 1986;
Ventosa & Nieto, 1995; De Philippis & Vicenzini, 1998; Mora et al., 2004).

El cultivo de microalgas se ha incrementado porque son potencialmente fuente
de proteinas, acidos grasos insaturados, vitaminas, minerales, pigmentos,
enzimas, aceites esenciales, antibioticos y otros metabolitos bioldgicamente
activos (Fernandez-Reiriz, 1989; Arad & Yaron, 1992; Ventosa & Nieto, 1995;
Ritter et al., 1999; Bermejo et al., 2002; Morales et al., 2002).

Darley (1982), Paniagua et al. (1986) y Paniagua et al. (1989), consideran que
para iniciar el cultivo de microalgas primero se debe disponer de un método de
cultivo adecuado, existiendo dos tipos de medio de cultivo; el medio de agua de
mar o agua dulce enriquecidos con sales incorporadas y el medio acuoso
guimicamente definido. Generalmente, la preparacion de los medios antes
mencionados, tiene una serie de limitaciones, siendo la méas importante, los
altos costos que resultan del uso de nutrientes quimicos de alto grado de
pureza (Paniagua et al., 1986). En consecuencia, en la busqueda de medios
nutritivos econdémicos que permitan obtener altos rendimientos de los cultivos,
se han utilizado con relativo éxito, recursos organicos como desechos
domésticos, humus, harina de pescado, etc., que tratados adecuadamente para
evitar la presencia de microorganismos patogenos, lo que abre las
posibilidades de utilizar otros residuos tales como lodos. Ello es posible ya que

en el fondo de la bahia “El Ferrol” existen sedimentos y lodos resultados del
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vertimiento de efluentes y residuos de las actividades pesqueras y domésticas
efectuadas en su entorno, asi como el material de arrastre del rio Lacramarca y
de la accidn edlica, llegando a profundidades de hasta 2,5 m de espesor en los
lugares de mayor acumulacion (Comision Técnica Multisectorial para la

Recuperacion Ambiental de la Bahia El Ferrol, 2011).

El uso de materiales organicos de aguas residuales, excremento animal y otros
desechos, han sido utilizados como fertilizantes en los cultivos microalgales
desde hace varios afios (Oswald, 1988; Borowitzka & Borowitzka, 1989;
Benedetti et al., 1998; Knud-Hansen, 1998; Olguin et al., 2001).

Chimbote es una de las areas de mayor interés por su riqueza pesquera, por
ser uno de los centros de afloramiento, que asociado con la circulacion de las
aguas influye en la productividad. En la bahia de “El Ferrol” se ha realizado
diversos estudios relacionados con el desarrollo pesquero y la concomitante
generacion de residuos que han formado grandes deposiciones de lodo en los
fondos de la bahia (Guillen et al.,1977; Guillén & Aquino, 1978; Guillén, 1981 y
1984; Guillen & Carcamo,1993; Guillén & Calienes, 1981ay 1981b; Conapuma,
1989; Sanchez et al.,1994; Jacinto et al.,1994; Arévalo & Loayza, 1996) y otros
orientados a determinar los niveles de sedimentos acumulados (Comisién
Técnica Multisectorial para la Recuperaciéon Ambiental de la Bahia El Ferrol,
2011). Los residuos industriales pesqueros y domésticos depositados en los
fondos marinos de la bahia “El Ferrol”’, durante muchos afos ha originado la
acumulacion de lodo, ocasionando dificultades tales como, mareas rojas,
contaminacion microbiolégica por bacterias patdgenas, eliminacién de casi
todas las especies icticas, disminucion drastica de la biodiversidad, etc.
(Guillén & Carcamo, 1993; Arévalo & Loayza, 1996; Comision Técnica
Multisectorial para la Recuperacion Ambiental de la Bahia El Ferrol, 2011), por
lo que se hace un gran problema la disposicion de estos, lo que se hace

necesario buscar alternativas de utilizacion como lo es el cultivo microalgal.

En la Comision Técnica Multisectorial para la Recuperacion Ambiental de la
Bahia El Ferrol (2011), se desarrollaron exposiciones en la cual mostraron los

resultados de analisis de composicion quimica de sedimentos marinos frente a
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las instalaciones de PETROPERU en la parte central de la bahia, para los afios
2008 y 2010, sefialando que existian una elevada concentracién de materia
organica de 3,6 a 3,7 %, lo cual indica la necesidad de considerar medidas
para la remediacion ambiental en dicha zona. Pero aun hacen falta muchos
estudios, uno de ellos se deriva de la gran acumulacion de lodo y que se le

puede dar alguna utilidad benéfica.

Las microalgas con elevadas productividades lipidicas, entre ellas T. suecica,
también son deseables para la elaboracion de biodiesel, razon por la cual la
cantidad de lipidos contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento,
sumados a la eficiencia metabdlica y la robustez del microorganismo, son
relevantes para su seleccion (Chisti, 2007; Rosenberg et al., 2008), teniendo en
consideracion la capacidad de metabolizar los nutrientes presentes en residuos
organicos es posible viabilizar la utilizacion de residuos como los lodos
mediante la aplicacion de tratamientos adecuados en la formulacion de un

medio de cultivo para T. suecica, a fin de transformarlos en biomasa microalgal.

Adicionalmente, la produccion de microalgas, mediante la utilizacion de lodos,
implicaria la conversion de residuos en biomasa microalgal con la consecuente
reduccion de impactos ambientales negativos y la reduccion de los costos de
produccion microalgal (Fabregas et al., 1984; Cano & Pisfil, 2007; Gémez et al.,
2008), asi como la generacion de sustancias quimicas (proteinas, pigmentos,

lipidos, etc.) de gran demanda industrial y alimentaria.

Los resultados positivos obtenidos en el uso de residuos pesqueros en los
cultivos microalgales posibilita el uso de lodo, considerando las posibilidades
de colaborar en el desarrollo de nuevas metodologias en la produccion masiva
de microalgas y sus derivados con fines acuiculturales ya sea en la produccion
de alimento vivo u obtencion de diversas sustancias bioactivas. Asi, la
presencia de nutrientes en el lodo, son aprovechadas por diversas microalgas
destacando la clorofita marina T. suecica con potencial para la produccion de
biodiesel, no sdlo por la alta productividad de lipidos, sino también por su alta
productividad celular y por la facilidad de su cultivo en diversos sistemas

(Rodolfi et al. 2009). T. suecica también es importante por su utilizacion en
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acuicultura como alimento vivo para larvas de moluscos, crustaceos y peces,
asimismo, en la obtencion de metabolitos u obtener biodiesel (Chisti, 2007).
Desde el punto de vista productivo y econdmico, posibilita el uso de lodos de la
bahia “El Ferrol” para la producciéon masiva de T. suecica, propiciando una

sensible reduccion de los costos de produccion.

La importancia del trabajo radica en la utilizacién de lodo como medio de cultivo
para la produccion de biomasa microalgal y lipidos susceptibles de ser
utiizados como alimento o biocombustible, asi como, el reciclaje de los
desechos generados por la industria pesquera; es decir, la conversion de lodo
en biomasa microalgal permitiria la efectiva recuperaciéon de la bahia al reducir
o eliminar las interferencias que el lodo actualmente causa en la dindmica

biolégica del ambiente marino de la bahia El Ferrol.

Considerando la presencia de lodo en la bahia “El Ferrol”, procedente de los
residuos organicos de la industria pesquera y con las condiciones de
mineralizacion en que se hallan, el extracto acuoso de lodo (EAL) puede ser
utilizado para el cultivo de la microalga T. suecica; ademas, el uso del lodo en
cultivos de T. suecica se presenta como una nueva metodologia de producir

microalgas a bajo costo.

Por todo lo expuesto, planteamos el siguiente problema: ¢Cual seré el efecto
de tres concentraciones de 5, 10 y 15 mL L™ de extracto acuoso de lodo de la
bahia “El Ferrol” en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales, de

la microalga T. suecica en condiciones de laboratorio?.

El presente trabajo tuvo como objetivo general: Evaluar el efecto de tres
concentraciones de 5, 10 y 15 mL L de extracto acuoso de lodo de la bahia
“El Ferrol” en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales, de la
microalga T. suecica en condiciones de laboratorio; y como objetivos
especificos: a) Determinar el efecto de 5, 10 y 15 mL L? del extracto acuoso de
lodo de la bahia “El Ferrol” en el crecimiento poblacional de la microalga T.

suecica, y b) Determinar el efecto de 5, 10 y 15 mL L™ de extracto acuoso de



lodo de la bahia “El Ferrol” en el contenido de lipidos de la microalga T.
suecica.

Ademas, se planted la siguiente hipoétesis: Si bajo condiciones de laboratorio,
se utiliza extracto acuoso de lodo (EAL) en el cultivo de la microalga T. suecica,
en concentraciones de 5, 10 y 15 mL L™ que corresponden a los tratamientos
T1, T2 y T3, respectivamente, se obtendra que los dosificados con 10 mL L de
extracto acuoso de lodo, presentaran un mayor crecimiento poblacional y
contenido de lipidos totales en comparacion de los tratamientos con 5y 15 mL
L' de EAL.

Se planted para el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales:

HO: T1=T2= T3
HaT1<T2>T3

T1: Tratamiento a concentracion de 5 mL L™ de EAL.
T2: Tratamiento a concentracion de 10 mL L™ de EAL.

T3: Tratamiento a concentraciéon de 15 mL L™ de EAL.



Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El trabajo fue desarrollado en el laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares
de la Escuela Académico Profesional de Biologia en Acuicultura, Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, con fecha desde setiembre a
octubre del 2012.

2.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

2.2.1. Material biolégico

La microalga Tetraselmis suecica (Fig. 1) fue proporcionada por el
Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, la misma que se mantuvo
con medio Guillard /2 preparado con agua de mar esterilizada a 121 °C
y 15 psi, contenidas en 4 matraces con 500 mL e iluminados con un
fluorescente de 42 w (2000 lux), con agitacion manual dos veces al dia,

gue luego de cuatro dias sirvieron para su uso en los tratamientos.

Fig. 1. Células de T. suecica (100X observado en microscopio optico).

2.2.2. Agua del medio de cultivo

El agua de mar que se utilizdé en el experimento se recolectd del sector
playa “El Dorado” en la bahia de Samanco, distrito de Nuevo Chimbote
(Peru), y fue trasladado al laboratorio en 1 bidon de plastico con 100 L
de volumen efectivo. Para su utilizacion se siguié la metodologia
modificada de Gonzalez & Polo (2013) filtrando con malla de Nytal de 5



um, y se agregd 1 mL de hipoclorito de sodio (Clorox al 5,25%) por litro,
dejando actuar por 24 h para eliminar la mayoria de las bacterias
presentes en el medio. Luego se neutraliz6 con una solucion de
tiosulfato de sodio al 15% a razén de 1 mL por litro de agua de mar, el
mismo que seguido se colocé abundante aireacion (10 L min.) por

espacio de 30 min para eliminar el cloro residual.

2.2.3. Preparacion del in6culo

Los in6culos de T. suecica para todos los tratamientos fueron tomados
inicialmente de 4 matraces con 500 mL de cultivo. Estos in6culos fueron
utilizados en la fase de crecimiento exponencial (cuarto dia de cultivo)
para asegurar que las microalgas estuvieran en un estado fisiologico
optimo, los mismos que se agregaron a razon de 1:10 en cada unidad

experimental.

2.3. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
2.3.1. Medio Guillard f/2
El medio de -cultivo Guillard f/2 utilizado (Anexo 1), para el
mantenimiento de los indculos de T. suecica y el tratamiento control, fue

elaborado segun lo establecido por Guillard (1975).

2.3.2. Extracto acuoso de lodo (EAL)

Se obtuvo una muestra de 5 kg de lodo procedente de la bahia “El
Ferrol” (09°05’42”S; 78°36'14”0), Chimbote - Ancash, utilizando una
draga Van Veen, el que fue trasladado en un balde plastico de 20 L de

capacidad, hasta el laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares.

Para la preparacion del EAL (Fig. 2) se peso6 aproximadamente 500 g de
lodo fresco y se llevd a estufa para su secado a 60°C por 12 h hasta
peso constante, del cual se tom6 200 g para ser pulverizados con un
mortero. El polvo obtenido se disolvié en agua destilada y se aford hasta
2000 mL. Esta solucion fue calentada hasta 100 °C por 30 min. Luego se
enfrié a temperatura ambiente y se filtr6 con papel Whatman N° 42 con

ayuda de una bomba de vacio y embudo Buchner. Finalmente esta
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soluciéon fue almacenada en un frasco de vidrio @mbar a 5 °C hasta su

utilizacién en la experiencia.

Muestra 5 kg. Bahia El Ferrol.
Draga Vean Veen

Lodo fresco

Estufa a 60 °C

[ <——— Tiempo: 12 horas

Peso constante
200 gr. <
l Aforar

e —————————— Calentar hasta 100 °C
2000ml &——— Tiempo: 30 min.
. Enfriar a medio ambiente

Pulverizar en mortero
Disolver en agua destilada

|

Concentrar

_ S — Frasco de vidrio
C— Filtrar —) Almacenar <— ambar
A 5°C

0.1gr./mllodo Papel Whatman N° 42
Con bomba de vacio y embudo Buchner

Fig. 2. Flujograma de la metodologia de la preparacion del extracto de

lodo.
La concentracion final de lodo en la solucién stock fue de 100 mg mL™*
del extracto de lodo y para efectos de su dosificacion a los cultivos
microalgales se utilizaron 5, 10 y 15 mL de EAL por litro de cultivo,
equivalentes a 500, 1000 y 1500 mg L de lodo en peso seco,
respectivamente. A esta solucion se analizé el contenido de materia
organica e inorganica (AOAC, 1995), y colorimétricamente se determind
el nitrégeno total, fosforo total y hierro (APHA, 2005) (Anexo 2).



2.4. ACONDICIONAMIENTO DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES

Para el experimento se utilizaron 12 botellas plasticas de 1500 mL conteniendo
1000 mL de volumen efectivo de cultivo, los que se iniciaron con un promedio
de la concentracién celular, de acuerdo a ensayos previos, de 15,0 x10* cél.
mL? de T. suecica.

Se empled el disefio completamente al azar (Steel & Torrie, 1988), con 4

tratamientos y tres repeticiones cada uno, incluido un grupo control (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos utilizados en los cultivos de T. suecica con diferentes
concentraciones de Extracto acuoso de lodo (EAL).

Tratamientos Especificaciones

Cultivo de la microalga Tetraselmis suecica con

Te medio Guillard f/2.

T1 Cultivo de la microalga Tetraselmis suecica con
5mL Lt de EAL.

T2 Cultivo de la microalga Tetraselmis suecica con
10 mL L de EAL.

T3 Cultivo de la microalga Tetraselmis suecica con

15 mL L™ de EAL.

Fig. 3. Unidades experimentales de los cultivos microalgales de T. suecica

cultivadas con diferentes concentraciones de EAL.

Se efectuaron registros diarios de temperatura con un termometro digital Hanna
(20,1 °C), pH con un pH-metro digital Hanna (£0,01) y flujo de aire utilizando un

fluyjometro Cole Parmer (+10 mL min%).



2.5. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICROALGAL

El crecimiento de los cultivos se determiné por conteos diarios (cél. mL™)
utilizando camara de Neubauer y microscopio optico compuesto marca Nikon,

durante los ocho dias de duracion del experimento.

Las curvas de crecimiento se construyeron con la densidad poblacional diaria, y
con la fase exponencial de la misma se determin0 la tasa de crecimiento
poblacional por dia (1) y el tiempo de duplicacién poblacional diaria (TD) al

quinto dia de cultivo, segun Guillard (1975) mediante las férmulas:

_ In(N¢/Ny) ' D — In (2)
Ty —To ’ B

Donde:
No y Nf corresponde al numero de células por mL en

los tiempos To y Ts, respectivamente.

2.6. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE LIPIDOS TOTALES

Con el fin de determinar la concentracion de los lipidos totales por litro de
cultivo, se determind la biomasa microalgal al quinto dia de cultivo de la
siguiente manera: Se filtr6 20 mL de suspension microalgal en papel Whatman
N° 42 (@ 1,0 um) por cada unidad experimental y se llevaron a secado en una
estufa a 60 °C por 6 h, y se dejo enfriar por 1 h. Para determinar el peso seco,
se registraron los pesos antes y después del filtrado, y los calculos se hicieron
segun la siguiente formula:
Biomasa (mg L) = (P1-P2) x 1000/ 20

Donde:

P1: Peso inicial muestra (mg)

P2: Peso final muestra (mg)
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El contenido de lipidos fue determinado segun metodologia modificada de Bligh
& Dyer (1959) y Marsh & Weinstein (1966); para lo cual se tom6 una muestra
de 25 mL de suspension microalgal de cada unidad experimental y se
centrifugo a 10000 rpm por 10 min, seguido se eliminé el sobrenadante dejando
la pasta de microalga que fue secada en estufa a 60 °C por espacio de 3 h
hasta peso constante. A cada uno de los tubos se les adicion6 3 mL de una
solucion de cloroformo: metanol (2:1) y se dejo reposar por 12 h en
refrigeracion a 5 °C.

Luego de transcurridas 12 h se agregd 2 mL de agua destilada a cada tubo, y
fueron centrifugados a 10000 rpm por 10 min, seguido se elimind la capa
superior; el restante se evaporé en bafio Maria, y fueron secados en una estufa
a 105 °C por 30 min para asegurar la evaporacion total de agua que pueda

guedar como residuo.

Las muestras con los tubos de ensayo se enfriaron a temperatura ambiente por
30 min, se adicion6 a cada tubo 2 mL de &cido sulfarico (H2SO4) concentrado y
se calentd a una temperatura de 200 °C por una hora. Nuevamente se enfri al
ambiente como paso previo para realizar las lecturas con ayuda de un
espectrofotometro Turner Barstearnd Internacional con celdas de cuarzo (1 cm)

a 375 nm de longitud de onda.

Para la curva de calibracion se utilizaron colesterol, dipalmitina y triestearina.
Para obtener una formula general del porcentaje de lipidos se utilizd
metodologia modificada de Ipanaqué & Paredes (2009), promediando las tres
pendientes de las ecuaciones de regresion con estas sustancias, dando como

férmula general la siguiente:

(£1230)* "]

1,1231

L(%) = - x100

(%) v

Abs : Absorbancia (nm).

\% . Volumen de muestra final analizada (5 mL).

M . Peso seco de la muestra microalgal en 20 mL de cultivo (mg).
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Muestra de 20 mL de cultivo

U

Agregar 3 mL solucién
Cloroformo:Metanol 1:2

U

Dejar por 12 h en refrigeracion
5°C

U

Centrifugar a 10000 rpm por 10 min

U

Eliminar fase superior

U

Evaporara 80 °Cy secar a 105 °C

U

Agregar 2 mL de H,SO,

U

Calentar a 200 °C por 60 min

U

Enfriar con agua al ambiente

U

Leer en espectrofotometroa 375 nm

Fig. 4. Flujograma del proceso de determinacion de los lipidos de T. suecica en
todos los tratamientos.

1.0
’L - A
0.9 s "
- .jf-' A [ [p— Lineal (A
0.8 T-F- — - — Lineal (B
T — — — Lin=sal (T
0.6 =
s
S - 1,1188x
0.5 p B heora
Tt
0.4 e
_._.,«":’v y=1,1553x
0.3 e R==10,5571
J.e')ﬂ
L e 1 it y=1,0872x
mEca: R= = 09987
0.0 #F—
0.0 01 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Fig. 5. Curvas de calibracion para determinar la concentracion de lipidos.
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Con los datos obtenidos de biomasa y el porcentaje de lipidos se calcularon la
biomasa de lipidos por litro de cultivo y los lipidos por célula en cada unidad

experimental mediante las siguientes formulas:

Lipidos totales en peso seco por litro (B)

P (L)
B(mgLt)=—7-+
(mg L) = =40
P : Peso seco del total de biomasa microalgal en un litro (mg).
L : Porcentaje de Lipidos (%).

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

La densidad celular, la tasa de crecimiento, tiempo de duplicacién, y contenido
de lipidos totales de T. suecica cultivada con diferentes concentraciones de
EAL y el grupo control con Guillard f/2, fueron sometidos al andlisis de varianza
(ANOVA) vy la prueba de Tukey HSD para establecer diferencias entre los
tratamientos. En todos los casos se utiliz6 una significancia de 0,05. Todo el
tratamiento estadistico fue desarrollado utilizando los programas, Microsoft
Excel 2010 y SPSS 19.0 para Microsoft Windows 7.
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lll. RESULTADOS
3.1. Comportamiento de latemperaturay pH del cultivo de T. suecica

3.1.1. Temperatura en los cultivos

En la Fig. 6 se muestra la variacion de la temperatura en los cultivos de
T. suecica durante la experiencia.

La temperatura en los cultivos de T. suecica de los diferentes
tratamientos varié entre los 24,1 y 24,8 °C durante los dias del
experimento, siendo estadisticamente iguales (p>0,05) entre ellos y en

cada uno de los dias de cultivo (Anexo 3).

25,00

24,75

Temperatura ( °C)
N
3

24,25

24,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dia de Cultivo

-0 —=-5 10 ——15 mLL! EAL

Fig. 6. Variacion promedio de la temperatura en los cultivos de T. suecica en
todos los tratamientos.
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3.1.2. pH de los cultivos

Las curvas de variacion del pH en los cultivos de T. suecica durante la

experiencia son mostradas en la Fig. 7.

El pH de los cultivos de T. suecica en los diferentes tratamientos con
EAL varid entre los 8,10 al inicio del experimento y 8,93 al cuarto dia de
cultivo. Al sexto dia de cultivo se presentdé el mayor promedio
significativo (p<0,05) de 8,90 que corresponde al tratamiento dosificado
con medio Guillard f/2; mientras que para el tratamiento con 15 mL de

EAL el mayor promedio fue de 8,87 al quinto dia de cultivo (Anexo 4).

9,00

T AR
Y
e

8,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Dia de Cultivo

——-0 —&-5 10 —>—15 mLL? EAL

Fig. 7. Variacion promedio del pH en los cultivos de T. suecica en todos los
tratamientos.
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3.2. Crecimiento poblacional de T. suecica

3.2.1. Crecimiento poblacional

En la Tabla 2 y Fig. 8, se muestran las densidades celulares en los

cultivos de T. suecica en los tratamientos con EAL y Guillard f/2 durante

la experiencia.

Tabla 2. Densidad poblacional (x10% cél. mL™?) de T. suecica en los cultivos
dosificados con medio EAL y con Guillard f/2.

DIA DE
CULTIVO

o

oo ~N o o DN B

Guillard f/2

15,00
24,00
59,67
101,33
154,67
169,33
219,67
199,67
162,67

EAL (mL L%

5 10 15
15,00 15,00 15,00
23,67 30,00 23,67
53,33 70,67 61,33
102,67 114,67 100,67
111,67 140,33 115,33
128,33 175,33 124,00
149,67 196,33 124,67
169,33 165,00 131,00
127,00 148,00 103,00

Tabla 3. Determinacion del

nivel

de Significancia en

la Prueba de

Comparaciones Mdltiples entre los Tratamientos del Crecimiento de T. suecica
en condiciones de laboratorio

Variable . . Nivel de -
Dependiente Tratamientos Tratamientos Significancia Interpretacion
5ml 0,998 No Significativo
CONTROL 10 ml 0,065 No Significativo
15 mi 0,998 No Significativo
CONTROL 0,998 No Significativo
5ml 10 ml 0,051 No Significativo
15 ml 1,000 No Significativo
D1 CONTROL 0,065 No Significativo
10 mi 5ml 0,051 No Significativo
15 ml 0,051 No Significativo
CONTROL 0,998 No Significativo
15 ml 5ml 1,000 No S?gn?f?cat?vo
10 ml 0,051 No Significativo
5ml 0,259 No Significativo
D2 CONTROL 10 ml 0,033 Significativo
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15 ml 0,949 No Significativo
CONTROL 0,259 No Significativo
5ml 10 ml 0,003 Significativo
15 ml 0,126 No Significativo
CONTROL 0,033 Significativo
10 mi 5ml 0,003 Significativo
15 ml 0,070 No Significativo
CONTROL 0,949 No Significativo
15 mi 5ml 0,126 No Significativo
10 ml 0,070 No Significativo
5ml 0,903 No Significativo
CONTROL 10 ml 0,001 Significativo
15 ml 0,986 No Significativo
CONTROL 0,903 No Significativo
5ml 10 ml 0,001 Significativo
D3 15 ml 0,746 No Significativo
CONTROL 0,001 Significativo
10 mi 5ml 0,001 Significativo
15 ml 0,000 Significativo
CONTROL 0,986 No Significativo
15 mi 5ml 0,746 No Significativo
10 ml 0,000 Significativo
5ml 0,024 Significativo
CONTROL 10 ml 0,620 No Significativo
15 ml 0,037 Significativo
CONTROL 0,024 Significativo
5ml 10 ml 0,138 No Significativo
D4 15 ml 0,988 No Significativo
CONTROL 0,620 No Significativo
10 ml 5ml 0,138 No Significativo
15 ml 0,212 No Significativo
CONTROL 0,037 Significativo
15 mi 5ml 0,988 No Significativo
10 ml 0,212 No Significativo
5ml 0,018 Significativo
CONTROL 10 ml 0,936 No Significativo
15 ml 0,010 Significativo
CONTROL 0,018 Significativo
5ml 10 ml 0,008 Significativo
D5 15 ml 0,974 No Significativo
CONTROL 0,936 No Significativo
10 mi 5ml 0,008 Significativo
15 ml 0,005 Significativo
CONTROL 0,010 Significativo
15 mi 5ml 0,974 No Significativo
10 ml 0,005 Significativo
5ml 0,008 Significativo
D6 CONTROL 10 ml 0,472 No Significativo
15 ml 0,001 Significativo
5ml CONTROL 0,008 Significativo
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10 ml 0,064 No Significativo
15 ml 0,418 No Significativo
CONTROL 0,472 No Significativo
10 mi 5ml 0,064 No Significativo
15 ml 0,007 Significativo
CONTROL 0,001 Significativo
15 mi 5ml 0,418 No Significativo
10 ml 0,007 Significativo
5ml 0,082 No Significativo
CONTROL 10 ml 0,046 Significativo
15 ml 0,001 Significativo
CONTROL 0,082 No Significativo
5ml 10 ml 0,976 No Significativo
D7 15 ml 0,029 Significativo
CONTROL 0,046 Significativo
10 mi 5ml 0,976 No Significativo
15 mi 0,050 No Significativo
CONTROL 0,001 Significativo
15 mi 5ml 0,029 Significativo
10 ml 0,050 No Significativo
5ml 0,007 Significativo
CONTROL 10 ml 0,295 No Significativo
15 ml 0,000 Significativo
CONTROL 0,007 Significativo
5ml 10 ml 0,096 No Significativo
D8 15 ml 0,055 No Significativo
CONTROL 0,295 No Significativo
10 ml 5ml 0,096 No Significativo
15 ml 0,002 Significativo
CONTROL 0,000 Significativo
15 mi 5ml 0,055 No Significativo
10 ml 0,002 Significativo

Diferencia Significativa (P<0.05)

El primer dia de cultivo (Tabla 2 y 3, Fig. 8) la densidad poblacional en
todos los tratamientos fue estadisticamente igual (p>0,05), es decir no
hubo una predominancia en crecimiento celular en ninguno de los
tratamientos, con valores entre los 23,67 x10* cél. mL? (5y 15 mL L de
EAL) y 30,00 x10* cél. mL? (10 mL L de EAL).

En los dias de cultivo 2 y 3; se mantuvo la tendencia que el mayor
crecimiento de células de T. suecica se obtuvo con 10 mL L con
valores de 70,67 x10* cél.mL™? y 114,67 x10* cél.mL respectivamente; y
entre el tratamiento control y los tratamientos de 5y 15 mL L™ no hubo

diferencia significativa en el crecimiento poblacional, con valores de
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59,67 x10* cél.mL? 53,33 x10* cél.mL™* 61,33 x10%él.mL*? (dia 2)
101,33 x10* cél.mL™1 102,67 x10* cél.mL* 100,67 x10* cél.mL™* (dia 3).

En los dias de cultivo 4 y 5; entre el tratamiento control y el tratamiento
de 10 mL L no hubo diferencia significativa ya que estadisticamente
tuvieron igual crecimiento poblacional, con valores para el dia 4 de
154,67 x10* cél.mL™? 140,33 x10* cél.mL? y para el dia 5, 169,33 x10*
cél.mL? 175,33 x10* cél.mL™? consecutivamente; mientras que para con
los tratamientos 5 y 15 si hubo diferencia significativa debido a que
tuvieron un menor crecimiento poblacional, con valores para el dia 4 de
111,67 x10* cél.mL?  115,33x10* cél.mL? y valores para el dia 5 de

128,33x10% cél.mL™* 124,00x10* cél.mL™* consecutivamente.

En el sexto dia de cultivo; entre el tratamiento control y el tratamiento de
10 mL L no hubo diferencia significativa (219,67 x10* cél.mL™?, 196,33
x10* cél.mLl) ya que estadisticamente tuvieron igual crecimiento
poblacional siendo para este dia el maximo crecimiento poblacional,
debido a que partir del sétimo dia empieza a decaer el crecimiento
poblacional en todos los tratamientos (199,67 x10* cél.mL™? 169,33 x10*
cél.mL1 165,00 x10* cél.mL* 131,00 x10* cél.mL™?).

En el dltimo dia de cultivo (dia 8), las mayores densidades significativas
(p<0,05) se encontraron en los tratamientos con medio Guillard f/2 y 10
mL L™ de EAL, con 162,67 y 148,00 x10* cél. mL™?, respectivamente; y la
menor densidad poblacional significativa (p<0,05) se encontré6 en el
tratamiento dosificado con 15 mL L™ de EAL con un valor de 103,00 x10*

cél. mL™2.
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Fig. 8. Curvas de crecimiento poblacional en los cultivos de T. suecica en los
medios de cultivo.

3.2.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion poblacional
diaria

En la Tabla 4, se muestra la tasa de crecimiento (1) y el tiempo de
duplicacién (TD) poblacional en los cultivos con medio EAL y Guillard /2,

en el sexto dia.

Tabla 4. Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacién diaria (TD)
poblacional en el sexto dia de cultivo de T. suecica dosificados con medio EAL
y Guillard f/2.

PARAMETRO  Guillard /2 EAL (mL L) (x10% cél. mL)
5 10 15
N| 15,00 15,00 15,00 15,00
Np 219,67 149,67 196,33 124,67
W (diat) 0.447 0.383 0.429 0.353
TD (dia) 1.55 1.81 1.62 1.96
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Tabla 5. Determinacion del

nivel de significancia en

la prueba de

comparaciones multiples en la tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicacion
diaria (TD) poblacional en el sexto dia de cultivo de T. suecica dosificados con
medio EAL y Guillard f/2.

Variable
dependiente

Tratamientos

Tratamientos

Nivel de Significancia

Interpretacion

5ml 0,010 Significativo
CONTROL 10 ml 0,914 No Significativo
15mi 0,005 Significativo
CONTROL 0,010 Significativo
5ml 10 mi 0,004 Significativo
16 15 mi 0,947 No Significativo
CONTROL 0,914 No Significativo
10 ml 5ml 0,004 Significativo
15 mi 0,002 Significativo
CONTROL 0,005 Significativo
15 ml 5ml 0,947 No Significativo
10 mi 0,002 Significativo
5ml 0,006 Significativo
CONTROL 10 mi 0,911 No Significativo
15 mi 0,003 Significativo
CONTROL 0,006 Significativo
5ml 10 ml 0,003 Significativo
D6 15 mi 0,888 No Significativo
CONTROL 0,911 No Significativo
10 ml 5ml 0,003 Significativo
15mi 0,001 Significativo
CONTROL 0,003 Significativo
15 ml 5ml 0,888 No Significativo
10 ml 0,001 Significativo

La tasa de crecimiento (1) al sexto dia de cultivo (Tabla 4 y 5), dia de

mayor crecimiento algal, no presento diferencia significativa (p<0,05)

entre el tratamiento con 10 mL L?! de EAL y Guillard /2, siendo para

estos dos tratamientos el maximo crecimiento respectivamente 0,429 y

0,447 dia®, estos tratamientos

presentaron

diferencia significativa

(p<0,05) con los tratamientos 5y 15 mL L™ de EAL con valores de 0,383

y 0,353 dial, respectivamente. Asimismo, el tiempo de duplicacion diaria

poblacional, para el sexto dia, los mayores valores estuvieron en el

tratamiento de dosificacion 10 mL L™ de EAL y el Guillard f/2 con 1,55 y
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1,62 dia, respectivamente; y los menores valores en los tratamientos

dosificados con 5y 15 mL L™ con 1,81 y 1,96 dia, respectivamente.

3.3. Contenido de lipidos en T. suecica

EnlaTabla 6 y Fig. 9 y 10, se muestran los valores de concentracion de lipidos

de T. suecica al sexto dia de cultivo.

Tabla 6. Porcentaje y peso de lipidos de T. suecica en los cultivos dosificados
con medio EAL y Guillard f/2.

PARAMETROS

Lipidos (%)
Lipidos (mg L?)

Guillard f/2

18.6
57,88

EAL (mL L)
5 10 15
23.5 22.4 21.1
56,84 72,34 48,01

Tabla 7. Determinacion del

nivel

de Significancia en

la Prueba de

Comparaciones Multiples en el Porcentaje y Peso de Lipidos de T. suecica en
los cultivos dosificados con Medio EAL y Guillard /2

Variable
dependiente

Tratamientos

Tratamientos

Nivel de Significancia

Interpretacién

5mil 0,000 Significativo
CONTROL 10 ml 0,000 Significativo
15 ml 0,002 Significativo
CONTROL 0,000 Significativo
5ml 10 ml 0,146 No Significativo
3 15 ml 0,003 Significativo
LiP_POR
CONTROL 0,000 Significativo
10 ml 5ml 0,146 No Significativo
15 ml 0,076 No Significativo
CONTROL 0,002 Significativo
15 ml 5ml 0,003 Significativo
10 ml 0,076 No Significativo
5ml 0,994 No Significativo
; CONTROL 10 ml 0,029 Significativo
LiP_BIO
15 ml 0,146 No Significativo
5ml CONTROL 0,994 No Significativo
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10 ml 0,021 Significativo

15 ml 0,207 No Significativo
CONTROL 0,029 Significativo
10 ml 5mil 0,021 Significativo
15 ml 0,001 Significativo

CONTROL 0,146 No Significativo

15 ml 5ml 0,207 No Significativo
10 ml 0,001 Significativo

Diferencia Significativa (P<0.05)

80.0
70.0
60.0
50.0

40.0

LIPIDOS mli/I

30.0

20.0

10.0

0.0

Fig. 9. Biomasa de lipidos de T. suecica en los tratamientos con EAL y medio

Guillard f/2.
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Fig. 10. Porcentaje de lipidos de T. suecica en los tratamientos con EAL y
medio Guillard /2.

El mayor valor de significancia (p<0,05) del porcentaje de lipidos (Tabla 6 y 7
Fig. 9 y 10), se encontré en el tratamiento dosificado con 5 mL L™* de EAL con
un porcentaje de 23,5 %; seguido de los tratamientos con 10 y 15 mL L? de
EAL con promedios de 22,4 y 21,1 %, respectivamente. EI menor valor
significativo (p<0,05) de lipidos fue encontrado en el tratamiento de 15 mL L*
con un promedio de 21,1 %.

Referente al peso lipidico, presento el mayor valor de significancia (p<0,05) el
tratamiento dosificado con 10 mL L de EAL con 72,34 mg L?. Los menores
valores de significancia (p<0,05) de peso lipidico fue encontrado en los
tratamientos con 5y 10 mL L de EAL y el medio Guillard f/2, con valores de
56,84; 48,01 y 57,88 mg L, respectivamente.
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IV. DISCUSION

Los cultivos microalgales estan condicionados por diversos factores siendo los
mas importantes los nutrientes, la intensidad luminica y el pH, los que pueden
incidir en la composicion quimica y deben ser controlados en su rango 6ptimo
para que estos no sean factores determinantes que influyan en lo que se
pretende encontrar en el trabajo de investigacion (Richmond & Becker, 1986;
Abalde et al., 1995; Silva et al., 2011).

Abalde et al. (1995), mencionan que la temperatura es un factor importante a
tener en cuenta en los cultivos microalgales y que su rango éptimo del cultivo
varia segun la especie, existiendo algunas especies que no soportan
temperaturas superiores a los 25 °C y otras crecen bien hasta los 36 °C.
También Coll-Morales (1983), indica una temperatura optima de 18 °C mientras
que Serdar et al. (2007), reportan una experiencia de buen crecimiento de T.
suecica a 20 °C. En el presente trabajo los cultivos presentaron un estrecho
rango de temperatura de 24,1 a 24,8 °C no afectando la dinamica del

crecimiento a T. suecica en las condiciones de laboratorio.

Richmond & Becker (1986), mencionan que las especies de microalgas
requieren un rango de pH optimo para su cultivo que va entre los 7 y 8, y que
descensos bruscos del pH suelen ser letales, aunque suelen soportar mejor los
incrementos. Silva et al. (2011), encontraron en cultivos microalgales rangos de
pH entre 7,13 y 8,69 con la temperatura fluctuando entre 21 y 24°C. De igual
manera Millan-Nufez et al. (2010), reportan en cultivos de T. Suecica intervalos
de pH de 7,3 a 8,5, en consecuencia en el presente trabajo los cultivos
presentaron un rango adecuado de pH (8,10 y 8,93) por lo que las variaciones

de este pardmetro no afectan el crecimiento de T. suecica.

Sanchez et al. (2008), utilizando el ensilado de pescado como medio de cultivo
organico para evaluar el crecimiento mixotrofico de Nannochloropsis oculata, y
trabajando con diferentes concentraciones de nitrégeno en cada medio, asi el
T3 estuvo compuesto por ensilado en una concentracion de 1 mL L™, el T4 con

solucion Yashima y con la solucion de ensilado en una concentracion de 0,67
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mL L%, el T5 con solucion de ensilado en una concentracion de 1 mL L
obtuvieron una mayor densidad poblacional utilizando el medio Yashima
(778,23 x10° cél. mL™?), seguido por el tratamiento dosificado con ensilado de
pescado (669,73 x10° cél. mL™?) y la densidad poblacional utilizando Guillard f/2
fue de 260,15 x10° cél. mL?, y teniendo en cuenta el balance de las
concentraciones de nutrientes en cada uno de los medios de cultivo, el medio
Yashima presenté una mayor densidad celular a pesar de tener menor
concentracion de nutrientes, pero se debid a que presenta un mejor balance de

nitrégeno y fosforo (20:1) frente al ensilado (155:1)..

En el presente trabajo los méximos valores de densidad poblacional se
encontraron en el dia 6 con el tratamiento de 10 mL L™ de EAL y Guillard f/2
con valores de 196,33 y 219,67 x10% cél. mL™?, respectivamente; demostrando
la adecuada proporcion de nutrientes que favorecen el crecimiento microalgal.
En contraste, el tratamiento con 15 mL L' de EAL, presenta la menor
concentraciones de células (131,00 x10* cél. mL?Y) que fue al parecer

consecuencia del exceso de nutrientes o al desbalance del Ny P.

Para demostrar que los sedimentos contienen nutrientes suficientes para
incrementar las densidades microalgales, Thain (1992), ensay6 cultivos de T.
suecica con muestras de agua y sedimento de una Ensenada alemana; asi,
utilizando solamente agua de la Ensenada obtuvo al quinto dia de cultivo de 15
x10% a 45 x10* cél. mL?, y al noveno dia de cultivo se obtuvo de 35 x10* a 55
x10% cél mL*; por otro lado, utilizando sélo sedimentos, al quinto dia los cultivos
microalgales presentaron densidades de 25 x10% a 45 x10* cél. mL? y al

noveno dia de cultivo de 40 x10* a 160 x10* cél mL™.

En el trabajo de investigacién se encontrd que los tratamientos con 10 mL L™
de EAL y Guillard f/2, presentaron los mayores valores promedios de la tasa de
crecimiento poblacional al dia sexto de cultivo con 0,429 y 0,447 dia?,
respectivamente, por lo que se estima que la mejor concentracion se encuentra
en 10 mL L* de EAL, los mismos que fueron ligeramente menores a los

encontrados por Silva et al. (2011), que evaluaron el crecimiento de
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Tetraselmis sp., obteniendo el mayor valor de la tasa de crecimiento

poblacional (0,659 dia) con una concentracion de 4,56 % de sanguaza/agua.

El tiempo de duplicacion poblacional diaria (TD), que es el tiempo en dias que
toma una poblacion en duplicarse en numero de células, esta relacionada con
la velocidad de crecimiento, a mayor velocidad de crecimiento menor tiempo de
duplicaciéon por lo que el incremento de la tasa implica a su vez una mayor
produccion microalgal. Sheehan et al. (1998), determinaron que T. suecica
cultivada con medio Guillard f/2, tuvo un tiempo de duplicacion de 1,50 dia;
mientras que en nuestra experiencia el control presenté un promedio
ligeramente mejor (1,55 dia). Asimismo, el cultivo de T. suecica dosificado con
10 mL L de EAL fue el mejor tratamiento (1,62 dia) dada su menor TD, es
decir le toma menos tiempo en duplicar el niumero de células, lo que indicaria
gque en este tratamiento, T. suecica encuentra las mejores condiciones de

crecimiento en comparacion con los demas tratamientos.

Los lipidos se encuentran en las células microalgales y su contenido puede ser
regulado mediante la adicion o restriccion del nitrégeno en el medio de cultivo
lo que hace variar el contenido lipidico, y puede ser incrementado por la
limitacion del 1% de las sales nutritivas nitrogenadas (Loera-Quezada & Olguin,
2010). Fernandez & Paredes (2007), cultivaron T. suecica con extracto de
ensilado de pescado y urea, obteniendo incrementos del contenido de lipidos
de 154 % con respecto al grupo control (medio Guillard f/2), en los dosificados
con 40 mL L? del extracto. Sheehan et al. (1998), cultivando T. suecica con
medio Guillard /2, encontraron una concentracién lipidica de 22 % en peso
seco. De acuerdo a ellos y a nuestra experiencia, utilizando residuos de bajo
costo, como medios de cultivo alternativos para microalgas, son factibles de
utilizar y muestran una buena produccién de lipidos como lo encontrado en el
tratamiento con 5y 10 mL L de EAL en los que se obtuvieron 23,5% y 22,4 %,

respectivamente.

Loera-Quezada & Olguin (2010), mencionan que la deficiencia de nitrégeno es
el factor que mas afecta el metabolismo de los lipidos, por lo que la limitacién

de nitrégeno es considerada como la estrategia mas eficiente para incrementar
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el contenido de lipidos neutros en las microalgas, en particular el de
triglicéridos conformados por &cidos grados con un elevado grado de
saturacion (Garibay et al., 2009), siendo para el estudio, la mejor condicién
encontrada en el tratamiento de 5 mL L™ de EAL con 23.5% de lipidos por

presentar las menores concentraciones de nutrientes (nitrégeno y fosforo).

Segun Sukenik et al. (1993), en los medios de cultivo con suficiente nitrogeno
las células sintetizan principalmente proteinas para mantener el crecimiento y
la division, pero ante condiciones de limitacion o agotamiento de nitrégeno no
habria nutrientes suficientes para mantener el crecimiento celular, por lo que
aumentan las sustancias de reserva como los lipidos a expensas de la sintesis
proteica; sin embargo Fabregas et al. (1996), considera que con los cultivos
saturados de nitrégeno se disminuye la concentracion celular y aumenta el
peso de cada célula, con una inhibicion del crecimiento celular y aumentando el
porcentaje de proteina ya que se sigue incorporando nitrdgeno aun
presentandose el bloqueo de la divisién celular, el mismo proceso produce la
disminucién de la proporcion proteinas/lipidos haciendo que los lipidos se
muestren con un menor porcentaje. De todo ello queda claro que el contenido
lipidico de T. suecica se debe a la calidad y cantidad de nutrientes (N, P)

empleados como medio de cultivo.

Chiu et al. (2009), mencionan que la acumulacion de lipidos en las células
microalgales estan asociadas con el crecimiento poblacional, ellos encontraron
gue los contenidos de lipidos en células de Nannochloropsis oculata, con un
medio limitado en nitrdgeno durante las fases de crecimiento logaritmica,
estacionaria temprana y final, fueron 30,8; 39,7, y 50,4 %, respectivamente,
relacionando los mayores valores con la disminucion en el contenido de
nitrégeno en el medio de cultivo. Por otro lado, Beopoulos et al. (2009),
evidencian que el agotamiento de nitrégeno en el medio puede causar la
detencion de la divisién celular, pero el metabolismo del carbono continda, lo

gue da como resultado una mayor produccién de lipidos.

En consecuencia, al incrementarse las densidades microalgales, durante el

crecimiento se produce el paulatino agotamiento de nutrientes, principalmente

28



la fuente de nitrégeno, explicandose el mayor porcentaje de lipidos en el cultivo
dosificado con 5 mL L de EAL (23,5 %), pero la mayor densidad poblacional
obtenida fue en el tratamiento con 10 mL L de EAL, obteniéndose una mayor
biomasa lipidica (72,34 mg L'y 22.4%), siendo esta Ultima la mejor dosis para
la obtencion de lipidos. Esto es corroborado por Alsull & Wan (2012), que
obtuvieron porcentajes lipidicos en Tetraselmis sp., desde 13,29 % en
condiciones de limitaciéon de nitrogeno, hasta los 29,51 % en condiciones de
restriccion total, concluyéndose que existe una relacion inversa entre la

concentracion de N en los nutrientes y el contenido de lipidos en la microalga.

En base a los resultados obtenidos, el contenido lipidico de T. suecica estaria
influenciado por la proporcién de N en el extracto acuoso de lodo (Tabla 4,
Anexo 2). Lo que se evidencia que al utilizar un menor contenido de N (5 mL L
de EAL; 4,73 ppm N) presenta un mayor porcentaje de lipidos (23,5 %), y con
un mayor contenido de N (15 mL L™ de EAL; 14,19 ppm N) se present6 un
menor porcentaje de lipidos (21,1 %); mientras que el tratamiento con 10
mL L™ de EAL (9,46 ppm N) presenta un porcentaje de 22,4 % de lipidos, y que
relacionado con su mayor contenido en peso de lipidos (72,34 mg L™,

consideramos como la mejor dosificacion de EAL para la obtencion de lipidos.

De acuerdo a los resultados encontrados se acepta la hipotesis alternativa en
donde el tratamiento de 10 mL L' de EAL presenta buen crecimiento
poblacional y alto contenido de lipidos, en comparacion a los otros dos

tratamientos de 5 mL L de EAL y 15 mL L de EAL respectivamente.
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V. CONCLUSIONES

En la curva de crecimiento poblacion se encontré que en el dia seis se
da el maximo crecimiento poblacional, para todos los tratamientos de T.
suecica, obteniendo el mayor valor para el tratamiento dosificado con 10
mL L de EAL, con 196,33 x10* cél. mL™?; y el menor valor se obtuvo en
el tratamiento de 15 mL L'! de EAL, con 124,67 x10% cél. mL™.

En el dia sexto de cultivo, el mayor valor de la tasa de crecimiento (L)
para T. suecica, se obtuvo en el tratamiento dosificado con 10 mL L de
EAL, con 0,429 dial; y los valores menores se presentaron en los
tratamientos dosificados con 5 y 15 mL L de EAL, con 0,383 y 0,353

dial, respectivamente.

En el sexto dia de cultivo, el menor valor del tiempo de duplicacién (TD)
para T. suecica, se presento en el tratamiento dosificado con 10 mL L*
de EAL, con un valor de 1,62 dia; y los mayores valores se obtuvieron
con los tratamientos dosificado con 5 mL L de EAL y 10 mL L de
EAL, con 1,81 diay 1,96 dia.

Al sexto dia de cultivo, el mayor porcentaje de lipidos totales para T.
suecica, se obtuvo en el tratamiento dosificado con 5 mL L de EAL,
con un valor de 23,5%; mientras que los menores porcentajes se
encontraron en los tratamientos dosificados con 10 mL L™ de EAL y 15
mL L de EAL, con 22,4 y 21,15 % respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el contenido de carbohidratos, proteinas y cenizas de los
cultivos de T. suecica con diferentes concentraciones del extracto
acuoso de lodo (EAL) para determinar el valor nutricional de la

microalga.

Conociendo la procedencia del extracto acuoso de lodo para la
produccion de T. suecica no se recomendaria para el consumo humano

por la posible presencia de metales pesados.

Evaluar el crecimiento poblacional y el contenido de lipidos de T. suecica
en el sexto dia de cultivo segun los resultados obtenidos como el dia de

maximo crecimiento poblacional.

Evaluar el crecimiento poblacional y el contenido de lipidos,
carbohidratos y proteinas de Tetraselmis suecica en cultivos
semicontinuos utilizando diferentes concentraciones de EAL en
condiciones de aire libre con el fin de optimizar el escalamiento del

cultivo.

Evaluar la tasa de consumo de nutrientes (nitrégeno, fésforo y hierro) y
el contenido de clorofilas y carotenos de Tetraselmis suecica en cultivos
semicontinuos utilizando diferentes concentraciones de EAL, para
determinar el mejor método de cultivo y su valoracién en la utilizacion

como especie potencial para biorremediacion de aguas residuales.
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Anexo 1. Composicion quimica del medio de cultivo Guillard f/2.

CONCENTRACION

COMPUESTO

(mg L™
Nutrientes
Mayores
NaNOs 755’0000
NaH2PO4H20 '
Micronutrientes
NaoEDTA 4,360
FeClz.6H20 3,150
CuS04.5H20 0,010
ZnS04.7H20 0,022
CoCl2.6H20 0,010
MnCl2.4H20 0,180
NazMnQO4.2H20 0,006
Vitaminas
Tiamina 0,100
Biotina 0,500
Cianocobalamina 0,500

Anexo 2. Analisis quimico del extracto acuoso del lodo de la bahia “El Ferrol” y
la composicién en los tratamientos utilizados en los cultivos de T. suecica.

TRATAMIENTOS

EXTRACTO
PARAMETROS ACUOSO MEDIO EAL (mL LY
DELODO  GyjLLARD f/2
5 10 15
Materia Organica (ppm) 14530 72,65 145,30 217,95
Materia Inorganica 85470 42735 854,70 1282,05
(ppm)
N (Total) (ppm) 946 12,36 4,73 9,46 14,19
P (Total) (ppm) 171 1,29 0,86 1,71 2,57
Fe (ppm) 314 0,72 1,57 3,14 4,71
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Anexo 3. Temperatura promedio (°C) de los cultivos de T. suecica dosificados
con EAL y medio Guillard f/2.

DA DE EAL (mL L%
CULTIVO 0 5 10 15
0 24,1 24,1 24,1 24,1
1 24,2 24,2 24,3 24,3
2 24,4 24,3 24,4 24,3
3 245 245 245 24.4
4 24,6 245 245 245
5 24,5 24,4 24,4 24,3
6 24,5 245 245 245
7 24,7 24,6 24,6 24,7
8 24,6 24,7 24,7 24,7

Letras diferentes por fila, indican diferencia significativa (p<0,05).

Anexo 4. pH promedio de los cultivos de T. suecica dosificados con EAL y
medio Guillard f/2.

DIiA DE EAL (mL L™

CULTIVO 0 5 10 15
0 8,10 8,10 8,10 8,10
1 8,22 8,21 8,17 8,19
2 8,49 8,30 8,54 8,38
3 8,63 8,57 8,70 8,71
4 8,80 8,72 8,62 8,79
5 8,70 8,63 8,74 8,87
6 8,90 8,62 8,76 8,82
7 8,63 8,54 8,58 8,41
8 8,54 8,40 8,42 8,44

Letras diferentes por fila, indican diferencia significativa (p<0,05).
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Anexo 5. Densidad poblacional (x10% cél. mL™?) de T. suecica en todas las
unidades experimentales de los cultivos dosificados con EAL y medio Guillard
f/2.

EAL (mL LY

DIiA DE

CULTIVO 0 5 10 15

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

0 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00
1 24,00 22,00 26,00 22,00 24,00 25,00 29,00 31,00 30,00 23,00 20,00 28,00
2 60,00 60,00 59,00 53,00 49,00 58,00 65,00 70,00 77,00 61,00 60,00 63,00
3 101,00 103,00 100,00 99,00 103,00 106,00 115,00 113,00 116,00 98,00 101,00 103,00
4 125,00 160,00 179,00 108,00 110,00 117,00 138,00 145,00 138,00 119,00 113,00 114,00
5 146,00 175,00 187,00 130,00 127,00 128,00 170,00 165,00 191,00 125,00 126,00 121,00
6 201,00 203,00 255,00 150,00 160,00 139,00 178,00 201,00 210,00 131,00 113,00 130,00
7 194,00 196,00 209,00 169,00 183,00 156,00 153,00 164,00 178,00 139,00 112,00 142,00

8 154,00 163,00 171,00 136,00 130,00 115,00 138,00 146,00 160,00 98,00 101,00 110,00

Anexo 6. Tasa de crecimiento () y Tiempo de duplicacion (TD) poblacional al
sexto dia de cultivo de T. suecica en todas las unidades experimentales
dosificadas con medio EAL y medio Guillard /2.

EAL (mL L)

PARAMETRO 0 5 10 15

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

No (x10*cél. mL™") 15,00 15,00 1500 1500 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00 15,00

N (x10* cél. mL™) 201,00 203,00 255,00 150,00 160,00 139,00 178,00 201,00 210,00 131,00 113,00 130,00

At (dia) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
u (dia™) 0433 0434 0472 0384 0.395 0.371 0412 0433 0440 0.361 0.337 0.360
TD (dia) 160 160 1.47 181 176 1.87 168 160 158 192 206 1.93
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Anexo 7. Biomasa, absorbancias, porcentaje total de lipidos y concentracion
total de lipidos, de T. suecica en todas las unidades experimentales de los
cultivos dosificados con EAL y medio Guillard /2.

PARAMETROS

EAL (mL L™
5 10 15
R1 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
4,86 4,78 4,89 6,29 6,07 6,99 4,58 4,59 4,45

Biomasa (mg x20mL™?) 5,34

320,50 348,00

243,00 239,00 24450 314,50 303,50 349,50 229,00 229,50 222,50

0,255 0,248 0,263 0,318 0,297 0,360 0,218 0,221 0,208

Biomasa (mg L) 267,00
Absorbancia 0,232
Lipidos (%) 19,34
Lipidos (mg L™) 51,64

23,36 23,10 23,94 22,51 21,78 2293 21,19 21,44 2081

56,76 5520 58,54 70,79 66,11 80,14 48,53 49,19 46,30
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Anexo 8. PANEL FOTOGRAFICO

PREPARACION DEL EXTRACTO DE LODO

45



ADICIONANDO EL EXTRACTO ACUOSO DE LODO
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