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RESUMEN

El experimento tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes concentraciones del
procesamiento de Saccharum officinarum (EPS) en el crecimiento poblacional y
contenide de lipidos totales de Scenedesmus acutus. Se evidencié al cuarto dfa que la
densidad celular de S. acutus fue mayor (p<0,05) en el tratamiento a 50 % de EPS con
22,85 x10° cél. mL™, y fue menor (p<0,05) a 90 % de EPS con 9,17 x105 cél. mL-, con
una tasa de crecimiento mayor (p<0,05) a 50 % de EPS con 0,603 d! y menor (p<0,05) a
90 % de EPS con 0,374 d"'; mientras que, el tiempo de duplicacién fue mayor (p<0,05)
con 90 % de EPS con 1,853 d, y menor (p<0,05) con 50 'I% de EPS con 1,150 d. Los
lipidos totales de S. acutus al cuarto dia, en porcentaje fueron similares (p>0,05) a 25 %,
50 %, 75 %y 90 % de EPS con 23,87 %, 23,41 %, 22,12 % y 22,29 %, respectivamente;
mientras que, en biomasa, fue mayor (p<0,05) a 50 % de EPS con 199,1 mg L™, y fueron
menores (p<0,05) con 75 % y 90 % de EPS con 99,6 mg L' y 82,5 mg L,
respectivamente. Se concluye que, el mejor tratamiento para el crecimiento y contenido
de lipidos en S. acutus fue utilizando 50 % de EPS.

Palabras Clave: Microalga, Scenedesmus acutus, creciiniento, lipidos, Saccharum

officinarum, cafia de azicar.
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ABSTRACT

The experiment aimed to evaluate the effect of different concentrations from the
processing of Saccharum officinarum (EPS) on the population growth and total lipid
content of Scenedesmus acutus. It was evidenced on the fourth day that the cell density
of . acutus was higher (p<0,05) in the treatment at 50 % of EPS with 22,85 x10° cel, mL-
', and was lower (p<0,05) to 90 % EPS with 9,17 x10 cel. mL"'; with a higher growth
rate (p<0,05) at 50 % of EPS with 0,603 d"! and less (p<0,05) at 90 % of EPS with 0,374
d’'; while, the doubling time was longer (p<0,05) with 90 % Ef’S with 1,853 d, and shorter
(p<0,05) with 50 % EPS with 1,150 d. The total lipids of S acutus on the fourth day, in
percentage were similar (p>0,05) to 25 %, 50 %, 75 % and.90 % of EPS with 23,87 %,
23,41 %, 22,12 % and 22,29%, respectively; while, total lipids in biomass, it was higher
(p<0,05) at 50 % of EPS with 199,1 mg L', and they were lower (p<0,05) with 75 % and
90 % of EPS with 99,6 mg L! and 82,5 mg L, respectively. It is concluded that the best
treatment for growth and lipid content in S. acutus was using 50 % EPS.

Key Words: Microalgae, Scenedesmus acutus, effluent, growth, lipids, Saccharum
officinarum, sugarcane.
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L. INTRODUCCION

La agroindustria es un sector que presenta alta demanda de recursos hidricos por la
trazabilidad en su produccién, cuyo consumo va desde los cultivos en campo, su
procesamiento en la industria y su comercializaci6n, siendo el sector cafiicultor, intensivo
en el consumo del agua porque abastece a todos los procesos productivos y también se
comporta como cuerpo receptor de las aguas residuales del procesamiento de la cafia
(Pérez et al., 2011).

La materia prima de una planta industrial azucarera es Saccharum officinarum, planta
proveniente del sureste asidtico llevada al mediterrdneo por los 4rabes y se cultivaba
principalmente en las tierras costeras; llevada posteriormente a las Islas Canarias, y luego
a América, teniendo aquf un clima mds favorable, y con el descubrimiento de América se
llevé a Latinoamérica, inicidndose su industrializacién con produccién de azficar para el
consumo mundial (Morales, 2011).

La produccién de cafia de aziicar se ha venido incrementands a una tasa promedio anual
de 1,8 % en el periodo 2002-2011. Para el aflo 2012 una produccién de 10368,866 Tn,
aunque su produccién es mucho menor que los principales productores mundiales de cafia
de azticar, pero en ese afio el Perli alcanza un rendimiento productivo aproximado de 127
Tn/ha (MINAG, 2013). La produccién de aziicar en el Perd al afio 2012 estuvo del orden
de las 1106,28 Tn., y al 2019 se produjeron 1235,75 Tn; dentro de las cuales
Agroindustrias San Jacinto S.A.A., durante los afios 2018 y 2019, tuvo una molienda de
cafia de aziicar total de 928 381 Tny 1 014 139 Tn, respectivamente; siendo su produccién
de azticar para los afios 2018 y 2019 de 99 123 Tny 105 750 Tn, respectivamente (Aquize,
2020).

Es de conocimiento que, la industria azucarera genera grandes cantidades de residuos
liquidos procedentes de la limpieza de evaporadores y clarificadores con alta turbidez y
bajo contenido de materia sedimentable; asf como, agua de lavados y limpiezas de los
filtros con impurezas, siendo estos efluentes liquidos 4cidos de alto contenido de sélidos
y materia orgdnica que son vertidos a los cuerpos de agua las impactan negativamente
(Duefias et al., 2007). Es asi, que la presencia de materia orgénica y diversas sustancias
quimicas en estos efluentes pueden ser aprovechados por las microalgas como fuente de
nutrientes para su crecimiento y la produccién de protefnas, écidos grasos, vitaminas y
1



otros suplementos nutritivos y para la produccién de alimento vivo requerido por la
acuicultura (Mora ef al., 2004; Garibay et al., 2009).

Ademés las microalgas pueden remover microorganismos patdgenos, metales pesados y
compuestos orgénicos toxicos via procesos de remocién (Rufz, 2011; Tiantian ef al.,
2011; Shanab et al., 2012); existiendo una gran variedad de especies que prosperan en
medios completamente inorgnicos entre ellas Phormidium  ambiguum,
Pseudochlorococcum typicum, Scenedesmus quadricauda, Chlorella sp., Ankistrodesmus
sp., Actinastrum sp., Scenedesmus sp., Pediastrum sp., entre otras; con capacidades para
remover nutrientes, produciendo material celular potencialmente til (Hernandez &
Labbé, 2014; Gonzdles, 2000).

Se ha demostrado que las microalgas son utilizados para el tratamiento biolégico de aguas
residuales mediante la conversion de los nutrientes presentes en aguas contaminadas en
biomasa microalgal (Gonzilez et al., 2001; Salazar, 2006; Chindah et al., 2007);
asimismo, Olguin et al. (1994), sugieren el uso de efluentes como suplemento reutilizable
para cultivo de microalgas, y Scenedesmus sp. es una alternativa para el tratamiento
biol6gico para efluentes (Kaya et al., 1995; Chacén ef al., 2004).

Chacén et al. (2004), demostraron en cultivos de Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
remociones del nitrégeno (N-NH4"), fésforo (P-PO4>) y DQO de aguas residuales con
mayor densidad de Chlorella sp. en relacién al agua residual esterilizada y mayor que
Scenedesmus sp. en aguas residuales no esterilizada, con valores de 66,20 x10¢ y 9,35
x105 cél. mL", respectivamente; ambos valores fueron superiores al medio sintético
control (4,69 x105 cél. mL™),

Los géneros Chlorella, Scenedesmus y algunas cianobacterias pueden ser utilizados en el
tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales, destacando las de origen industrial,
urbana y de desechos animales (Gonzélez e al., 1997; Baumgarten et al., 1999;
Herndndez & Labbé, 2014). Asimismo, Hernandez et al. (2015), utilizaron tres especies
de microalgas Chlamydomonas subcaudata, Anabaena sp. y Nitzschia sp., para el
tratamiento eficiente de efluentes agroindustriales permitiendo la remoci6n de nutrientes
y materia orgénica.

El utilizar microalgas para el tratamiento de aguas residuales con altos contenidos de C,
Ny P contribuyen en la reduccién del efecto invernadero (Kim ef al., 2010; Pittman ef
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al., 2011), sin generar poluciones o contaminaciones adicionales. Como lo trabajado por
Cartagena y Malo (2017) con la microalga Chlorella vulgaris en la remocién de materia
orgénica de las aguas residuales de la PTAR El Salitre a nivel laboratorio, obteniendo
como resultado que la mayor remocién fue en 10% de volumen de microalga, logrando
remover materia orgénica en términos de SST y DQO de 89,91% y 81,8%,
respectivamente. Ademés, Baldiris er al. (2019), estimaron.la biodegradacién de la
Chlorella vulgaris en las industrias acuicolas, los cuales fueron encontrados en los
vertimientos, trabajando cuatro combinaciones de rango desde el 10% al 70%, obteniendo
que la concentracién al 10% fue la més eficaz con 57,7% en la remoci6én del DBO,
demostrando la eficiencia de la microalga en la reduccién del DQO en el agua residual
con alta carga de nutrientes.

El procesamiento de Saccharum officinarum, por contener sustancias ricas en nutrientes,
puede ser utilizado para cultivar S, acutus con la finalidad de obtener crecimiento y
contenido de lipidos en Sc. acutus, a la fecha no se han reportados trabajos, por tanto, el
problema de investigacién de este trabajo es: ;Cusl es. el efecto de diferentes
concentraciones del procesamiento de Saccharum officinarum en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos totales de Scenedesmus acutus?

La hipétesis de trabajo es: utilizando concentraciones de 25%, 50%, 75% y 90% de
efluentes del procesamiento de Saccharum officinarum, el mayor crecimiento poblacional
y contenido de lipidos totales de los cultivos de S. agcufus serdn obtenidos con la
concentracién del 50 %.

Objetivos

El trabajo de investigacién tuvo como objetivo general: Evaluar el efecto de diferentes
concentraciones del procesamiento de Saccharum officinarum en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos totales de Scenedesmus acutus.

Asimismo, se consideran objetivos especificos: determinar el efecto de diferentes
concentraciones del procesamiento de Saccharum officinarum en el crecimiento
poblacional (densidad, tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién poblacional) de S.
acutus; y determinar el efecto de diferentes concentraciones del procesamiento de
Saccharum officinarum en el contenido de lipidos totales (%;.mg L) de . acutus.



IL. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacién del trabajo de investigacién

El trabajo de investigacion fue realizado el afio 2019, en el Laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares de la Escuela Profesional de Biologfa en Acuicultura, Facultad de
Ciencias, Universidad Nacional del Santa. Nuevo Chimbote, Ancash, Pert.

2.2. Material bioldgico

Inéculos de S. acutus, creciendo en condiciones de iluminacién de 2000 lux y temperatura
entre 24 y 27 ° C, fueron proporcionados por el Laboratorio de Cultivos de Especies
Auxiliares de la E.P. Biologfa en Acuicultura, y mantenidas con medio HM en
condiciones de laboratorio de aireacién e iluminacién constantes (Quiroz & Vereau,
2015). Los ensayos fueron iniciados con suficiente indculo procedentes de dos botellas
plésticas conteniendo 1 L de volumen efectivo.

2.3. Tratamiento del agua de cultivo

El agua utilizada en los cultivos microalgales, procedié del sistema de abastecimiento
local de agua potable, el cual se filtré 2 S pm con malla Nytal y tratada en 2 boteliones de
18 L con hipoclorito de sodio (4 %) dejandolos por 24 h. Luego de ser neutralizados con
tiosulfato de sodio (15 %) fueron aireados a 3 L min™ durante 1 h a fin de volatilizar el

cloro residual.

2.4, Preparacién de los medios de cultivo

Se prepararon dos medios de cultivo: el medio experimental en base al efluente del
procesamiento de S. officinarum (EPS) y el medio control HM.

2.4.1. Solucién stock del medio de cultivo experimental

Esta solucién para el cuitivo de S. acutus fue preparada utilizando 2 litros de
efluente del procesamiento de S. officinarum de la fibrica Agroindustrias San
Jacinto S.A.A. (Fig. 1), que luego de ser autoclavado por 15 min a 121°C y 15
libras de presién (Chacén et al., 2004), fue refrigerada a 5 °C en una botella
pléstica hasta su utilizacién.



Figura 1. Recoleccién del efluente del procesamiento de S, officinarum de la
fabrica Agroindustrias San Jacinto S.A.A., provincia del Santa, departamento de
Ancash, Pera.

2.4.2. Solucién stock del medio de cultivo HM

El medio HM utilizado, se basé en lo trabajado por qmroz & Vereau (2015) para
¢l cultivo de Scenedesmus, estando elaborado con suéi::.ancias quimica usadas en la
agricultura convencional (Tabla 1) diluidas con agua; potable.

Tabla 1. Componentes del medio de cultivo HM para S. acutus.

COMPONENTE CONCENTRACION (mg L)

Urea 206,0
H3PO4 35,0
KCl1 19,0
FeCls.6H20 25
*En base a Quiroz & Vereau (2015).

Cada uno de los componentes fueron preparados como soluciones patrén diluidas en agua
potable, siendo conservados en refrigeracién a 4 °C.

2.5. Disefio experimental del trabajo de investigacién

Se empled el disefio estimulo creciente con cuatro tratamientos y un grupo control (Goode
& Hatt, 2008), con tres réplicas cada uno (Tabla 2).



Tabla 2. Tratamientos en el trabajo de investigacién utilizando el medio experimental a

base del efluente del procesamiento de Saccharum officinarum.

Tratamientos Especificaciones -
Cultivo de la clorofita S. acutus ¢on 25 % de efluente del

T procesamiento de Saccharum officinarum. B -
T Cultivo de la clorofita S, acutus con 50 % de efluente del
2 procesamiento de Saccharum officinarum.
T Cultivo de la clorofita S. acutus con 75 % de efluente del
3 . =
procesamiento de Saccharum officinarum. _
T Cultivo de la clorofita S. acutus con 90 % de efluente del
4 . g e !
_procesamiento de Saccharum officinarum.

Te Cultivo de la clorofita S. acutus con medio HM.

Las concentraciones utilizadas fueron elegidas de tal forma que cubra el méximo Tango
de la concentracién del EPS, desde una minima de 25 % a una méxima 90 %.

2.6. Acondicionamiento de las unidades experimentales

Se utilizaron 15 botellas plasticas de 1,1 L de capacidad, lavadas y desinfectadas con
acido clorhidrico al 25%, enjuagadas y rotulados.

La aireacién constante de 500 mL por minuto, fue proporcionada por un Blower de 3/4
HP medido con flujémetro Cole Parmer (=10 mL min™).

La iluminacién continua fue suministrada por un fluorescente de luz blanca de 40 w
colocado a 10 cm de distancia de las botellas con intensidad luminosa aproximada de
2000 lux, medida con un luxémetro marca Hanna (+0,1 lux).

Los cultivos con las diferentes concentraciones del procesamiento de cafia de aziicar,
fueron preparados segiin los valores presentados en la Tabla 3 y Fig. 1.



Tabla 3. Proporciones (volumen) del medio experimental a base del efluente del
procesamiento de Saccharum officinarum, agua potable e in6culo utilizado en el cultivo
de S. acutus.

TRATAMIENTOS (EPS)
PARAMETROS T (HM) T1 T2 T3 T4
0%) (5 %) (50 %) (75 %) (90 %)
EPS (mL) 0 250 500 750 900
Agua Potable (mL) 900 650 400 150 0
Inéculo (mL) 100 100 100 100 100

TOTAL (mL) 1000 1000 1000 1000 1000

Figura 2. Unidades experimentales al inicio del cultivo de S. acutus con EPS y HM.

Los in6culos de S. acutus utilizados fueron obtenidos de la fase de crecimiento
logaritmico o exponencial (20,70 x10° cél. mL') e inoculados en cada unidad
experimental hasta alcanzar la densidad de 2,05 x10° cél. mL!,

2.7. Andlisis quimico del medio de cultivo experimental EPS

Los contenidos de N, Py Fe del medio de cultivo experimental fueron determinados segtin
metodologias colorimétricas (Tabla 4; APHA, 2005), proteinas segiin Lowry (1951),
carbohidratos de acuerdo a Dubois (1956), y los sélidos totales segim AOAC (2007)
utilizando muestras de 10 mL del EPS para cada parémetro; Todos los andlisis fueron
realizados en el Laboratorio de Biologia y Ecologia, de la Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional del Santa, utilizando reactivos CHEMetrics Inc. (Tabla 4).
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Tabla 4. Valores de los principales componentes del medio, experimental EPS utilizado
en el cultivo de S. acutus.

PARAMETROS * CONCENTRACION METODOS
Salinidad (ups) 1,58 Is’glti";fi‘l’;oé”jl‘.’;’i’m
PH (unid) 6,12 1; I‘_’I“‘;‘;:omﬁ"t:l
S6lidos Totales (mg L) 1183,4 %ng%gﬁ']
Nitratos (mg-N L) 6,15 i?ﬁ“ggg;‘;‘éﬁm’
Nitritos (mg-N L") 0,41 E}pﬁfggg’;;‘éﬁ“'
Amonio (mg-N L) 57,19 E?;At‘?zfgg;‘;‘ém‘m’
Fosfatos (mg-P L) 4,86 i}pﬁffzfgg;’?é“i““’
Proteines (mg-N L) 7,10 Eﬁff;“‘:f‘;}"ﬁ‘;?ﬁ"
Carbohidratos (mg L) 280,3 gimfﬁ‘ffgg?
Hierro (mg-Fe L) 0,84 i*’i}’;fggg;‘:‘ém":_
Espectrofotométrico,
Potasio (mg-K L) 2,72 HACH 8049
Tetrafenilborato

* Parimetros determinados en el laboratorio de Biologia y Ecologia de la Universidad Nacional del Santa.

A su vez, utilizando los valores del anélisis de componentes del EPS, y de acuerdo a las
concentraciones utilizadas en los medios de cultivo HM y EPS, se calcularon los aportes
de cada nutriente, mostrados en la siguiente Tabla 5.



Tabla 5. Contenido de nutrientes de los medios de cultivo HM y EPS en los tratamientos
utilizados para el cultivo de S. acutus.

TRATAMIENTOS (EPS)

PARAMETROS Tomm) TI 2 T3 T4
0%  @5%) (50 %) (75 %) (90%)

Nitrégeno (N-mg L) 96,09 15,94 31,88 47,81 57,38
Fésforo (P-mg L) 11,06 1,22 2,43 3,65 4,37
Potasio (K-mg L") 9,96 0,68 1,36 2,04 2,45
Hierro (Fe-mg L) 0,52 021 0,42 0,63 0,76
Proteinas (N-mg L) 0,00 1,78 3,55 5,33 6,39
Carbohidratos (mg L) 0,00 70,08 140,15 210,23 252,27

*Valores calculados estequiométricamente basados en la concentracion del componente en el medio de cul;:ivo.
2.8. Temperatura y pH del cultivo de S. acutus

El registro de la temperatura y pH se realizé al momento del muestreo diariamente, para
ello se utilizé un termémetro Boeco (-50°C a -150°C) y pHmetro digital Hanna (0,1
unid.), registrndose los pardmetros a la misma hora del dia para todas las mediciones.

2.9. Determinacién del crecimiento microalgal de S. acutus

El crecimiento de la microalga S. acutus se determiné mediante el conteo celular por
triplicado de alicuotas tomadas a la misma hora y una vez al dia durante los 7 dias de
cultivo, utilizando para ello una cdmara Neubauer que permite obtener la densidad
poblacional (cél. mL?) apoyado de un microscopio binocular,

El crecimiento poblacional (cel mL™) fueron determinados diariamente mediante conteos
microscopicos utilizando cdmara Neubauer y microscopio binocular marca, y la tasa de
crecimiento (u) y tiempo de duplicacién diaria (TD) mediante las férmulas propuestas por
Guillard (1975).

= G/ Cfy Ci : Densidad celular inicial y final (cél. mL™),

tf —ti
Hyti :Tiempo inicial y-final (d).



)
U

2.10. Determinacién de lipidos totales de S. acutus

Los lipidos totales fueron realizaron mediante métodos espectrofotométricos de
extraccién segin la metodologia modificada de Blight & Dyer (1959) y su contenido
segin Marsh & Weinsteinn (1966).

La metodologfa modificada de Blight & Dyer (1959) para la determinacién de lipidos
totales consistié en centrifugar 10 mL del cultivo a 6000 rpm por 15 min para luego de
separar el sobrenadante, dejar secar la biomasa sedimentada en estufa a 60 °C por 6 h.
Luego, de afladir 3 ml de la solucién metanol: cloroformo en proporcién de 2:1, las
muestras son agitadas hasta su suspensién y mantenidas en refrigeracién a 5 °C por 24 h
protegidos de la luz. Posteriormente, se adiciona 3 mL de agua destilada a cada tubo y
nuevamente son centrifugados a 6000 rpm durante 15 min para extraer la parte superior
y evaporar el sedimento a 80 °C en bafio maria hasta la formacién de una capa lipidica.

Para cuantificar los lipidos totales segiin metodologfa modificada de Marsh & Weinsteinn
(1966), a cada muestra seca, se agregaron 2 mL de 4cido sull'ftirico concentrado (98 %) y
digeridos a 200 °C por 1 h y finalmente, luego de enfriados.a temperatura ambiente, son
leidos en el espectrofotémetro Turner Barstearnd Internacional con celdas de cuarzo de
lem a una longitud de onda de 375 nm. Adicionalmente, se realizaron curvas de
calibracién con aceite de oliva y colesterol, promediéndose ambas pendientes para dar
lugar a una ecuacién general que cuantifica los lipidos totales en porcentaje (L) (Blight
& Dyer, 1959; Marsh & Weinsteinn, 1966).

((Absorbancia) <V )

M

L (%) = %100

Donde:
V: Volumen total analizada en espectrofotémetro.
M: Peso seco microalgal (mg) en 10 mL.
P: Pendiente promedio de curvas de calibracién con aceite
de Oliva y colesterol.
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Asimismo, se determiné el contenido de lipidos totales expresados como biomasa (LB)
de cada unidad experimental, segin la siguiente formula utilizada por Vésquez &
Zavaleta (2016).

LxB
LB(mglL™) = 300
Donde:
L: Porcentaje de lipidos totales (%).

B: Biomasa seca de microalga (mg L))

La biomasa microalgal fue determinada por gravimetria, de acuerdo a lo trabajado por
Vésquez & Zavaleta (2016), utilizando 10 mL de suspensién microalgal y luego de
centrifugados a 6000 tpm por 10 min se elimina el sobrenadante y resuspende el
sedimento con agua destilada, operacién que se realiza dos veces. Posteriormente son
secados en estufa a 60 °C por 6 h y 30 min a 105 °C y enfriados por 1 h antes de ser
pesados en balanza analitica Hanna con alta sensibilidad de 0,01 mg. La biomasa seca se
determinada mediante la siguiente férmula:

B(mgLY)=(P2-P1)x1000/10

Donde:
P1: Peso tubo sin microalga (m.g)
P2: Peso de tubo con microalga: (mg)

2.11. Anilisis estadistico

Los datos del crecimiento poblacional y contenido de lipidos en S. acutus, fueron
evaluados mediante el andlisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre
promedios de los tratamientos de concentracién del EPS; luego las diferencias
significativas entre tratamientos fueron determinadas con la prueba de Tukey (a=0,05),
utilizando el programa estadistico SPSS 23.0 y Microsoft Excel 2016 para Microsoft
Windows 10.
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III. RESULTADOS

3.1. Crecimiento de S. acutus
3.1.1. Densidad celular
En la figura 3 se muestra el estado de los cultivos microalgales cultivadas con los
medios EPS y HM durante los 7 dias del experimento, y en la figura 4 se representa
las densidades celulares de S. acutus,durante la fase exponencial del cultivo.

Figura 3. Unidades experimentales al cuarto dia de cultivo de S. acutus dosificados con
EPS y HM.

~&— CONTROL (HM) 25% —A—50 % ——75% —o—50 % EPS

30

25 ¢

b
o
i

p—
(=]
n

Densidad celular (x10° cél. mL-T)
y

DiA DE CULTIVO

Figura 4. Densidades celulares de S. acutus cultivados.con medio EPS y HM.
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Los cultivos de S. acutus iniciaron con densidades de 2,05 x10° cél. mL!
mostrando los tratamientos variadas tendencias en el crecimiento poblacional.

Los cultivos de S. acutus dosificados con 75 % y 90 % del medio experimental
EPS, mostraron crecimientos poblacionales significativamente menores (p<0,05)
durante los 7 dias de cultivo, observindose que las densidades celulares fueron
méximas al dia 7 con promedios de 13,62 x10° cél. mL! y 10,27 x10° cél. mL",
respectivamente (Fig. 4, Anexo 1y 2).

Los crecimientos significativamente mayores (p<0,05) se observaron en los
tratamientos con 25 % y 50 % de EPS, con una fase' exponclal hasta el cuarto
dia de cultivo, con densidades celulares promedio de 22,85 x10° cél. mL™ y 17,75
x10° cél. mL-, respectivamente (Fig. 4, Anexo 1y 2).

Entre los dias 5 y 7 del cultivo de S. acutus, los tratamientos mostraron una
tendencia de fase estacionaria, obteniéndose en el tiltimo dfa de cultivo la mayor
densidad celular (p<0,05) en el tratamiento con 50 % de EPS con promedio de
24,42 x10° cél. mL"!; mientras, que los tratamientos con 75 % y 90 % de EPS,
fueron significativamente menores (p<0,05) con 13,62 x105 c&l. mL™! y 10,27 x10°
cél. mL™, respectivamente (Fig. 4, Anexo 1y 2).

3.1.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién
La tasa de crecimiento (u) y tiempo de duplicacién (TD) de los cultivos fueron
evaluadas en el dfa 4 (Tabla 6 y anexo 3).

Tabla 6. Tasa de crecimiento (p) y tiempo de duplicacién (TD) promedio y desviacién
estédndar, de S. acutus dosificados con EPS v HM.

EPS (%)
PARAMETRO
CONTROL (HM) 25 50 78 90
p(dh 0,547 £0,015b 0,540 £0,010b 0,603 £0,0102 0,427 £0,017c 0,374 £0,009d
TD (d) 1,268 +0,035b  1,285+0,023b 1,150+0,019a 1,625 +0,063c 1,853 +0,046d

La letra diferente en 1a misma fila denota diferencia significativa (2=0,05).

La tasa de crecimiento (u) de los cultivos dosificados con 50% del medio
experimental EPS fue estadisticamente mayor (p<0,05) que los demés

i3



tratamientos con 0,603 d'; y fue estadisticamerite menor (p<0,05) en el
tratamiento con 0,374 d'!; asimismo, el menor tiempo de duplicacién promedio
(TD) (p<0,05) se presentd en el tratamiento dosificado con 50 % de EPS con 1,150
d y el mayor TD se present en tratamiento en el 90 % de EPS con 1,853 d (Tabla

6).
3.2. Contenido de lipidos totales en S. acutus

Los lipidos totales fueron determinados en el dia 4 cuando los cultivos terminan la fase
de crecimiento exponencial (Tabla 7, Fig. 4 y Anexo 4). .

Tabla 7. Lipidos totales promedio en porcentaje y biomasa (mg L) y desviaci6n esténdar,
de S. acutus en los tratamientos dosificados con EPS y HM.’

EPS (%)
PARAMETROS —
CONTROL (HM) 25 50 75 90
Lipidos (%) 20,46 £1,01b  23,87+0,81a 23,410,582 22,12 +0,65ab 22,29 +0,47ab

Lipidos (mgL')  1292132b 15452112 199,1 13,48 99,6293c 82,5 +4,0c

La letra diferente en la misma fila denota diferencia significativa (0=0,05).

Los lipidos totales (%) fueron significativamente mayores (p<0,05) en los dosificados
con 25 %, 50 %, 75 %y 90 % de EPS con valores de 23,87 %, 23,41 %, 22,12 % y 22,29
%, respectivamente; en cuyo control con HM se obtuvo 20,46 % y fue similar a los
dosificados con 75 % y 90 % de EPS. En cuanto al contenido en biomasa de lipidos, el
tratamiento dosificado con 50 % de EPS present6 el mayor promedio (p<0,05) con 199,1
mg L, seguido de los tratamientos con 25 % de EPS con 154,5 mg L™ y el control HM
con 129,2 mg L, mientras que fueron significativamente menores (p<0,05) los
dosificados con 75% y 90 % de EPS con 99,6 mg L™ y 82,5 mg L™, respectivamente.
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3.3. Parimetros ambientales del cultivo
3.3.1. Temperatura

—&— CONTROL (HM) 25 9% “ah50 % —W="75 % =90 % EPS

29.5

280 +

285 +

28.0 +

Temperatura (°C)

27.5 -

27.0 +

26.5

0 1 2 3 4 5 6 7
DiA DE CULTIVO

Figura 5. Temperaturas promedio (°C) en los tratamientos del cultivo de S, acutus
dosificados con EPS y HM.

La temperatura de los cultivos de S. acutus variaron de 27,2 °C a 28,3 °C (Fig. 5
y anexo 6) con valores promedios estadisticamente similares (p>0,05) durante los
7 dias que duraron los ensayos.
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332.pH

—&— CONTROL (HM) 25 % —i—150% ——=75% ~¢—=90% EPS

0 1 2 3 4 5 6 7
DfA DE CULTIVO

Figura 6. pH promedio (unid.) en los tratamientos del cultivo de S. acutus dosificados con
EPS y HM.

En los cultivos de S. acutus se registraron pH desde un minimo de 7,38 unid. hasta un
méximo de 8,92 unidades (Fig. 6 y anexo 8), con incrementos respecto al valor inicial.
Los tratamientos con 25 % y 50 % del medio experimental EPS, incrementaron el pH
sostenidamente hasta el dfa 3, llegando a promedios de 8,66 y 8,83 unid.,
respectivamente; seguido del grupo control HM con 8,60 ynid., llegando al dia 7, los
tratamientos experimentales con 25 %, 50 % de EPS y tratamiento control HM a
promedios de 8,61; 8,73 y 8,70 unid., respectivamente (Fig. 6, Anexo 6).
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IV. DISCUSION

El crecimiento poblacional de las microalgas requie;'; de diversos nutrientes,
generalmente aportadas por los medios de cultivo o efluentes residuales orgdnicos
(Ferndndez & Paredes, 2007; Guerrero ef al., 2014; Quiroz & Vereau, 2015), también de
nutrientes como residuos azucarados, que Toyub et al. (2008), demostraron que se
obtienen buenos crecimientos de S. obliquus al dosificarlos con 1,5; 2,0; 2,5 y 3,0 % de
residuos de una fibrica de dulces y medio control Bold, alcanzando la méxima densidad
celularal 2,0 % (13,63 x106 cél. mL), seguido de los dosificados con 2,5 (9,71 x 10° cél.
mL™) y 3,0 % (8,32 x 106 cél. mL), contrastados con los resultados del presente estudio,
se encontrd la densidad celular més alta al 50 % de EPS (22,85 x10° cél. mL™), que puede
indicaria que este medio contiene nutrientes suficientes que pernuten buenos crecimientos
poblacionales.

Jara & Roque (2016), determinaron en el cultivo de S. acutus desificado con 5 mL L™ del
efluente del procesamiento de la flor de Tagetes erecta “marigold” obtuvo una densidad
celular de 24,17 x10° cél. mL", promedio ligeramente mayer a lo obtenido con 50 % de
EPS de la presente investigacién (22,85 x106 cél, mL™), demostréndose que se pueden
obtener crecimientos importantes, asi-een-et 50 % de EPS, cuyo contenido en nutrientes
presenta un 31,88 mg L"! en forma de nitrégeno inorgénico y. 3,55 mg L™ de N en forma
de proteinas, lo que junto a concentraciones de fésforo de 2,4_1;3 mg L1y de carbohidratos
de 140,15 mg L™, permitieron que sea el tratamiento con el méximo crecimiento
poblacional, y que seglin Cam & Mostacero (2019), los buenos crecimientos se deben a
que existirla un equilibrio en la distribucién de nutrientes presentes en el medio
alternativo y a las cualidades innatas de la microalga Scenedesmus acutus para aprovechar

los mismos.

En relacién a la determinacién de la tasa de crecimiento microalgal (1) y el tiempo de
duplicacién (TD), como evidencia de adecuacién al cultivo ¥ eficiencia en la produccién
de biomasa (Garibay et al. 2009; Roleda et al., 2013) por revelar la constante de divisién
celular y duplican poblacional por unidad de tiempo (Madigan ef al., 2015), los resultados
del presente estudio revelan que el mayor valor de u (0,603 d™!) est4 en el dosificado con
50 % de EPS y por ello presenta un menor TD (1,150 d) dado la relacién inversa que
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existe entre ambos pardmetros, es decir, a mayor velocidad ge crecimiento conlleva un

menor tiempo de duplicacién poblacional. "

Ortega-Salas & Reyes-Bustamante (2012), determinaron en cultivos de S. quadricauda
dosificados con medio Fert II valores de p (0,64 d™*) ligeramente mayores a los obtenidos
en esta investigacién con 50 % de EPS (0,603 d), evidenciando crecimientos
poblacionales sostenidos hasta el cuarto dia, en el que la ta.';g de crecimiento llega a una
fase estacionaria, caracterizada por el agotamiento de nutrientes.

Los crecimientos determinados en los cultivos dosificados con 25 y 50 % del medio
experimental EPS demostrarian el aprovechamiento de los nutrientes presentes en el EPS
como nitritos, nitratos, amonio, protefnas solubles, fosfatos, carbohidratos solubles,
hierro, potasio (Tabla 4), mientras que los menores crecimientos de los dosificados con
75y 90 % del medio experimental EPS, ello se explicaria segin Rodriguez et al. (2007),
como consecuencia del desbalance nutricional ocasionﬁdo por ¢l consumo preferencial o
sobresaturacin de algiin nutriente, como serian los cultivos a mayores concentraciones
de 75 % y 90 % del medio experimental EPS; siendo la sobresaturacién de nutrientes o
presencia de algin elemento quimico inhibidor del crecimiento microalgal, como iones
cloruro limitantes del crecimiento (Bakuei ef al., 2015); también como lo mencionan
Singh & Singh (2021), los bajos crecimientos poblacionales ',microalgales puedan deberse
a que en mayores concentraciones del medio residual exista ié, presencia de contaminantes
téxicos que interfieren en el crecimiento, la actividad fotosintética y metabélica de las

microalgas.

Sobre aquello, también se puede observar que en los tratamientos experimentales con
mayores concentraciones del EPS (75 % y 90 %), la luz pueda ser un factor limitante, ya
que al transcurso de los dias de cultivo, estos se ven..oscurecidos por la mayor
concentracién inicial de nutrientes (sobrecarga de sélidos suspendidos en el medio), que
a decir de Ananthi ef al. (2021), menciona que los requerimientos de luz varian
significativamente para las diferentes especies de microalgas, aumentando la tasa
fotosintética conforme aumenta la intensidad de la luz dentro de un cierto rango, pero si
la intensidad de la luz supera el limite, la fotosintesis se inhibe y su tasa disminuye, caso
contrario si esta se presenta en un valor por debajo del minimo, la tasa fotosintética se
verfa afectada o disminuida, dado que la mayoria de microalgas crecen bien entre 2000 y
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10000x, y por nuestra condicién de cultivo para los".-t:ratanlientos con mayores
concentraciones del medio experimental EPS como a 75 %y 90 %, los cultivos pueden
verse limitados para el aprovechamiento de la luz artificial y por lo mismo afectado el
crecimiento poblacional. Adicionalmente a ello, como lo mencionan Upadhyay et al.
(2016) y Naorbe & Serrano (2018), otro factor que puede afectar los crecimientos, podrian
ser contaminantes metélicos presentes en el medio, d.isminuyéndo la tasa de crecimiento,
inhibiendo la divisién celular y promoviendo la muerte celular en condiciones de mayores
concentraciones del medio a tratar. Es importante ademés tomar en cuenta el historial de
procedencia del inéculo junto a factores como el tamafio y cé.hdad del mismo que también
influyen en los resultados obtenidos (Hernindez & Labbé, 2014).

Ensayos realizados por Vésquez & Zavaleta (2016), en cultivos de S. acutus dosificados
con 50 % de aguas residuales municipales present6 una densidad celular de 20,56 x10°
cél. mL"!, menor a lo obtenido en el presente trabajo con 22,85 x106 cél. mL., ratificando
la habilidad de S. acutus para aprovechar los nutrientes de diversas fuentes, para este caso

de los efluentes de la industria azucarera.

En relacién al contenido de lipidos, todos los cultivos dosificados con el medio
experimental EPS presentaron valores porcentuales mayores que el medio control (Tabla
7) y son similares a los reportados en S. obliguus de 12 a 24 % (Demirbas, 2011; Sialve
et al., 2009), indicando la poca influencia de la concentracién del medio experimental
EPS en el porcentaje lipidico de S. acutus. Asimismo, Vésquez & Zavaleta (2016), en
cultivos de §. acutus, dosificados con 50 % de efluentes municipales, reportaron valores
de lipidos (24,47 %) cercanos a los obtenidos con 50 % del EPS (23,87 %), a ello podemos
afiadir como lo mencionan Singh et al. (2022), la dilucién del medio a tratar, seré un
factor responsable en la estimulacién de la acumulacién de l'ipidos en las microalgas.

Se ha demostrado que los pardmetros contenidos en el medio de cultivo tienen efecto en
la composicién quimica de las especies de microalgas en cultivo (Huang et al., 2012;
Singh et al., 2022), asi, aunque el EPS permite obtener porcentajes lipidicos cercanos al
control HM, un incremento de la divisién celular mostrada con el EPS, incrementars la
produccién de biomasa lipidica, observada claramente en los tratamientos con 25 % y 50
% de EPS.
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Leong et al. (2020), menciona que la presencia de eleméntos traza pueden inhibir o
potenciar la acumulacién de lipidos, y ademés Lin & Wu (2015), afirman que la presencia
de nutrientes en forma de carbono orgénico en el medio a tratar potenciarfa la mayor
produccién de lipidos microalgales; asf en la investigacion, los lipidos totales en biomasa
promedio (mg L) al cuarto dia, fue mayor a 50 % de EPS con 199,1 mg L'}; seguido del
25 % y medio control HM con 154,5 mg L' y 129,2 mg Ll respectivamente; y se
presentaron menores con 75 % y 90 % de EPS con de 99,6 mg L'y 82,5 mg L7,
respectivamente; notdndose que las mayores concentraciones de biomasa de lipidos se
relacionan a un incremento en la densidad celular y no necesariamente al aumento del
porcentaje de lipidos; es decir, se presenta mayor bioma.sa lipidica al existir mayor
biomasa microalgal, como lo observado al 50 % de EPS, que presentd la mayor densidad
celular y similar porcentaje de lipidos totales a los demds tratamientos experimentales
con EPS,

Las microalgas presentan buena resistencia a condiciones diversas, reflejada en sus
diferentes patrones de su composicién lipidica celular (Sharma ef al., 2012), pero en los
cultivos con las més altas concentraciones del medio experimental EPS, es posible que se
presenten factores de inhibicién a la divisién celular, a decir de S. acutus, tiene
posiblemente algunos méximos de componentes que limitan un éptimo crecimiento y por
lo mismo tiene efecto en una mayor acumulacién de biomasa lipidica, y a decir de Shen
et al. (2010), afirma que la produccién de lipidos se incrementa con la limitacién de
nitrato en el cultivo de Scenedesmus sp., en la presente investigacién, no se apreci6 el
efecto en el porcentaje lipidico, pero s en la produccién en biomasa, sobre todo en 25 %
y 50 %, ya que se estaria supliendo los requerimientos de ngt'_régeno, ya que es notoria la
diferencia en la biomasa lipidica, comparado con los tratamientos de 75 % y 90 % de
EPS, incluso mayor al control HM.

Esté demostrado que las microalgas hacen uso de componentes disueltos en el medio,
tanto inorgénicos como orgénicos, nutrientes como el nitrégeno en forma de nitrato y el
fésforo en forma de fosfato, son componentes estructurales y funcionales vitales de la
célula que permiten el crecimiento prolifico de las microalgas (Singh et al., 2021),
componentes presentes en los tratamientos con EPS, que de.acuerdo a Rosli ef al. (2020),
son utilizados para el crecimiento, desarrollo y sintesis de biomasa por microalgas; estos
componentes del EPS, posiblemente permitieron un importante crecimiento poblacional,
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con una buena produccién lipidica, observado notoriamente en los tratamientos con 25 %
y 50 % de EPS.

Widjaja & Chien (2009), afirman que a condiciones minjmas de N, se da una alta
produccion de lipidos, pero con bajas tasas de crecimiento ;ﬁ"pajas densidades celulares,
¥y que influyen negativamente en la biomasa total y la produqﬁvidad de los Hpidos totales;
asimismo, Zhu ef al. (2017), sugieren que una mayor acu'ﬁlu.lacién de lipidos en las
microalgas es la respuesta celular para mantener un amplio ‘Suministro de energfa para
llevar a cabo procesos metabélicos vitales en condiciones de estrés; aunque en el presente
experimento, a concentraciones de 25 % (23,87 %) y 50 % (23,41 %) de EPS, el
porcentaje lipidico de S. acutus se encontraron porcentaj"gs similares al control, pero
mayores densidades celulares, lo que permite obtener una alta produccién de biomasa
lipidica, y & decir de He et al. (2015) y Maneechote & Cheirgli__lp (2021), ante la limitacién
de nitrégeno, el carbono orgénico presente en los EPS se desif'i,'a.r{a para servir como fuente
de carbono y energfa para la sintesis de lipidos y carbohidratos, esto posiblemente
permitié importantes crecimientos poblacionales con porcentajes lipidicos aceptables
como los obtenidos con 25 % y 50 % de EPS.

Los resultados de esta investigacién son importantes, coincidiendo con Hu et al. (2008),
que se puede dar una mayor valoracién econémica al EPS por la posibilidad de utilizarse
para la produccién de lipidos microalgales, caracterizados por su contenido de 4cidos
grasos precursores de lpidos polares, triglicéridos, cafétenoides, ceras, esteroles,
fosfolipidos, glucolipidos, quinonas, terpenos y tocoferoles,,c;c:pn alto valor comercial.

Los pardametros ambientales, especialmente temperatura y pH, de los cultivos algales son
esenciales y en lo posible deben ser controlados para estar en rangos dptimos y obtener
producciones aceptables (Garibay et al., 2009; Bakuei ef al., 2015), que no alteren los
resultados, ya que situaciones de estrés por luz, temperatul:a y pH, pueden modificar el
crecimiento y composicién de lipidos en especies de microalgas (Zhu et al., 2017: Singh
& Singh, 2021). La temperatura tiene mucha influencia en e] crecimiento poblacional, se
considera en 28°C el valor éptimo para Scenedesmus (Gaﬁbay et al., 2009; Park et al.,
2011), coincidiendo con el rango de 27,2 a 28,3 °C del presente experimento. Por otro
lado, el pH influye en la absorcién de nutrientes, fotosintesis'_u otros procesos fisiol6gicos
como en el funcionamiento de tilacoides y cloroplastos (Nqie_wajko et al., 1997; Bakuei
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et al., 2015), requiriéndose un rango éptimo para una determi'nada especie, considerando
para Scenedesmus un rango adecuado de 6,5 a 9,5 unid. (Garibay ez al. (2009) y un valor
éptimo de 8,0 unid. (Bakuei ez al., 2015), en cuyo rango se encontré las variaciones de
pH en el trabajo de investigacién (7,38 a 8,92 unid.). Por lo que, la temperatura y pH de
los cultivos, no han afectado la dindmica del crecimiento de S. acufus en el presente
trabajo de investigacén por la dosificacién de EPS.

Por ello, el mejor tratamiento para obtener un mejor crecimiento poblacional y contenido
de lipidos totales, es el dosificado con 50 % de EPS, presenféndose como una fuente de
nutrientes alternativo para el cultivo de microalgas, las mismas que pueden ser utilizadas
para producir alimento vivo, y que mitigaria el impacto al ambiente de los residuos
emitidos por la industria azucarera; ademds, la posibilidad de brindar beneficios
econémicos al comercializar los productos derivados de la biomasa microalgal producida

con estos efluentes.
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V. CONCLUSIONES

La densidad celular en los cultivos de S. acutus fue significativamente mayor
(p<0,05) al cuarto dia de cultivo al 50 % de EPS con 22,85 x10° cél. mL™; y
significativamente menor (p<0,05) al 90 % de EPS con 9,17 x106 cél. mL".

La tasa de crecimiento de S. acutus al cuarto dia de cultivo fue significativamente
mayor (p<0,05) al 50 % de EPS con 0,603 d"; mientras que, fue estadisticamente
menor (p<0,05) al 90 % de EPS con 0,374 d*..

El tiempo de duplicacién de S. acutus al ¢uarto dia de cultivo fue
significativamente mayor (p<0,05) al 90 % de EPS con 1,853 d; mientras que, fue
estadisticamente menor (p<0,05) al 50 % de EPS con'1,150 d.

Los lipidos totales en porcentaje de S. acufus al cuarto dia de cultivo, fueron
significativamente similares (p>0,05) al 25 %, 50 %, 75 % y 90 % de EPS con
promedios de 23,87 %, 23,41 %, 22,12 % y 22,29 %, respectivamente.

Los lipidos totales en biomasa de S. acutus alicuarto dia de cultivo, fue
significativamente mayor (p<0,05) al 50 % de EPS con 199,1 mg L, y fueron
significativamente menores (p<0,05) al 75 % y 90 % de EPS con promedios de
99,6 mg L' y 82,5 mg L™, respectivamente, -
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VI. RECOMENDACIONES
v' Evaluar el crecimiento poblacional y contenido de lipidos en S. acutus
adicionando diferentes fuentes de nitrégeno como urea y nitrato de sodio a

concentraciones de 10 % a 50 % de EPS, durante 7 dias en laboratorio.

v' Determinar la biomasa y composicién quimica en S. acutus, cultivados con 25 %,
50 %, 75 % y 90 % de EPS durante 7 dias al aire libre.

v" Determinar los costos de producir S. acutus utilizaﬁ&o como medio de cultivo
concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 90 % de EPS en piletas al aire libre.
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Anexo 1. Densidades celulares (x10° cél. mL™!) en las umdades experimentales de los
cultivos de S. acutus con medios EPS y HM.

EPS (%)
CII)}LAT?‘EO CONTROL 25 . | %0
f

RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 RI RI R2 R3
0 205 205 2,05 205 2,05 205 205 205 205 205 205 205 205 2,05 2,05
1 335 3,55 320 3,70 390 425 405 430 470 380 320 290 235 270 380
2 560 59 610 740 7,75 9,70 890 1020 1055 670 6,55 735 5,60 4,30 595
3 13,20 12,80 14,05 12,95 14,30 1540 16,35 1745 17,80 9,30 8,80 10,65 820 9,00 9,15
4 1875 17,10 19,00 17,75 17,05 1845 22,50 22,15 23,90 10,55 11,35 12,05 8,80 925 945
S 19852090 21,95 18,00 17,80 2035 23,35 22,55 24,30 1195 13,55 1430 9,45 10,05 10,60
6 20752010 21,75 17,30 1805 18,55 23,80 24,40 24,60 1205 14,00 1470 890 9,80 10,50

7 21,00 20,50 21,05 18,00 18,75 1820 24,05 24,50 2470 11.80 1420 14,85

9,70 10,20 10,90

Anexo 2. Densidad celular promedw (x10° cél. mL™) y desviacién esténdar, de S. acutus
dosificados con medios EPS y HM

DIA DE EFS (%)
CULTIVO cONTROL (HM) 25 50 s 90
0 2,05:0,00a  2,050,00a  2,05:0,00a 12,0520,00a 2,05 +0,00a
1 3,5340,188b  3,954028ab 4354033  330+046sb 2,950,76b
2 5874025c  8,28+124ab 9,88+0,87a .6,87+0,43bc 528 +0,87c
3 13,3520,64b  14,22%123b 17,200,762 :.9,58=096c 8,78 %0,5lc
4 18,28£1,03b  17,7540,70b 22,850,932 11,3240,75c  9,170,33d
5 20,90 +1,05ab 18,72+1,42b 23,400,882 13,27+120c 10,03 0,584
6 20,87+0,83b  17,97+0,63c 24,2740,42a 13,58=137d 9,73 +0,80e
7 20,850,306  18,32=0,39c 24,420,332 13,621,61d 10,27 £0,60e

La letra diferente en la misma fila denota diforencia significativa (&=0,03).
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Anexo 3. Tasa de crecimiento (i) y tiempo de duplicacién (TD) promedio en las unidades
experimentales de S. acutus que fueron dosificadas con medios EPS y HM.

EPS (%)
PARAMETRO CONTROL (HM) 25 50 75

90

RI R2 R3 RI R RI RI R2 R3S Rl R2 R3 RI R? R3

No 205 2,05 205 2,05 205 2,05 205 205 205 205 205 205 205 205 205
N 18,75 17,10 19,00 17,75 17,05 1845 22,50 22,15 2390 10,55 11,35 12,05 880 925 945
Dih 4 4 4 4 4 4 4 4 4 F 4 4 4 4 4

p(die?)y 0,553 0,530 0,557 0,540 0,530 0,549 0,599 0,595 0,614 0,410 0,428 0443 0,364 0377 0382

TD(dia) 1,253 1,308 1244 1284 1,308 1263 1,157 1,165 1,120 1681 1,620 1,565 1,904 1,839 13815

Anexo 4, Biomasa total, absorbancia, y lipidos totales en porcentaje y biomasa de S.
acutus en las unidades experimentales que fueron dosificadas con medios EPS y HM.

EPS (%)
PARAMETRO§ ——— — —

CONTROL (HM) 25 50 75 90

Biomssa(mgx10mL’) 65 59 65 65 62 67 84 82 89 42 45 48 36 37 38

Biomasa (mg L) 650,0 590,0 650,0 650,0 620,0 670,0 840,0 820,0 80,0 4200 450,0 480,0 360,0 370,0 380,0

Absorbancia (A ) 0618 0,516 0,622 0,706 0,647 0,748 0,883 0,854 0,971 0,407 0,457 0,491 0,356 0,374 0,392

T

Lipidos totales (%) 20,98 19,30 21,11 23,96 23,02 24,63 23,19 22,98 24,07 21,38 22,41 22,57 21,82 22,30 22,76

Lipidos totales (mg L") 136,4 113,9 137,2 155,7 142,7 1650 194,8 1884 2142 80,8 1008 1083 78,6 82,5 86,5

34



Anexo 5. Temperatura (°C) en las unidades experimentales de S. acutus que fueron

dosificados con medios EPS y HM.
o EPS (%) R
clt)JifTII)\lrEo CONTROL (HM) % 50 . 75 0
Rl R2Z R3 RI R2 R3 RlI R2 R3 Rl R2Z R3 Rl R2 R3
0 27,6 279 276 275 279 27,8_27,7_27,7 27,9 276 278 27,6 27,7 27,8 27,8
1 28,1 28,2 28,0 28,1 282 28,0 28,0 282 28,0 2&:',3 28,1 28,0 28,1 28,1 279
2 279 27,6 27,6 278 276 27,6 27,8 27,7 27,7 2';';9 27,8 276 27,9 27,6 27,7
3 274 272 274 273 273 275 274 273 274 2_7',6 273 274 27,5 27,3 27,5
4 28,2 28,0 282 282 28,0 28,1 282 28,0 28,0 28,1 28,0 282 28,1 279 282
5 27,8 27,8 27,6 27,7 278 27,7 279 278 27,8 278 27,8 27,6 278 27,7 279
6 28,1 28,3 28,1 28,0 282 28,1 28,1 28,2 280 28;é 28,3 28,1 28,2 282 28,1
7 27,9 27,9 28,1 279 28,0 28,1 27,9 28,1 28,0 27,9 28,0 28,1 27,9 27,9 28,0

Anexo 6. Temperatura promedio (°C) y desviacién :"ésténdar, en las unidades
experimentales de S. acutus que fueron dosificados con medios EPS y HM.

Dia DE EPS (%)

CULTIVO CONTROL (HM) 25 50 75 90
0 2774022 27,7402a 27,840,la 27,7%0,la 27.820,1a
1 28,1+0,la  28,1%0la 28,1%0,la 28,102a 28,0%0,1a
2 27,7402a  27,740,]a 27,7+0,la 27,8402a 27.7+02a
3 273+0,]a  274%0la 274%01a - 2742022 274+0,1a
4 28,1£0,la  28,1%0,la 28,10l 28,1+0,la 28,1+0,2a
5 27,740,la  27,7%0,la 27,8%0a 27,720l 27.8:0,la
6 2820,la  28,140,la 28,140,la 282:0,la 28220,1a
7 28,040,1a  28,0%0,la 28,0%0,la 28,0%0,Ja 27,90,1a

La letra diferente en la misma fila denota diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 7. pH (unidades) en las unidades experimentales de S. acufus que fueron
dosificados con medios EPS y HM.

EPS (%)

CONTROL (HM) 25 50 75 90

R1R2_R3R1R2R3R1R2R5K1R233R1R2R3_
0 746 7,51 744 749 739 7,52 745 7,38 748 17,55 -7,42 746 17,53 741 7,50
1 8,10 8,14 819 8,05 8,11 8,09 821 8,17 8,27 8,14 8,12 8,02 7,92 7,65 7,83
3,47 8,29 8,57 8,39 8,44 8,26 8,68 8,52 841 8,13 8,27 833 8,06 8,16 8,09
8,56 8,67 8,58 8,54 871 873 892 8,76 880 8,16 8,19 825 8,12 8,21 8,10
8,81 8,58 8,79 8,65 8,74 849 890 882 873 820 8,23 8,29 8,19 823 8,07
8,76 8,64 8,73 8,59 8,70 8,33 8,89 8,76 865 8,33 821 8,28 8,21 8,24 8,18
8,89 8,78 891 8,62 8,58 8,71 8,74 8,68 8,62 8,29 826 823 8,16 8,14 822
872 8,70 8,67 8,54 8,75 8,55 8,78 8,69 8,71 8,23 8,16 8,21 8,10 8,09 8,14

DiA DE
CULTIVO

~N A v B W N

Anexo 8. pH promedio (unidades) y desviacién esténdar, en las unidades experimentales
de S. acutus que fueron dosificados con medios EPS y HM.

DfA DE ' - EPS (%) .
CULTIVO CONTROL (HM) 25 50 75 90
0 74740048  7,47+0,07a 74420052 7,480,072 7,480,06a
1 8,140,052  8,08+0,03a 8,22:+0,05a 8,09+0,06a 7,80=0,14b
2 8,440,142  8,3620,09ab 8,54+0,14a '8,24+0,10ab 8,100,05b
3 8,60:0,06b  8,66+0,10ab 8,830,082 8,20+0,05c 8,140,06c
4 8,730,132 8,630,132 8,820,092 8,24=0,05b 8,16+0,08b
5 8,71+0,06a  8,54:0,19ab 8,7720,12a 8,27+0,06bc 8,21=0,03¢
6 8,860,072  8,6420,07b 8,68+0,06b 826+0,03c 8,170,04c
7 8,700,032 8,610,122 8,73 +0,05a '8,20:0,04b 8,11 +0,03b

La letra diferente en la misma fila denota diferencia significativa (=0,05).
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