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RESUMEN

La necesidad de obtener niveles masivos de microlgas conlleva a la busqueda de nuevos
medios de cultivo que aminoren su costo de produccién. La presente investigacion tuvo como
objetivo evaluar un fertilizante organico elaborado a base de ensilado de residuos de trucha
arcoiris Oncorhynchus mykiss (FBRT) como medio de cultivo para el crecimiento de la
microalga Tetraselmis suecica. El experimento se llevo a cabo en el area de Alimento Vivo del
laboratorio de Acuicultura, de la Facultad de Pesqueria de la Universidad Nacional Agraria la
Molina. Todos los ensayos se realizaron a una salinidad de 30UPS, Tempearatura de 21+2 °C
e intensidad luminosa de 3Klux. Inicialmente, a partir de varias concentraciones del
fertilizante (0.5, 1, 2, 3, 4, 5y 10 ml de fertilizante/L de agua marina), se determiné que la
concentracion optima de FBRT para el crecimiento de la microalga era la de 3mlrsrT/Lagua
marina (3:1000) y en concentraciones mayores a 5ml ocasionaba mortalidad. Esta concentracion
fue comparada contra un fertilizante comercial (BAYFOLAN®FORTE) y un fertilizante
inorganico (medio Yashima).Fueron realizados en triplicado en recipientes de 300ml. Se
evaluaron la densidad celular (cel mI'Y) y contaminacion por protozoarios. Al finalizar el
experimento la mayor densidad celular se obtuvo con el fertilizante FBRT con una
concentracion de 142.816 x 10%cel mI, sequido por el medio Yashima con 65.95 x 10*cel mI-
1+ siendo la concentracion mas baja la obtenida con el fertilizante BAYFOLAN®FORTE
(35.63 x 10%cel ml*) Respecto a la contaminacion por protozoarios, el medio FBRT obtuvo la
mayor concentracion de protozoarios sin afectar el crecimiento de la microalgas .Se concluye
que el fertilizante FBRT puede ser utilizado como medio de cultivo para la microalga

Tetraselmis suecica. Se recomienda evaluar su uso para cultivos masivos.

Palabras Clave:

Fertilizante, microalgas, Oncorhynchus mykiss (trucha arco iris), Tetraselmis suecica



SUMMARY

The need to obtain massive cultures of microlgas on a cheaper way,leads to search for new
culture media that should reduce their cost of production. In this way, the goal of this research
was to evaluate an organic fertilizer made from the silage of by products of trout
Oncorhynchus mykiss (FBRT) as a culture medium for growing the microalga Tetraselmis
suecica. The present research was carried out in the area of Live Food in the Aquaculture
laboratory, of the School of Fisheries of the National Agrarian University la Molina. All tests
were performed at a salinity of 30UPS, temperature 21+2°C and 3Klux of luminity. Initially,
from several media concentration (0.5, 1, 2, 3, 4, 5y 10 ml of fertilizer/L sea water ) it was
determined that 3ml FBRT / L sea water (3: 1000) was the optimum concentration of FBRT
for microalgae growth and higher concentrations than 5ml caused microalgae mortality.
Concentration of 3ml was compared with a commercial fertilizer (BAYFOLAN®FORTE) and
an inorganic fertilizer (Yashima medium), each made in triplicate in 300ml vessels. Cell
density (cel mI™t) and protozoa contamination were evaluated. At the end of the experiment,
the highest growth was obtained with FBRT fertilizer reaching 142,816 x 10%el ml?,
followed by the Yashima medium with 65.95 x 10%cel mlI*; and the less growth obtained with
the BAYFOLAN®FORTE fertilizer (35.63 x x10%cel ml™. Regarding protozoa contamination,
the culture FBRT medium obtained the highest concentrations of protozoa without affecting
the growth of the microalgae. it was concluded that the FBRT fertilizer can be used as a
culture medium for growth the microalga Tetraselmis suecica. It is recommended to evaluate

its use for massive crops.

Keywords: Fertilizer, microalgae , Oncorhynchus mykiss (rainbow trout), Tetraselmis suecica



l. INTRODUCCION

El cultivo de microalgas tiene importancia a nivel mundial, debido a sus mdaltiples
utilidades. Estas sirven principalmente como fuente de alimento larval para las diversas
especies en la maricultura, utilidad en cosméticos y a nivel nutracéutico; ademas en los
ultimos afios se estan implementando en técnicas para el tratamiento de aguas residuales

y como alternativa para el desarrollo de nuevos biocombustibles (biogas y biodiesel).

La microalga Tetraselmis suecica es muy utilizada en los diversos campos mencionados.
Segun Helm et al. (2006), es necesario su uso para el crecimiento éptimo de las grandes
densidades de larvas y juveniles que se cultivan. Por otro lado debido a su alta tolerancia
a las concentraciones de CO2 se utilizan en el tratamiento en aguas residuales (Forero,
2007; Candela, 2016), y en la elaboracién de biodiesel, por contar con una importante

produccién de lipidos (Bondioli et al., 2012).

Las necesidades de obtener niveles masivos de microalgas, llevan a utilizar fertilizantes
agricolas o medios elaborados en laboratorio, como son el medio A-M (Alfonso y
Martinez, 1988), Walne (Walne, 1970) o Guillard f (Guillard, 1975) (Pifia et al., 2007).
De los primeros mencionados; Soeder (1980) nos dice, que estos no cuentan con
nutrientes suficientes; ademas que desafortunadamente, su disponibilidad continua es a
menudo cuestionable, y la contaminacion bacteriana puede ser significante. Por lo tanto,
gran parte de la produccion masiva de algas marinas reportada hasta ahora se refiere al
uso de fuentes limpias de nutrientes, sin tener en cuenta el costo. Ademas, los medios
son a menudo preparaciones de laboratorio (Laing y Helm, 1981; Guillard, 1975; Walne,
1966). Se ha intentado el uso de fertilizantes agricolas en la produccion de algas marinas
pero en pequefia escala (De Pauw et al., 1983; Loosanoff y Engle, 1942). En la
actualidad se trata de buscar alternativas econdémicas pero a la vez efectivas para
abaratar sus costos en la produccion. Siendo la especie con potencial para la

produccién de fertilizante, la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), por ser la especie



mas cultivada en el Perd, reportando una produccion de 30 939 toneladas (PRODUCE,
2016). Ademas su cultivo genera gran cantidad de subproductos entre visceras, cabeza,
piel, cola y espinazo; que los criadores optan por enterrarlos o devolverlos a los criaderos
(Radio Onda Azul, 2016). Se sabe ademas que la eficiencia carnica es del 50%
aproximadamente, dejando un alto porcentaje de materia con altos niveles de proteinas,
acidos grasos, fésforo, entre otros compuestos que podrian utilizarse como nutrientes
organicos para las microalgas. Segin Gonzales y Marin (2005), los residuos del pescado
pueden ser aprovechados si reciben un tratamiento para transformarlos en fertilizantes,
esto mediante la fermentacion &cido- lactica, que permite obtener un producto rico en
nutrientes, de facil elaboracién y de bajo costo, con caracteristicas idoneas para ser

utilizado como fertilizante organico.

Por lo anteriormente descrito este trabajo tiene como objetivo principal evaluar el uso
de ensilado a base de los residuos de la truchicultura como fertilizante organico para el
crecimiento de la microalga Tetraselmis suecica, y como objetivos especificos
determinar la concentracion Optima del fertilizante, comparar el crecimientos de la
microalga utilizando este fertilizante frente a un medio comercial y un medio
inorganico; y finalmente evaluar los niveles de contaminacion por protozoarios bajo los

diferentes medios de cultivo.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS Y DESCRIPCION DE LA MICROALGA Tetraselmis

suecica:

Tetraselmis suecica, pertenece a la clase Prasinophyceae, dentro de la divisién Clorophyta.
Es una microalga marina unicelular de color verde, con forma generalmente oval con
cuatro flagelos isodindmicos 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. Su
tamafo celular es de alrededor de 10 micrometros de diametro, aunque regularmente,
mediante granulometria laser se determind que mide 8 micrometros (Morineau et al.,
2001). En la figura 1, se observa las caracteristicas mencionadas de la microalga T.

suecica.

Figura 1: La microalga Tetraselmis suecica (a) y en division celular (b) Fuente:

Phyco Key, s.f

Es un alga eurihalina que crece a temperaturas entre 18 y 30 °C, pH entre 7.5y 80 y
salinidades de 25 a 40 e iluminacion constante con fotoperiodo natural. Esta especie ha
sido empleada regularmente como alimento para moluscos bivalvos (larvas, semillas y
adultos), asi como en los estadios larvarios de peces y crustaceos. Tetraselmis sp. muestra
un alto potencial como probiotico (Irianto y Austin, 2002), y por su alto contenido de
vitamina E, ha sido propuesta como fuente de vitaminas para consumo humanoy



animal (Carballo-Cardenas et al., 2003).

El género Tetraselmis, corresponde a microalgas marinas unicelulares méviles y con
color verde, debido a la presencia de clorofila a y B, esta considerado como el flagelado
marino mas facil de cultivar a gran escala y se utiliza como alimento para larvas de

moluscos y crustaceos, con un valor nutritivo considerable (Morineau et al., 2001).

2.2 FASES DEL CRECIMIENTO DE LAS MICROALGAS:
Independientemente de la especie y el volumen al que es cultivada en la microalga se

reconoce un patron estandar de crecimiento indicado por las siguientes fases.

a. Fase lag o adaptacién:

Fase en donde no ocurre incremento en el nimero de células, pudiendo incluso llegar a
disminuir en nimero con respecto al inoculo inicial (Romo, 2002; Fogg y Thake, 1987).
La tasa de crecimiento especifica estd en el nivel sub-maximo. Este retraso en el
crecimiento podria deberse a la presencia de células o esporas no viables en el inéculo,
aungue también podria ser un periodo de ajuste fisiologico debido a cambios en las

condiciones de nutrientes o de cultivo (Lee y Shen, 2004).

El estado fisiolégico del indculo es muy importante, este considera el nimero de células
realmente viables (capaces de reproducirse) aungue no estén en condicion de dividirse
inmediatamente, muchas enzimas metabdlicas llegan a ser inactivas y caen las
concentraciones del material celular a niveles muy bajos evitando la division celular.
Esto continta hasta que la progenie de las células capaces de dividirse, alcanzan un
namero comparable con el inoculo inicial. Es por eso que toma un periodo corto de
aclimatacion para que las algas puedan acomodarse a su nuevo ambiente acuético antes
de retomar el crecimiento. (Rodriguez, 2006; Morales y De Velotti, 1990; Richmond,
1986).

Por ejemplo, se puede observar retraso de crecimiento cuando las células adaptadas a la

sombra se exponen a una mayor irradiacion. La fase de retardo puede ser abolida cuando



las células en una fase de crecimiento exponencial posterior se usan como inoculo. (Lee
y Shen, 2004).

b. Fase log 0 exponencial:

Las células se han ajustado al nuevo entorno y comienzan a crecer y multiplicarse
(acelerando la fase de crecimiento), y finalmente entran en la fase de crecimiento
exponencial (o logaritmico). Las células crecen y se dividen como una funcion
exponencial del tiempo, siempre que los sustratos minerales y la energia de la luz esté
saturada (Lee y Shen, 2004).

Es una fase ideal para la utilizacion e inoculacion, pues es caracteristica de cultivos en
buenas condiciones de produccion, es recomendado y puede substancialmente acortar el
tiempo requerido para el escalamiento. Esta fase puede presentarse del segundo al tercer
dia después de inoculado el medio y prolongarse hasta cuatro dias (Rodriguez, 2006;
Coll, 1991; Morales y De Velotti, 1990).

c. Fase de retardo o declinacion relativa de crecimiento:
Conforme el cultivo va creciendo ocurre una baja de nutrientes, cambios de pH y
alteracion de otros factores como consecuencia del incremento de la poblacién, de ahi

que las microalgas disminuyan su tasa de division celular (Romo, 2002; Fogg, 1987).

Al final de esta fase la densidad del cultivo alcanza su valor maximo. Esto es
consecuencia de la disminucién de nutrientes, aumento de la concentracion de
metabolitos y reduccion de la actividad fotosintética por incremento de la densidad
poblacional, la cual disminuye la luz disponible por unidad de célula. Asimismo es en
esta fase donde las microalgas presentan su mayor valor nutritivo y mayor densidad
poblacional, dptimo estado fisiologico y preferido para alimentar a invertebrados o
larvas de organismos acuaticos que se encuentren bajo cultivo. Cuando se esta en un
cultivo Batch, las células son cosechadas durante esta fase. (Chinchayan 1996; Hoff y
Snell, 1993).



d. Fase estacionaria:

Ya no se aprecia una division celular neta, esto es que el nimero de células alcanzado se
mantiene constante por cierto periodo de tiempo debido al balance entre natalidad y
mortalidad que presenta la poblacién en el cultivo. Puede durar semanas 0 meses en esta
fase (Romo, 2002; Fogg y Thake, 1987).

El medio de cultivo se encuentra préacticamente agotado, sus nutrientes son consumidos sin
reemplazo, es decir hay una limitacion de nutrientes y un incremento del pH (8-9), ademas
de una disminucion del CO> que captan por fotosintesis. Se acumula una serie de
sustancias toxicas como el NH3, ademas no pueden captar los fosfatos (por el pH elevado)
y limita el fésforo como nutriente, y como presenta mayor densidad les Ilega menos luz,
las divisiones celulares son esporadicas, entonces las densidades celulares permanecen
relativamente constantes por un periodo de tiempo, es decir no hay un incremento neto de
la poblacion debido a los cambios fisicoquimicos ambientales y la tasa de crecimiento se
compensa con la tasa de mortalidad celular (Richmond, 1986).

e. Fase de muerte:

Decae la poblacién celular (Romo, 2002; Fogg y Thake, 1987). La calidad de agua se
deteriora, el agotamiento de los nutrientes, la deficiencia de O y la alteracion en el pH,
devienen en el envejecimiento de las células y los pigmentos fotosintéticos, que conllevan
a la muerte de células, donde la densidad celular empieza a decrecer rapidamente. Una vez
se da el cambio de color en el cultivo, su recuperacion es virtualmente imposible. Las
células algales de la poblacién que declina también tiene poco valor nutricional para el
zooplancton. Aqui la tasa de mortalidad supera la tasa de crecimiento (Chinchayan 1996;
Hoff y Snell, 1993; Richmond, 1986).



En la figura 2, podemos ver la curva de crecimiento que cumplen las microalga.
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(a) - Fase de Adaptacion

(b) - Fase de Crecimiento Exponencial

( c) - Fase de Declinacion Relativa de Crecimiento
(d) - Fase Estacionaria

(e) - Fase de Muerte

Figura 2: Curva representativa de crecimiento de un cultivo estatico de
microalgas. Modificado de Fogg y Thake, 1987.

2.3 METODO PARA LA DETERMINACION DE LA DENSIDAD CELULAR:

El método que se usa con mayor frecuencia para cultivos de microalgas es el del
hematocitometro de 0.1mm de profundidad con reglilla de Neubauer (figura3, B). Para
microalgas de mayores dimensiones, como muchos dinoflagelados, se utilizan mas
comUnmente la camara de: Sedgwick-Rafter o el hematocitometro de 0.2 mm de

profundidad con reglilla de Fuchs-Rosenthal (figura 3, A).
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Figura 3: Cuadricula de Hematocitometro. A- Reglilla de Fuchs-Rosenthal. B-
Reglilla de Neubauer (Arredondo, 2007).




En la mayoria de los laboratorios, la cadmara de recuento que se utiliza es el
hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad con reglilla de Neubauer, la cual consta de 9
cuadrados con lados de 1 mm (area total de recuento = 0.9 mm2), cada uno de los cuales
corresponde a un volumen de 0.1 pL. Los cuatro extremos estan subdivididos en 16
cuadros pequefios. El cuadro central contiene 25 cuadros, cada uno con un area de 0.04
mm? (0.2 mm x 0.2 mm), a su vez divididos en 16 cuadros mas pequefios. Para células mas
grandes de 6 um y con cultivos relativamente poco concentrados, se aconseja que el
recuento se haga en los cuatro cuadros marcados como A, B, C y D, aunque en varios
laboratorios se prefiere contar por lo menos un cuadro adicional, seleccionado cada vez al
azar. Cuando las células son pequefias y la concentracion de los cultivos es muy alta, es
preferible utilizar cinco cuadros menores del cuadro central marcado con X (Arredondo,
2007).

2.4 CRECIMIENTO POBLACIONAL DE LA MICROALGA:
El crecimiento de las microalgas responde a la interaccion de factores bioldgicos, fisicos y
quimicos; como todo organismo viviente. Para determinar su crecimiento, se utiliza la
siguiente ecuacion:
r.t
N (® = N(O)X e
Donde:
*N ¢ = Numero de células en el tiempo “t”
*N@© = Ndmero de células iniciales
*r = Tasa especifica de crecimiento (dias™)

*t = Tiempo (dias)

La ecuacion linealizada es:

Ln N = N + .t
(Sparre, 1997)



2.5 REQUERIMIENTOS FISICOS Y QUIMICOS DE LAS MICROALGAS:

En la tabla 1, se exponen los requerimientos principales de los cultivos de microalgas y sus
valores aproximados. En cada caso habra que estudiar los requerimientos particulares de la
especie y de la variedad que se vaya a cultivar en las condiciones concretas de cultivo que
se van a utilizar, por lo que estos datos son sélo orientacién (Torrentera y Tacon, 1989;
Kinne, 1979).

Tabla 1; Requerimientos fisico-quimicos de las microalgas. (Torrentera y Tacon,
1989; Kinne, 1979)

Requerimientos Compuestos Quimicos Valores
Luz 2000-4000 lux
Fisicos Temperatura 15-22 °C

Salinidad 0.37%o

pH 7a9

C CO2 COs 1g/100ml

O,H 02 H20 19/100ml

N N2 NH4+NO3 1g/100ml

P PO4 1g/100ml

S SOy 1g/100ml
Nutritivos | Na, K, Ca, Mg Sales 19/100ml

Fe, Zn, Mn, B, Br,

Si Sales 1mg/100ml

Cu, Co, CI, I, Sr,

Rb, Al,etc. Sales 1ug/100ml

Vitaminas B12, tiamina, biotina 1ug/100ml

De los requerimientos principales de los cultivos de microalgas, los mas importantes a

mencionar son:

a. Luz:

Los efectos de la luz sobre la composicion bioquimica de las algas fotosintéticas se
controlan en gran medida mediante el proceso denominado foto aclimatacion o foto
adaptacion. En este proceso, las células de algas experimentan cambios dinamicos en la
composicion celular, junto con la alteracion de las propiedades ultra estructurales,
biofisicos y fisiologicos para poder aumentar la fotosintesis y el crecimiento de las algas
(Dubinsky et al., 1995).



En respuesta a la alta intensidad de luz, la clorofila o y otros pigmentos directamente
implicados en la fotosintesis disminuyen, mientras que los carotenoides secundarios (por
ejemplo, zeaxantina, b-caroteno, astaxantina), que sirven como agentes fotoprotectores,
aumentan. Los carotenoides; tienen como papel evitar que el exceso de energia luminica
llegue a la maquinaria fotosintética. La acumulacion de carotenoides puede, en general,
ser el resultado de la alternancia de flujos de carbono y nitrogeno dentro de las células

bajo condiciones estresantes (Hu, 2004).

Entre las microalgas, las algas verdes tienen una menor afinidad por la luz blanca en
comparacidon con otros grupos de microalgas, la constante de saturacion de luz,
disminuyen en el orden de clorofitas > diatomeas > dinoflagelados (Richardson et al.,
1983). Esto puede explicar la observacion de que las diatomeas y los dinoflagelados son
las especies predominantes en el agua de mar templada y tropical, respectivamente (Lee y
Shen, 2004).

b. Temperatura:

El efecto de la temperatura sobre las reacciones bioquimicas lo convierte en uno de los
factores ambientales mas importantes que influyen en la composicién bioguimica de las
algas. Tjahjono et al. (1994), informaron que la formacion de astaxantina en las células de
Haematococcus aumentd tres veces cuando la temperatura de crecimiento aumentd de
20°C a 30°C. Liu y Lee (2000) confirmaron el mismo fendmeno con el alga verde
Chlorococcum sp. El contenido total de carotenoides casi se duplico (de 4: 4 mg a 8: 4 mg
peso seco) cuando la temperatura de crecimiento aument6 de 20°C a 35°C. La
temperatura también ejerce un efecto sobre la composicién de carotenoides. Se obtuvo un
aumento de tres veces en el contenido de astaxantina a expensas principalmente de b-
caroteno y cantaxantina a 35°C a diferencia del obtenido a 25°C de cultivos de
Chlorococcum sp. Se sugirié que las temperaturas mas altas pueden inducir la formacién
de radicales de oxigeno activo en las células de algas, lo que resulta en carotenogenesis
inducida por estrés oxidativo (Tjahjono et al., 1994) y/o potenciar la reaccion enzimatica
dependiente de la temperatura involucrada en carotenogénesis (Liu y Lee, 2000).

La temperatura influye en el crecimiento celular, en el patron de cuotas celulares de

carbono y nitrogeno, asi como en el volumen celular, que se puede describir mejor como
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una respuesta en forma de “U”. Una temperatura dptima para el crecimiento puede dar
como resultado células de algas con un tamafio celular minimo, contenido celular bajo en
carbono y nitrégeno, mientras que una temperatura inferior o superior al nivel optimo
puede conducir a aumentos en el volumen celular y contenido bioguimico alto (Harris,
1988; Rhee, 1982; Goldman y Mann, 1980). En otras palabras, requiere mas carbono y
nutrientes para producir una célula a la misma tasa de crecimiento a una temperatura no
optima (Darley, 1982).

c. Salinidad:

El aumento de la salinidad puede dar como resultado un contenido de lipidos totales
ligeramente aumentado de las algas, como se observo en los cultivos de Monodus
subterraneus (lwamoto y Sato, 1986) y Dunaliella spp. (Borowitzka y Borowitzka,
1988).

La fotosintesis de las algas es inhibida por el estrés osmético (Endo et al., 1995; Gilmour
et al., 1984; Kirst, 1989; Vonshak y Richmond, 1981). Tal disminucion en la fotosintesis
puede estar asociada con la inhibicion del PSII (fotosistema Il) (Endo et al., 1995;
Gilmour et al., 1984). Como en el caso de la Dunaliella tertiolecta, donde el estrés
osmético inhibié el transporte de electrones no ciclico y estimul6 el transporte ciclico de
electrones y la emision de fluorescencia derivada de PS I, lo que sugiere que la inhibicion
de la actividad de PS Il resulta de la regulacion negativa dependiente del ApH y la
transicion del PS Il (Gilmour et al., 1984). La microalga Spirulina platensis al ser
sometido a alta salinidad (Luetal., 1999); causo que la microalga verde-azul pasara a un

estado de fotoinhibicidn, respuesta inducida por el estrés de la salinidad.

En muchos de los sistemas de algas estudiados, se observa una disminucion de la
productividad una vez adaptada a una salinidad excesiva y claramente asociada con una
disminucion en su capacidad fotosintética (Baker, 1991). Jeanjean et al. (1993)
informaron que no se observaron cambios significativos en la actividad del transporte de
electrones PS Il en Synechocystis sp. (PCC 6803) adaptada a 0,55 M de NaCl. Sin
embargo, en las células adaptadas a un nivel mas alto de salinidad (0,684 M), la

actividad de la PS Il disminuyd. Por lo tanto, parece que un aumento en la actividad de
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PS I en células adaptadas a la sal puede proteger a la PS Il de la energia de excitacion
excesiva bajo estrés salino. Por otro lado, los aumentos en la actividad de PS | y en la
tasa respiratoria de células adaptadas a la sal pueden proporcionar mas energia para la
sintesis de osmolitos (afectan a la osmosis) organicos y para la extrusion de Na* en las

células para mantener el equilibrio osmético (Vonshak, et al.2004).

Fabregas et al. (1984) menciona que la salinidad es mas importante para la tasa de
crecimiento de Tetraselmis suecica cuando se relacion6 con la concentracion de
nutrientes en el medio de cultivo. Las condiciones dptimas de crecimiento fueron entre
25 y 35 %o de salinidad y concentraciones de nutrientes de 2, 4 y 8 mM de NaNOg,
resultando en 0.55 duplicaciones/dia y una densidad celular méxima de 1.3x10°
células/ml. Las variaciones en la salinidad y en la concentracion de nutrientes tuvieron
un efecto mayor en la biomasa final que en la velocidad de crecimiento. La proteina total
del cultivo y la proteina por célula aumentaron cuando la salinidad aumenté para una
concentracion de nutrientes dada. La proteina total de los cultivos disminuy6 cuando la
concentracion de nutrientes aumentd para una salinidad dada. La proteina por célula
disminuyo al aumentar la salinidad hasta 20 %o, pero desde este punto del proceso se

revirtio.

d. Nitrégeno:

El nitrégeno, que generalmente representa alrededor del 7-10% del peso seco celular, es
un constituyente esencial de todas las proteinas estructurales y funcionales en las células
de algas. En general, las microalgas tienen una capacidad limitada para producir
materiales de almacenamiento de nitrégeno cuando crecen en condiciones de suficiente
nitrégeno. Las excepciones son la cianoficina (Simon, 1971) y la ficocianina (Boussiba
y Richmond, 1980), que se encuentran compuestos de almacenamiento de nitrogeno en
muchas cianobacterias. Cuando las microalgas crecen en condiciones de nitrogeno
limitado, el efecto méas llamativo es la degradacion activa y especifica de los
ficobilisomas (Collier y Grossman, 1992). Hasta que el nitrogeno celular caiga por
debajo de un valor umbral, la fotosintesis aun continla, aunque a un ritmo reducido. El
flujo de carbono, fijado en la fotosintesis, en estas circunstancias se desvia del camino

de la sintesis de proteinas a la que conduce a la sintesis de lipidos o carbohidratos
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Dentro de un solo género de Chlorella, por ejemplo, se descubrié que algunas cepas
acumulan grandes cantidades de almiddn, bajo la inanicion de nitrégeno, mientras que

otras acumulan lipidos neutros (Richmond, 1986).

La acumulacion de carotenoides secundarios es otra caracteristica principal de muchas
algas cuando crecen en condiciones de nitrégeno limitado, que a menudo acompariado

por una disminucion en el contenido de clorofila de las células (Hu, 2004).

e. Fosforo:

El fésforo es otro macronutriente importante que desempefia un papel importante en los
procesos metabolicos celulares mediante la formacion de muchos componentes
estructurales y funcionales necesarios para el crecimiento y desarrollo normal de las
microalgas. Algunos de los sintomas de deplecion de fosforo son similares a los
observados en cultivos deficientes en nitrogeno. El contenido de clorofila a, tiende a
disminuir mientras que el contenido de carbohidratos aumenta en células eucariotas y

procariotas (Healey, 1982).

El ortofosfato, PO+, es la tnica fuente importante de fosforo inorganico para las algas,
aunque la mayoria obtiene dicho elemento a partir de varios fosfatos organicos. Las
fosfatasas alcalinas y acidas limitadas por membrana, hidrolizan estos compuestos para

liberar PO4%, que es utilizada por la célula (Darley, 1987).

2.6 INDICADORES DE CONTAMINACION BIOLOGICA:

Los tipos mas comunes de contaminacion bioldgica presenta excesivos niveles de
bacterias, otras microalgas, protozoarios o macroalgas Si un cultivo después de 3 0 7
dias cambia de color y eventualmente se aclara la causa mas comun se debe considerar
provocada por protozoarios. Excesivo crecimiento de bacterias se manifiesta como agua

turbia bajo crecimiento y colapso del cultivo (Romo, 2002).

13



a. Protozoarios:

En el caso de los protozoos a pesar de ser unicelulares presentan una gran diversidad de
formas y especies, con una estructura celular, a veces, compleja. Siendo las clases
ciliados, flagelados y rizépodos las que se pueden encontrar practicamente en cualquier

muestra de agua (De Juan Herrera, s.f.).

La falta de pigmentos fotosintéticos en estos, al igual que su clasificacion, son las
formas mas comunes para identificarlas. Se pueden observar en su mayoria al
microscopio en 100X, todos los protozoos de vida libre y protozoos parésitos, en fresco,
son maviles aunque algunos estan unidos a particulas solidas, se observan en su
ambiente natural, los protozoos de vida libre rara vez son coloreados porque pierden su
forma, mientras que en muchos protozoos paréasitos es indispensable la coloracion para
su identificacion (Rudo, 1969).

Para su observacion y clasificacion, el protozoario, se divide en tres regiones celulares:
Membrana: Aqui se encuentran los cilios y flagelos. Ambos son proyecciones moviles
de las células que facilitan su desplazamiento. La membrana celular separa la célula del
exterior, y regula el interior de la célula para su funcionamiento éptimo, manteniendo las
condiciones internas constantes y mas o menos especificas. Es la encargada de controlar
todo aquello que puede entrar o salir de la célula, la respuesta de ésta a los estimulos
externos, selecciona el tipo de union de unas células con otras o con el substrato, y el
mantenimiento de la forma celular.

« Citoplasma: Son orgénulos donde se almacenan diversas sustancias de reserva como
grasas o glucdgeno. Esto sirve para aumentar la flotabilidad.

* Nucleo: Puede ser unico o multiple (Acosta, et al., s.f.).

b. Bacterias:

El rol de las bacterias que se asocian a los cultivos masivos de microalgas ha sido
estudiado, ya que estos cultivos mixtos microalgas-bacterias son facilmente ingeridos y
digeridos por los organismos, provocando mayores crecimientos e incrementando la
sobrevivencia de los organismos cultivables. Experiencias que se realizaron en larvas de

bivalvos demostraron que las bacterias participan en procesos de digestién de las
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microalgas mediante la produccion de enzimas extracelulares como proteasas y lipasas
(Prieur et al., 1990).

Por otra parte estudios desarrollados por investigadores japoneses han permitido elucidar
que las interacciones bacteria-microalga son altamente especificas. Ademas de sugerir
que diversas bacterias podrian actuar como algicidas o inhibidores del crecimiento
microalgal, mediante la excrecion de productos extracelulares o contacto directo con las
bacterias- microalga. De esta forma, las bacterias serian uno de los agentes controladores
de la sucesion y estructuras de las comunidades fitoplantdnicas en los ecosistemas

marinos (Riguelme et al., 2003).

c. Virus:

Estos microorganismos son responsables del decaimiento de los "bloom"
fitoplanctonico. Bratbak et al. (1990) al analizar las fluctuaciones de la abundancia de
particulas virales durante un "bloom™ de fitoplancton, detectaron un rapido incremento
de la abundancia de particulas virales después de la méaxima abundancia de bacterias.
Ellos sugieren que una proporcion de la poblacién bacteriana ha sido lisada por las
particulas virales. Este fendmeno ha sido confirmado en condiciones de laboratorio por
Suttle et al. (1990) y Suttle (1992), quienes al adicionar un virus nativo en cultivos de
fitoplancton observaron una significativa reduccion de la biomasa fitoplanctonica,
siendo atribuida la lisis microalgal a la alta concentracion de particulas virales en el agua
de mar (108-10° particulas/ml) (Riquelme et al., 2003).

2.7 MEDIOS DE CULTIVO:

2.7.1 Medios orgénicos:

Se caracteriza por utilizar agua de mar a la que se adiciona fertilizante organico como la
harina de pescado, soya, lombriz de tierra, gallinaza, entre otros; en distintas

proporciones (Chinchayan, 1996; De la Cruz y Millares, 1974).

Recientemente se ha ensayado el uso de sustratos alternativos y no convencionales como
residuos pesqueros, gas, aceite y exudados gomosos para el crecimiento y desarrollo de
microalgas (Sanchez, 2007; Vera et al., 2006).
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Para el uso de los residuos pesqueros se utiliza ensilado biolégico de pescado
(Fertilizante), el cual consiste en adicionar 5% de cultivo iniciador (bacterias acido
lacticas), 15% de azucar blanca refinada 0.25% de acido sorbico y pescado. El pescado
fue fileteado, lavado con agua fria estéril, congelado (-20°C por 24h) y triturado en
molino de carne con criba de 1.5 mm de diametro. Todos los ingredientes se mezclaron
y se colocaron en un contenedor estéril, llenado hasta topar con la tapa y cerrado
herméticamente. Este permanecié en incubacion a 30°C durante 72 horas. El producto
resultante se guardd en refrigeracion hasta su utilizacion y andlisis; caracteristicas
fisicas, quimico proximal, pH, acidez lactica y de viabilidad de las bacterias &acido
lacticas (Garcia, 2010).

Para utilizar el material en microalga esta debe ser trasformado en un fertilizante liquido.
Su composicion de este fertilizante liquido de pescado contiene nutrientes como
nitrogeno, fosforo y potasio, en proporcion 3:3:3, asi como muchos minerales. Estos
productos también contienen agua, proteinas, grasas y diversos productos bioquimicos
de peces. (ORGANIC International Pert S.A.C. ,2016). De acuerdo con varias hojas de
datos y seguridad de materiales, los productos de pescado liquido se caracterizan como

liguidos marrones gruesos, con un fuerte olor a pescado (USDA, 2006).

Se puede mencionar como un medio organico al:

a. Ensilado a base de residuos de trucha:

Este ensilado liquido fue elaborado con visceras de trucha (Oncorhynchus mykiss)
mediante una hidrélisis enzimatica seguido de una fermentacion homoléctica.
Mostrando mayores niveles en macronutrientes (N, P y K) que un fertilizante de
residuos hidrolizados de pescado pero menor cantidad que el fertilizante de pota
hidrolizada. (Florez, 2017).

El flujo de proceso para la elaboracion del biofertilizante de visceras de trucha fue:
visceras de trucha - molido - mezclado - hidrolisis enzimética - inactivado - colado —
hidrolizado enzimatico - mezclado de melaza y Biolac - incubado — colado — envasado
(Florez, 2017).
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La composicion fisico quimica y los analisis microbioldgicos del ensilado de residuos de

trucha se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 2; Analisis fisico-quimicos del ensilado de visceras de trucha. Fuente: Florez,

2017.

Parametro Biofertilizante
pH 4.01
Conductividad eléctrica CE (dS/m) 21.1
Solidos en suspension (g/L) 200.47
Materia organica en suspension (g/L) 130.84
Nitrégeno total (mg/L) 12057
Faésforo total (mg/L) 953
Potasio total (mg/L) 4230
Calcio total (mg/L) 663
Magnesio total (mg/L) 550
Sodio total (mg/L) 2817
Hierro (mg/L) 52
Cobre (mg/L) 25.17
Zinc (mg/L) 48.08
Manganeso (mg/L) 1.47
Boro (mg/L) 2.59

Tabla 3; Analisis microbioldgico del ensilado de visceras de trucha. Fuente

2017.

: Florez,

Analisis Microbiologico

Biofertilizante

Recuento de Lactobacillus sp. (UFC/ml) 1.5 x 10’
Recuentro de mohos y levaduras (UFC/ml) 5.9 x 10°
Recuento de aerobios mesdéfilos (UFC/ml) 5.6 x 10°
Recuento de aerobios termofilos (UFC/mI) 1.5x 10°
Enumeracién Staphylococcus aureus (NMP/ml) <3
Enumeracién de coliformes totales (NMP/ml) <3
Enumeracién de coliformes fecales (NMP/ml) <3
Enumeracion de Escherichia coli (NMP/ml) <3
Enumeracién de Pseudomonas sp. (NMP/ml) <3
Deteccion de Salmonella sp. en 25 ml Ausencia

*Nota: Los valores < 3 indica ausencia de microorganismos
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2.7.2 Medios inorganicos:
Se caracteriza por utilizar agua de mar a la cual se le adiciona fertilizantes inorganicos
comerciales agricolas como urea, nitrato de amonio, superfosfato simple, superfosfato
triple, sulfato de amonio, entre otros, en diferentes concentraciones (Chinchayan, 1996;
Alfonso y Martinez, 1987).

Hay para cultivos masivos como:

a. Medio Yashima:

Se usan principalmente para cultivos marinos, ya que brinda resultados constantes, en
contraste con los resultados tan variables que brinda el uso del agua de mar natural que
entre otros factores depende del lugar donde se colecta ésta, y el tiempo de
almacenamiento de la misma. Aunque existen algunas especies que no crecen en medios
artificiales por factores desconocidos que afectan su crecimiento (Torrentera et al.,
1989).

Para la elaboracién del medio de Yashima se preparé inicialmente el extracto de suelo
también Ilamado solucion mineral o micronutrientes. Este consiste en la obtencion de
los minerales esenciales por medio de la tierra, para ello se recolecto 100gr. de suelo
que fue mezclado con 500ml de agua destilada en un matraz. Esta fue autoclavada a
121°C por 20min. Luego se dejo enfriar para ser filtrada con la ayuda de una bomba de
vacio y un embudo Kitasato, teniendo sumo cuidado de solo vaciar el agua con
minerales (la tierra se asentara en el fondo del matraz). Del extracto de suelo obtenido
se mezclé 50ml de este con 1L de agua marina. Luego con ayuda de un agitador
magnético se depositd los siguientes insumos en el orden mencionado (no depositar el
siguiente hasta que no esté totalmente homogenizado el anterior):
- Sulfato de Amonio
- Urea
- EDTA
- Superfosfato de Potasio
Terminada la mezcla esta es autoclavada y almacenada (Modificado de Torrentera 'y
Tacon., 1989).
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La tabla 4, muestra los compuestos que lleva la preparacion de este medio.

Tabla 4; Composicion quimica del medio Yashima. Fuente: Torrentera et al.,
1989.

Componentes Valores
Sulfato de Amonio (para la agricultura 21% de N) 100 g/t
Superfosfato de Potasio (para la agricultura 21%) 15¢/t
Urea (para la agricultura 21%) 15¢/t
Clewat 32 30 a 50g/t

Componentes de Clewat 32:

FeCl, (como fuente de Fe) 0.39%
ZnCl; (como fuente de Zn) 0.17%
MnClIz (como fuente de Mn) 0.78%
CoCl; (como fuente de Co) 0.02%
CuSO4 (como fuente de Cu) 0.01%
(NH4)6M07024 (como fuente de Mo) 0.63%

b. Fertilizante agricola BAYFOLAN®FORTE:

Es una formula especial concentrada de nutrimentos que contiene vitaminas y
fitohormonas, actta estimulando los procesos metabolicos de las plantas, vigorizandolas
al proporcionarles los nutrimentos indispensables para su buen desarrollo, la planta los
aprovecha integramente y su efecto se manifiesta en cultivos vigorosos y cosechas mas

abundantes y de calidad.

BAYFOLAN®FORTE ayuda a resolver deficiencias de microelementos, frecuentes en

zonas con aguas duras. Para optimizar los resultados del producto, apliquelo cuando los
cultivos estén en etapa de desarrollo vegetativo o en produccién intensiva (Bayer

CropScience, s.f.). En la tabla 5 se muestra la composicion nutricional del

BAYFOLAN®FORTE.
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Tabla 5; Composicion quimica del fertilizante liquido comercial BAYFOLAN®
FORTE. Fuente: Bayer CropScience, s.f.

Compuestos Porcentaje en

Peso/volumen
Nitrégeno total (N) 11.470
Fosforo (P20s) 8.000
Potasio (K20) 6.000
Boro (B) 0.036
Cobre (Cu) 0.040
Fierro (Fe) 0.050
Molibdeno (Mo) 0.005
Zinc (Zn) 0.080
Clorhidrato de tiamina 0.004
Azufre (S) 0.230
Calcio (CaO) 0.025
Cobalto (Co) 0.002
Manganeso (Mn) 0.036
Magnesio (MgO) 0.025
Acido indolacético 0.003
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1. MATERIALESY METODOS

3.1 LUGAR Y PERIODO DE EJECUCION:

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de acuicultura, en el area
de Alimento Vivo de la Facultad de Pesqueria de la Universidad Nacional Agraria la
Molina. El periodo experimental tuvo una duracion de 45 dias (desde el 27 de abril hasta
el 10 de junio del 2017).

3.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS:
3.2.1 Material biolégico:
e Se utilizé una cepa de la microalga Tetraselmis suecica, que fue donada por el
laboratorio Unidad de Investigacion en Acuicultura del Instituto del Mar del Per(
(IMARPE).

3.2.2 Preparacion de agua de mar:
e Agua de mar (salinidad a 30%o)
e Agua desionizada
e Bomba de vacio de 1/6 HP (Marca GE motors; Anexo 6.a).
e 4 Matraces de 2L de capacidad. (Marca Pyrex®).
e Refractometro (marca ATAGO; Anexo 6.b).
e Papel filtro de 0,5um.
e Vaso beaker y probeta de 500ml.

e Embudo Kitasato.

3.2.3 Cultivo de microalga:
e Matraces de 300ml (10unid.), 1L (10 unid.) y 2L (4 unid.) de capacidad. (Marca
Pyrex®).
e Pipetas de capacidad de 1ml, 2ml y 5ml.



Vasos beakers y probetas de capacidad de 500ml.

Tubos de ensayo de 10ml.

Fiola de 1L (2unid).

Agua de mar y agua destilada.

Alcohol al 70%.

Hipoclorito de sodio al 0.2%.

Termdmetro de alcohol escala de 0-50°C (x 0.1°C).
Balanza analitica (Marca Pionner™ — OHAUS; Anexo 6.¢).
Agar (Marca Scharlau AG0020)

Agitador magnéetico (Marca CORNING strirrer, Anexo 6.d).
Medio de Yashima (Modificado de Torrentera et al., 1989).
Fertilizante agricola comercial BAYFOLAN® FORTE.
Fertilizante elaborado a base de ensilado de residuos de trucha (FBRT).
Autoclave de 50L (Anexo 6.e).

Mechero Bunsen.

Blower de 1/3HP (Marca SweetwaterTM, Anexo 6.j)
Manguerillas de plastico 5mm de diametro.

Valvulas de aireacion.

Fluorescentes de 40watts.
Aire acondicionado (Marca ALFANO, Anexo 6.f).

3.2.4 Evaluacion de la microalga:

Acido acético al 10%.

Lugol al 2.2%.

Céamara de Neubauer (Marca MARIENFELD; Anexo 6.9).

Microscopio binocular (Marca NIKON ALPHAPHOT-2 YS2; Anexo 6.h)
Mechero Bunsen.

Pipetas de capacidad de 1ml.

Pipeta Pasteur.

Bomba de succion.

Fotometro (Marca EXTECH intruments modelo 401025; Anexo 6.i).
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3.3 PERIODO PRE-EXPERIMENTAL.:

3.3.1 Acondicionamiento y esterilizacion de materiales:

Con ayuda del fotometro se pudo evaluar la intensidad de luz aportada por los
fluorescentes de 40 W (2 tubos de luz blanca). Estos contaban con una luminosidad de

3Klux ademas de encontrarse en muy buen estado.

Para realizar la desinfeccion de los materiales plasticos y de vidrio, se utilizé hipoclorito
de sodio diluido (lejia) al 0.2% de concentracién, luego los materiales plasticos como
manguerillas, valvulas de aire, tapas, entre otros fueron secados y almacenados en
envases plasticos limpios. Los instrumentos de plasticos y de vidrio que soportan
temperaturas elevadas fueron envueltos en papel kraft para llevarlos a la esterilizacion en
autoclave a 120 °C, 15 psi de presion por 20 minutos. Todos los materiales estériles

fueron almacenados cuidadosamente para evitar su contaminacion.

3.3.2 Preparacion de agua de mezcla:

El agua de mar se obtuvo del laboratorio de Alimento Vivo de la Facultad de Pesqueria.
Dicha agua se encontraba almacenada a una salinidad de 90%o.., la cual fue diluida con
agua dulce hasta 30%o. Segun Helm et al. (2006); menciona en la FAO que las especies de
microalgas pertenecientes al grupo de flagelados se cultivan mejor en agua marina con
una salinidad de 30%o. La salinidad fue medida con el refractometro. Luego fue filtrada al
vacio con ayuda de una bomba de 0,5 HP y equipo Kitasato con filtros de 0,5u. El agua
fue colocada en matraces de 2L para poder llevarla a su esterilizaciéon. Se utilizé una

autoclave de 50 litros.

3.3.3 Obtencién y mantenimiento de cepa:
La cepa de microalgas proveniente del IMARPE. Tuvo un volumen de10 ml de la

microalga Tetraselmis suecica con una densidad de 180 x10* cel/ml.

Esta cepa fue duplicada en dos tubos a un volumen de 10ml (158.3x x10* cel/ml). Se
utiliz6 como fertilizante el BAYFOLAN a una concentracion de 0.2ml/I de agua marina.
Uno de los tubos se utilizo para el plaqueado en agar, con el fin de contar con un respaldo

de la microalga. Se realiz6 en 20 tubos de ensayo de 10ml de volumen; donde

23



se aplico la técnica de siembra en agar en tubo inclinado (Santambrosio et al., 2009)
(Anexo 2). Con el otro tubo de 10ml se realizé el escalamiento de la microalga utilizando
el fertilizante BAYFOLAN (concentracion de 0.2ml/L), iniciandose la siembra a una
densidad de 158.3x x10* cel/ml, en un volumen de 50ml.Una vez llegado a una densidad
celular similar (163 x10* cel/ml), se traspasé en un matraz de 250 ml, a un volumen de
100 ml, aumentado su volumen luego a 200 ml (cuando su densidad Ilego a 155.6 x10*
cel/ml) y por ultimo se trasladé en un matraz de 1L, a un volumen de 500 ml, hasta

obtener una densidad de 165 x10* cel/ml.

Se utilizaron 300ml de estos Gltimos para la prueba de determinacion de la concentracion
Optima del medio utilizando como fertilizante el ensilado a base de residuos de trucha
(FBRT).

3.3.4 Obtencidon y preparacion de los medios de cultivo:
Se utilizaron 3 medios de cultivo: medio Yashima, FBRT (medio experimental) y por
altimo el fertilizante agricola BAYFOLAN® FORTE.

El FBRT, fue elaborado en el Laboratorio de Ingenieria de la Facultad de Pesqueria y el
Laboratorio de Biorremediacion de la Facultad de Ciencias, de la Universidad Nacional
Agraria La Molina a través de un trabajo de tesis (Florez, 2017).. Este ensilado biol6gico
fue obtenido por el proceso de hidrdlisis, que luego es fermentado con bacterias &cido-
lacticas y melaza como fuente de carbono. El flujo de proceso (anexo 7) fue el siguiente:
recepcion de visceras de trucha - molido - mezclado - hidrdlisis enzimatica con proteasa a
0,33 % (p/v) y 60 °C - inactivado a 85 °C por 20 minutos - colado - mezclado de 10 %
(p/p) melaza, 10 % (p/p) de Biolac y 80 % de hidrolizado - incubado a 40 °C por 5 dias -
colado - envasado. El contenido de nitrégeno, fésforo y potasio fue de 12057 mg/L, 953
mg/L, 4230 mg/L respectivamente. Mientras el contenido total de aminoacidos y proteina
fue de 3,89/ 100g y 6,2g / 100g respectivamente. El biofertilizante no contuvo coliformes
totales, coliformes fecales, E. coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus y
Salmonella sp. El producto final fue embotellado y almacenado en la refrigeradora para

ralentizar el proceso bacteriano.
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El fertilizante liguido BAYFOLAN® FORTE, es un fertilizante agricola comercial. Este

fue comprado y almacenado en un lugar fresco.

3.3.5 Instalacion de los cultivos experimentales:
En todos los casos se procedid con el protocolo descrito en el Manual para el Cultivo de
Microalga escrito por Romo (2002). En el anexo 1 se presenta de forma detallada los

pasos que se siguid para llevar a cabo los cultivos experimentales.

3.4 PERIODO EXPERIMENTAL

3.4.1 Manejo y control del experimento:

a. Control de parametros ambientales:

Los cultivos fueron mantenidos a una temperatura de 21+2°C. Se monitorio la
temperatura con un termometro de marcacion para asegurar su rango. La iluminacion en
los estantes se realizd mediante dos fluorescentes de luz blanca de 40watts. Con el
fotometro de marca EXTECH intruments, se tomaron las medidas a diario, las cuales

resultaron de 3KLux dentro del &rea de cultivo.

En todos los experimentos se utilizd agua a una salinidad de 30%o; para su medicion en
cada caso se utilizd un refractometro marca ATAGO. Las mediciones se realizaron al

momento de preparar el agua de mezcla.

b. Determinacion del crecimiento celular:

Para evaluar la densidad celular, se empled el método de contaje directo mediante el uso
del hemocitémetro con rejillas o camara de Neubauer y con fondo de espejo. Cada dia se
realizaban 2 conteos (mafiana y tarde). Para llevarlo a cabo se tomd 1ml de muestra de
cada unidad experimental. Al poseer la microalga Tetraselmis suecica flagelos (células
moviles), a las muestras obtenidas se les adiciona tres gotas de acido acético, esto con la
finalidad de fijarla (matar la células). Completada la fijacion, con la ayuda de una pipeta
Pasteur la muestra se depositaba en el hemocitdmetro. Luego se colocaba este al
microscopio (aumento de 10X) para realizar el conteo directo. El volumen total de cada
cuadricula principal de la camara es de 0,1 mm3; por lo que al tener el promedio total

esta es multiplicada por 10* quedando la densidad en células/ml.
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c. Determinacién del crecimiento de protozoarios:

El método empleado fue el de contaje directo, como en el caso anterior, se utilizo el
hematocitémetro con rejillas de Neubauer. Esta vez se adicioné a la muestra lugol (1
gota), que sirvio para tefiir la membrana de estos organismos y asi poder visualizarlos al
microscopio. Se observo las caracteristicas fisicas del protozoario para tratar de
determinar el género de estos. No se propone con esta tesis el identificar de una manera
precisa a estos organismos ya que solo es necesario saber el efecto que los medios puedan

tener al estar estos contaminados.

3.4.2 Determinacion de la concentracion optima del fertilizante elaborado a base de
ensilado de residuos de trucha (FBRT) para el cultivo de microalga T. suecica

El experimento se realizé en 2 etapas, en ambas ocasiones se procedio de la misma forma.
Ambeas etapas se realizaron a una salinidad de 30%o0 en matraces de 300 ml, a un volumen
efectivo de 250ml.

Con la finalidad de determinar la mejor concentracion de fertilizante se realiz6 una prueba
preliminar. Esta tuvo una duracién de 6 dias. El inéculo inicial de microalga fue de 30mi
(32 x10* cel/ml) por matraz. La temperatura estuvo entre 21+3°C (Anexo 3) y la
intensidad luminosa fue de 3Klux. Se evaluaron 5 tratamientos (concentracion de
fertilizante) y 2 repeticiones por tratamiento:

* Concentracion 1 (C1): 0.5Mlsertilizante / Lagua marina (0.5:1000).

* Concentracion 2 (C2): Imlkertitizante / Lagua marina (1:1000).

* Concentracion 3 (C3): 2Mltertitizante / Lagua marina (2:1000).

* Concentracion 4 (C4): Smlertitizante / Lagua marina (5:1000).

* Concentracién 5 (C5): 10mlfertitizante / Laguamarina (10:1000).

De ser el caso que la concentracion de 10:1000 se obtuviera el mejor resultado en la
prueba. Se realizarian pruebas posteriores con mayores concentraciones de fertilizante
(sea 15:1000 y 20:1000).

Se trabajo con 10 matraces, estos fueron colocados de manera aleatoria, quedando

distribuidos en el siguiente orden:

C4R2 | CIR2 | C4R1 | C2R1 | C3R2 | C5RI | CIR] | C3R1 | C5R2 | C2R2

*C=Tratamientos *R=Repeticiones
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Con la finalidad de afinar la mejor concentracion (mayor densidad celular) de la primera
etapa, se utilizé un rango de la mejor respuesta de concentracion de FBRT obtenida en
esta etapa (en este caso fue 2ml), para poder formular la segunda fase. La duracién fue de
5 dias. El indculo inicial fue de 20ml (18.5x10* cel/ml) por matraz. La temperatura se
mantuvo en un rango de 21+£2°C (Anexo 3) y la intensidad luminosa fue de 3Klux. El
experimento cont6 con 3 tratamientos y 3 repeticiones:

* Concentracion 1 (C1): 2mlertitizante / Lagua marina (2:1000).

* Concentracion 2 (C2): 3Mlkertitizante / Lagua marina (3:1000).

* Concentracion 3 (C3): 4mlsertitizante / Laguamarina (4:1000).

Dando un total de 9 matraces, estos fueron colocados de manera aleatoria, quedando enel
siguiente disposicion:

C3R2 (CIR3 [C2R2 [C3R1 [C2R3 |C1R1 |C3R3 [C1R2 |CZ2R1

*C=Tratamientos *R=Repeticiones

3.4.3 Comparacion del crecimiento de la microalga T. suecica utilizando el
fertilizante elaborado a base de ensilado de residuos de trucha (FBRT) frente al
medio comercial (BAYFOLAN) y un medio inorgénico (Yashima)

Esta fase experimental tuvo una duracién de 7 dias y se realizd en erlenmeyer de 1L, con
aireacion constante e intensidad luminosa de 3Klux. Cada tratamiento se realiz6 por
triplicado. Para ellos se mantuvo los parametros ambientales (en las mismas condiciones.
Los tratamientos para esta fase fueron:

* Tratamiento 1 (T1): 0.2mlgayroLan / Liagua marina (0.2:1000).

* Tratamiento 2 (T2): 1Mlmedio Yashima/ Lagua marina (1:1000).

* Tratamiento 3 (T3): 3mlrsrT / Laguamarina (3:1000).

Se sembr6 un inoculo inicial de 20ml (5.3x10%cel/ml) por matraz. Al utilizar una densidad
celular mucho menor en esta etapa experimental, o que se busca es ver como el FBRT

puede afectar este en todas las fases de crecimiento de la T. suecica.
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Las temperaturas durante el experimento estuvieron entre 21+1°C (Anexo 3). Estos fueron

colocados de manera aleatoria, quedando en el siguiente orden:

T1R2 | T3R1 | T2R1 | T3R2 | T2R3 | T1IR3 | T3R3 | T2R2 | T1R1

*T=Tratamientos *R=Repeticiones

3.4.4 Determinacion de contaminacion por protozoarios en el cultivo de la microalga T.
suecica utilizando el fertilizante elaborado a base de ensilado de residuos de trucha
(FBRT) frente al medio comercial (BAYFOLAN) y un medio inorganico (Yashima)

El experimento se llevd a cabo durante 6 dias, contando con 3 tratamientos y con 3
repeticiones por cada uno de ellos. El inoculo inicial para cada uno fue de 15mL
(7.2x10%el/ml) por matraz, se tuvo temperaturas entre 20+1°C (Anexo 3). Se utilizaron
matraces de 1L. Para el analisis se tomo una alicuota de 1ml/cultivo los cuales fueron
teflidos con lugol y colocados en cadmaras de Neubauer para su conteo diario. Los
tratamientos fueron:

* Tratamiento 1 (T1): 0.2mlsayroran / Lagua marina (1:5000).

* Tratamiento 2 (T2): 1Mlmedio de Yashima / Lagua marina (1:1000).

* Tratamiento 3 (T3): 3mlrsrT / Lagua marina (3:1000).

Dando un total de 9 matraces, estos fueron colocados de manera aleatoria, quedando en el

siguiente orden:

T3R1 | TIR3 | T2R1 | T2R2 | T2R3 | T3R3 | T1IR3 | T1IR2 | T3R2

*T=Tratamientos ~ *R=Repeticiones

3.4.5 Andlisis estadistico:
En cada etapa experimental se aplicé un Disefio Completamente al Azar (DCA), iniciando

por su verificacion de supuestos (normalidad de errores y homogeneidad de varianza
(homocedasticidad)). Luego se aplico un ANVA de una sola via para determinar si los
tratamientos cuentan con diferencias significativas. De ser el caso, se aplico la prueba LSD
de Fisher (a=5%).

En caso hubiese una posible heterogeneidad de varianza durante la verificacion de
supuestos, se utilizaron modelos lineales generales y mixtos (Di Rienzo et al. 2017). Luego

se selecciond el modelo méas apropiado utilizando los valores del criterio de Akaike (AIC),
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Schwarz (BIC) y la prueba de maxima verosimilitud (LRT) (Shapiro y Francia, 1972). ).
Para todas las variables medidas se analizé la normalidad de los errores usando la prueba de
Shapiro-Francia (Shapiro & Francia, 1972). Para analizar la homogeneidad de varianzas, se
uso un grafico de dispersion de residuos versus valores predichos, se debid observar una
nube de puntos sin patron alguno (Di Rienzo et.al, 2008). De encontrarse diferencias
significativas entre los tratamientos, se aplicé la prueba LSD de Fisher (a=5%).

Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa computacional InfoStat
(version 2017).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL
FERTILIZANTE ELABORADO A BASE DE ENSILADO DE RESIDUOS DE
TRUCHA (FBRT) PARA EL CULTIVO DE MICROALGA T. suecica

4.1.1 Primera etapa experimental para la determinacién de concentracion del
FBRT: Los cultivos de la microalga T. suecica fueron observados durante 6 dias, donde
se contabilizé la densidad microalgal (cel/ml) y se evaluaron los parametros de
temperatura y luz diariamente. Los matraces los diferentes tratamientos fueron dispuestos

al azar en el estante de cultivo, tal como se muestra en la figura 4,
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Figura 4: Diferencia de coloracion en los cultivos de la microalga T. suecica en la

primera etapa experimental en la determinacion de la concentracion del FBRT.

Al momento de inocular las diferentes concentraciones de FBRT correspondiente a cada
tratamiento, lo primero que se observé fue una coloracién marrdn claro que se intensifico

a medida gue se incrementaba la concentracion del fertilizante.



Se puede tomar esta ocurrencia como una posible dificultad para la captacion de luz de
las células algales. Segun Dubinsky et al. (1995), esto podria ocasionar que las células
de las algas experimenten cambios dindmicos en su composicion celular, junto con la
alteracion de las propiedades ultra estructurales, biofisicas y fisioldgicas para poder

aumentar la fotosintesis y consecuentemente el crecimiento de las algas.

En el dia de la siembra se observd que los in6culos iniciales de microalgas de cada
tratamiento tuvieron similares densidades celulares como se aprecia en la tabla 6,
contabilizandose 51.73 + 8 x10%cel/ml. En el primer dia de cultivo, los tratamientos C4
(5:1000) y C5 (10:1000), mostraron una ligera disminucién en la densidad celular de
44.8 a 32.9 x10%cel/ml y de 59 a 57.3 x10%cel/ml respectivamente, lo cual no ocurrié con
los tratamientos C1, C2 y C3. Esta disminucion es aclarada por Romo (2002), que
menciona que al encontrarse las células algales ain en la fase de adaptacién; en ellas no
ocurre incremento en el nimero de células, pudiendo incluso llegar a disminuir en
namero con respecto al indculo inicial, en cambio los tratamientos C1, C2 y C3 lograron
aclimatarse e incluso crecer al punto de duplicar su densidad inicial (C2 y C3), dando asi
inicio a su fase de crecimiento exponencial. Cabe mencionar que las mayores
concentraciones de fertilizante en los tratamientos C4 y C5 podrian haber sido una
limitante para esta fase adaptativa ya que las altas concentraciones de algunos

macronutrientes podria haber causado un estrés al cultivo (Jad-Allah, 2012).

Tabla 6; Valores promedios del crecimiento celular de la microalga T. suecica
(10%cel/ml) en la primera etapa experimental con diferentes concentraciones del
FBRT.

Tratamiento C1 C2 C3 C4 C5
Dia (0.5:1000) | (1:1000) | (2:1000) | (5:1000) | (10:1000)
0 59.236 52.500 42.986 44875 59.028
1 76.250 111.806 124.722 32.986 57.361
2 92.094 113.403 139.861 0.000 0.000
3 96.866 132.986 146.350 0.000 0.000
4 124.100 174.722 154.889 0.000 0.000
5 136.100 182.550 195.311 0.000 0.000
6 162.981 211.650 | 272.708 0.000 0.000
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Al segundo dia de cultivo, se observo en los tratamientos C4 y C5 la muerte total de las
células. Lo que da a entender que las altas concentraciones FBRT tuvieron un efecto
negativo hacia estas. Un probable factor pudo haber sido la caida de pH en el cultivo, ya
que sabemos que el FBRT cuenta con un pH de 4.01 y a concentraciones elevadas esta
repercutiria en el medio; Chester (1990), observo en sus cultivos de Chaetoceros sp. y
Tetraselmis sp. que los cambios de volumen o de dilucion en los medios, dan como
resultado cambios en el pH. Y Moheimani (2012), probé diversos rangos de pH para el
crecimiento de T. suecica, demostrando que el rango optimo de este era de un pH de 7.5.
Por lo que si los tratamientos con FBRT a mayores concentraciones contenian pH
menores a 7.5, esto podria haber causado la muerte de los cultivos. En este experimento
no se realizo toma de este parametro por lo que no se puede asegurar si la muerte se

pudo deber a esto.

Por otro lado, similares resultados a los tratamiento C4 y C5 se obtuvieron por
Kaippilliparambil y Aikkarakunnath (2016), al utilizar ensilado de pescado en el cultivo
de la microalga de agua dulce Scenedesmus sp, sus resultados demostraron que una
menor concentracion (3% y 6%) del ensilado de pescado fue mas adecuado para el
cultivo de Scenedesmus, y en concentraciones mas altas (15% y 18%), ocasioné la
muerte total de las mismas. Los autores indican que esta pudo ser debido al aumento de
coloracion del cultivo el cual restringia la penetracion de la luz y por lo tanto, disminuyo
la capacidad de fotosintesis (Hena et al., 2015; Jad-Allah, 2012).

Otras probables causas de la mortalidad en las mayores concentraciones (C4 yC5)
pueden ser explicada por el estrés o grado de toxicidad que el medio podria haber
causado por el alto contenido de algunos nutrientes. Segun Fernandez y Lopez (2015);
indican que el suplemento de nutrientes debe satisfacer a un determinado consumo de la
biomasa. Asi, desde el punto de vista de ingenieria tiene sentido estudiar lo que un
medio de cultivo debe tomar en cuenta: es decir la composicion de la biomasa y su nivel
de nutrientes. La biomasa microalgal (y muchas otras biomasas) esta conformada
principalmente de hidrégeno, oxigeno, carbon y nitrogeno (azufre y fosforo también
aparecen en cantidades sustanciales) con muchos otros micronutrientes en pequefias

cantidades. Es asi que los micronutrientes deben agregarse con cuidado debido a que
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algunos son toxicos en altas concentraciones, esto sucede por ejemplo con el cobre. Los
micronutrientes no deben ser agregados en exceso, de lo mencionado anteriormente se
podria aplicar al caso, ya que al no contar con el conocimiento total de los compuestos,
sobre todo de elementos traza que contiene el fertilizante, estos podrian estar en

concentraciones que ocasionen un desequilibrio o estrés a la microalga.

Aun asi los tratamientos C4 y C5 fueron monitoreados hasta el final del experimento. Se
pudo observar que la coloracion de estos tratamientos se torno hacia un marrén rojizo en
el segundo dia y a partir de los dias restantes no se observo ninguna microalga u ser

viviente (sea microalgas u otro organismo visible para el microscopio).

Respecto al tratamiento C1 (0.5:1000), se pudo observar una ligera disminucion del
crecimiento en comparacién a los demas tratamientos La razdn podria ser por un déficit
de nutrientes esenciales para su desarrollo (como el fésforo, nitrégeno o elementos
minerales traza), ya que al ser la concentracion més baja de FBRT todos estos se
encontraran en concentraciones insuficientes. Jad-Allah (2012), en su estudio con
Nannochloropsis sp., evalud diferentes nutrientes (sulfato de amonio, urea, superfosfato
de calcio, potasio (K), fosforo (P) y nitrégenos (N)), para enriquecer el medio
(obteniendo cinco tratamientos y un control). En los dos mejores tratamientos los
componentes del medio fueron los mismos. Estos contenia sulfato de amonio, urea y
superfosfato de calcio, sin embargo estuvieron a diferentes concentraciones (tratamiento
A 150: 7.5: 25 mg/L y en el tratamiento B 100: 5: 15 mg/L respectivamente). Como
resultado se obtuvo que la densidad celular maxima en el primero fue 1.35 veces mayor
que en el segundo, concluyendo que el primero contaba con mayor concentracion de
nutrientes necesarios para la microalga. Resultados parecidos fueron reportados para el
cultivo de Dunaliella sp (Becerra-Dorame et al., 2010), en el que se determiné una

correlacion positiva entre la concentracion de nutrientes y la densidad celular.

En el caso del tratamiento C3 (2:1000), aqui se obtuvo las mayores densidades de
microalgas, llegando a tener en el sexto dia 272.7 x10%cel/ml, tal como lo muestra la
figura 5.

33



300.00 /l

Tiempo (Dias)

=
2 250.00
-~
d _n
< 20000
[=]
=
8 150.00 4
=
‘o
Q
o 100.00
-]
)
| =8
g 50.00
=]
Z l
0.00 AN N
0 1 2 3 4 5 6

—4=—C1(0.5:1000)
—=—C2 (1:1000)
—#—(3(2:1000)
——(4 (5:1000)

—#—C5 (10:1000)

Figura 5: Curva de crecimiento de la microalga T. suecica (10* cel/ml) en la

primera etapa experimental para la determinacion de concentracion del FBRT a

partir de cinco concentraciones.

En la figura 6 se aprecia las ecuaciones linealizadas del crecimiento celular de los

tratamientos C1, C2 y C3. No se ha tomado en cuenta las concentraciones C4 y C5,

debido a que no se cuenta con datos a partir del segundo dia.
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Figura 6: Ecuacion linealizada de la tasa de crecimiento en la primera etapa

experimental para la determinacion de concentracién del FBRT, para los

tratamiento C1, C2y C3.
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Se observa diferencias en las concentraciones respecto a sus tasas de crecimiento, siendo
la concentracién C3 (2:1000) la que muestra la tasa de crecimiento més alta (0.2336/dia)

respecto a las anteriores.

Al aplicar el andlisis de variancia (Anexo 5.1.1), este arrojo diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). A través de una prueba de LSD de Fisher (0=0.05), se
determind diferencias significativas entre el tratamiento C1 (con la menor concentracion
microalgal) y los tratamientos C2 y C3, guardando estos dos ultimos relacion estadistica

entre si, por lo que se podria decir que causan el mismo efecto.

Al respecto se puede observar que aunque los tratamientos C2 y C3 no muestran
diferencias estadisticas entre si, se tiene que numéricamente los valores de densidad
celular y crecimiento del tratamiento C3 son mayores y alcanzados en menor de tiempo.
Se puede asumir que la concentracion de nutrientes en C3 seria la mas adecuada, por lo

cual este fue elegido como el mejor.

4.1.2 Segundo etapa experimental para la determinacion de concentracion optima
del FBRT:

Determinada la concentracion C3 (2:1000) como la mejor concentracion, se evaluaron las
concentraciones de 2:1000, 3:1000 y 4:1000, con el fin de determinar la concentracion
optima del FBRT para el cultivo de la microalga Tetraselmis suecica. Se establecio los
mismos procedimientos y disefio experimental de la primera etapa. Es decir se
distribuyeron los tratamientos por triplicado en el estante en forma aleatoria como se
muestra en la figura 7, y se mantuvo los parametros fisicos como la incidencia de luz en

todo el experimento en unos 3KLux, y la temperaturas en 21+2°C y salinidad de 30%o.
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Figura 7: Diferencia de coloracion en los cultivos de la microalga T. suecica en

la segunda etapa de concentracion 6ptima del FBRT.

Respecto a la coloracion y debido que solo se utilizaron bajas concentraciones del FBRT
(a diferencia de la primera fase), la coloracion de los medios fue de marrén claro o verde
trasltcido. No se observaron en el primer muestreo sintomas de estrés en la microalga;
como la falta de movimiento de las células o presencia de aplanospora (pérdida de

flagelo).

El crecimiento de todos los tratamientos en el dia cero e inicio del dia uno, fueron
similares tal como se aprecia en la tabla 7. Las células algales entraron a su fase de
adaptacion; donde mostraron un crecimiento reducido. En el caso del tratamiento C3
(4:1000), la fase de adaptacion tuvo un mayor tiempo de adaptacién como se puede
apreciar en la tabla 8. La densidad celular en este tratamiento fue ascendiendo
lentamente hasta inicios del dia tres, donde inicié su fase logaritmica. Este hecho
también fue reportado por Zubaidai (2017), quien cultivd N. oculata y T. suecica,
utilizando agua residual como medio de cultivo y tuvo respuestas similares al
experimento realizado. El fertilizante fue agua residual tratada e inoculada a diferentes
concentraciones (0%, 25%, 50%, 75% y 100%) observando que los grupos control y el
de 25% de agua residual iniciaron su fase logaritmica antes que los otros tratamientos en

T. suecica. Este autor sefialé que cuanto mayor era la concentracion de aguas
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residuales (fertilizante), mayor era su fase de adaptacién. Esto también fue observado
en este experimento con los resultados obtenidos en los tratamientos C1 y C2, siendo el
primero (2:1000) el que mostré un mayor crecimiento inicial a comparacion del C2
(3:1000). Sin embargo a partir del segundo dia el C2 muestra el mayor crecimiento. Al
respecto Gouveia (2011), explica que el crecimiento de T. suecica puede verse altamente

afectado por los cambios en el nivel de nutrientes o condiciones de cultivo.

Tabla 7; Valores promedios del crecimiento de la microalga T. suecica (10%cel/ml)
en la segunda etapa experimental para la determinacion de concentracion optima
del FBRT.

Tratamiento c1 c2 c3
Dia (2:1000) (3:1000) (4:1000)
0.00 21.99 20.93 21.99
0.79 36.85 37.63 25.46
1.04 52.41 39.31 25.51
1.75 68.47 43.52 28.66
2.04 110.79 117.52 34.26
2.75 118.05 131.78 49.54
3.04 127.90 155.42 66.34
3.75 129.25 160.98 79.49
4.04 136.67 171.75 119.35
4.83 143.99 198.14 141.92
5.08 146.97 210.20 150.97

En la figura 8, se aprecia claramente que los tratamientos C1 y C2, empezaron su fase
exponencial a partir del dia uno, hasta el dia tres donde continuaron su fase de retardo,
que se prolong6 hasta el dia cinco que finalizé el experimento, debido a que dos de los
tratamientos (C1 y C2) llegaron a su fase estacionaria.

El tratamiento C2 tuvo un crecimiento acelerado al finalizar el dia dos, esto pudo
deberse a una tardia asimilacion de sustratos inorganicos o a la obtencion de energia de
la luz. Esta diferencia brusca a mayor densidad caus6 una diferenciacion entre el nimero

poblacional del tratamiento C2 y del C3.
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Al final de esta parte experimental se determind que la concentracion C2 (3:1000) fue la
que numéricamente obtuvo los mejores resultados, con una densidad final de 210.20

x10%*cel/ml.
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Figura 8: Curva de crecimiento de la microalga T. suecica (10* cel/ml) en la
segunda etapa experimental para la determinacion de concentracion éptima del
FBRT.

Al trasformar los datos de densidad celular a logaritmos naturales, se obtienen las

ecuaciones linealizadas de crecimiento celular de cada tratamiento, que se muestran en

la figura 9.
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Figura 9: Ecuacion linealizada de las tasas de crecimiento en la segunda etapa
experimental para la determinacion de concentracion éptima del FBRT.
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Se observo en la figura que los tratamientos C2 y C3 presentaron similares tasas de
crecimiento y mayores al tratamiento C1, encontrandose el mejor resultado en el
tratamiento C2 (3:1000) con 0.4564/dia.

Al aplicar el andlisis de varianza (ANVA) (Anexo 5.1.2), se obtuvo diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (p<0.05), por lo que se realiz6 una
prueba de LSD de Fisher (0=0.05). A través de esta se encontraron diferencias entre los
tratamientos C2 y C3; como también se observo que los tratamientos C1 y C2; y los

tratamientos C1 y C3 guardaban relacion estadistica entre si.

Aunque los tratamientos C1 (2:1000) y C2 (3:1000) no mostraron diferencias
significativas, numéricamente las mayores densidades celulares al final del experimento
fueron para el tratamiento C2, asi también el tratamiento C2 mostr6 que a menor tiempo
creci0 mas rapido que el tratamiento C1. Este tratamiento fue elegido como la

concentracion optima de fertilizante (3:1000).

41 COMPARACION DEL CRECIMIENTO DE LA MICROALGA T. suecica
UTILIZANDO TRES FERTILIZANTES DIFERENTES COMO MEDIO DE
CULTIVO: EL FERTILIZANTE ELABORADO A BASE DE ENSILADO DE
RESIDUOS DE TRUCHA (FBRT), UN MEDIO AGRICOLA COMERCIAL
(BAYFOLAN) Y UN MEDIO INORGANICO (YASHIMA)

Obtenida la concentracion optima de FBRT, este fue comparado frente al medio
inorganico Yashima y el fertilizante comercial BAYFOLAN® FORTE, los cuales son
utilizados como medios masivos de cultivo para la produccion de microalgas. Para ellos
se disefio un experimento de tres tratamientos con tres repeticiones dispuestas al azar en
el estante de cultivo, como se muestra en la figura 10, utilizando las concentraciones
normales de cada medio. Para el BAYFOLAN se us6 0.2:1000, para el medio Yashima
1:1000 y para el FBRT 3:1000.
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La incidencia de luz en todo el experimento fue de unos 3KLux, y se contdé con
temperatura de 20+1°C y salinidad de 30%o.

Figura 10: Diferencia de coloracion en los cultivos de la microalga T. suecica
utilizando diferentes medios de cultivo (T1: BAYFOLAN® FORTE, T2:
Yashimay T3: FBRT).

En la figura 10, se observa diferencias marcadas en la coloracion entre los diferentes
tratamientos. Los tratamientos BAYFOLAN y Yashima presentan una coloracion
transparente a diferencia del FBRT en el que predomina una coloracion marrén claro
producto de la coloracion del fertilizante. Debido a la disminucién del inéculo inicial de
la microalga (5.35 x10%cel/ml frente a utilizada de 23 x10%cel/ml en la fase anterior), no
mostrd coloracion verdosa. Las posibles causas que puedan originar la coloracién del

medio, se mencionaron en las paginas 32 y 33.

Respecto a las fases del cultivo, en la tabla 8 se tiene que los tres tratamientos tuvieron
un comportamiento parecido en el dia uno, para posteriormente mostrar diferentes

concentraciones en la densidad celular.
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Tabla 8; Valores promedios del crecimiento de la microalga T. suecica (10%cel/ml)
con los diferentes tratamientos utilizados como medio de cultivo (BAYFOLAN®,
Yashimay FBRT).

TrataDml,:"to BAYFOLAN | YASHIMA |  FBRT
0.00 5.972 5.910 5.217
0.88 7.307 9.467 7546
1.00 8.264 12.546 9.306
183 10.663 18.785 14.178
2.08 11.915 20.602 19.851
2.83 13.494 22.825 32.101
3.08 15530 26.821 37.854
3.83 16.876 34.051 56.283
4.08 18.361 37.022 66.358
463 20.764 41.219 95.612
488 21.528 43171 110550
5.10 25544 57.269 120841
5.58 25.787 60.150 131.947
5.79 28.340 61.175 137.786
6.67 35.627 65.950 142816

En los dias subsiguientes el mayor crecimiento que habia tenido el tratamiento Yashima,
frente a los otros tratamientos, fue sobrepasado a partir del tercer dia por el crecimiento
del tratamiento FBRT, como se puede ver en la Figura 13 y la tabla 10. Asi también el
tratamiento con el fertilizante BAYFOLAN®FORTE, se mantuvo en densidades muy
bajas. Esto probablemente debido a que este medio se utiliza mayormente en cultivos
gue aun estén en etapas de desarrollo vegetativo o en produccién intensiva en plantas.
(Bayer CropScience, s.f.), pudiendo producir el mismo efecto en cultivos de microalgas.
En otra investigacion, Fernandez-Linares et al. (2017), enriquecieron los tratamientos
con agua residuales adicionando BAYFOLAN debido al bajo contenido de nutrientes de
los tratamientos con agua residuales, lo que podria haber limitado el crecimiento de la
microalgas. Debido a esto se tomd al BAYFOLAN como control de la experimentacion.
Este mismo autor menciona que BAYFOLAN®FORTE es una formula concentrada de
nutrientes que contiene vitaminas y fitohormonas que estimulan los procesos
metabolicos de las plantas. Ademas, contiene &cido indolacético que es un estimulante

del crecimiento en cultivos de plantas y podria producir el mismo efecto en cultivos de
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microalgas. Esto ha sido reportado por De Bashan et al. (2003), que al adicionar
concentraciones de &cido indolacético al cultivo de microalga Chlorella vulgaris causé
un aumento en la poblacion en comparacion al cultivo de microalga sin tratamiento. Sin
embargo el tratamiento con BAYFOLAN continué con concentraciones bajas de

microalgas durante todos los dias que dur6 el experimento.

Por otro lado el tratamiento Yashima, tuvo una fase de adaptacion de dos dias,
continuando con su fase exponencial hasta el final del experimento. Sin embargo como
se ve en la Figura 11, y al compararlo con el tratamiento FRBT presenta menor
crecimiento. Este comportamiento en el crecimiento celular fue similar al que obtuvo
Rodriguez (2006), el cual utiliz6 el medio Yashima como control frente a su medio
experimental para el cultivo de T. suecica. En esta, la densidad inicial fue de 8.7

x10%cel/ml y la que se obtuvo al sexto dia fue de 78.3 x10%cel/ml.

El tratamiento FBRT comienza su fase de crecimiento exponencial al iniciar el tercer
dia, la cual fue méas pronunciada que en los tratamiento anteriores. Hacia el quinto dia,
se aprecia una disminucion del crecimiento (fase de retardo) hasta el final del

experimento.

160

140

[y
]
o

=
(=]
o

-0-BAYFOLAN
B-YASHIMA
FBRT

o]
o

@
o

Numero de Células (10*Cel/mL)
B
[=]

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (Dias)

Figura 11: Curva de crecimiento de la microalga T. suecica (10* cel/ml) con los
diferentes tratamientos utilizados como medio de cultivo (BAYFOLAN® FORTE,
Yashimay FBRT).
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El tratamiento FBRT fue el que obtuvo los mejores resultados en densidad celular,
alcanzado valores de 142.82 x10* cel/ml al finalizar el experimento.

La figura 12, nos muestra la conversion en logaritmo natural del nimero de células de la

microalga T. suecica, para obtener la ecuacion linealizada para todos los tratamientos.

y = 0.5649x + 1.7451 //
R2 = 0.9688 £~

—&— BAYFOLAN
——YASHIMA
FBRT

\\ : \\ J
\ % \\
\

Ln (N)

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

Tiempo (Dias)

Figura 12: Ecuacion linealizada de la tasa de crecimiento de la microalga T.
suecica (10* cel/ml) con los diferentes tratamientos utilizados como medio de
cultivo (BAYFOLAN®FORTE, Yashimay FBRT).

Se puede observar que los diferentes tratamientos muestran tasas de crecimiento
diferentes entre si, esto debido al efecto de cada medio sobre el crecimiento de la
microalga T. suecica. Siendo el mejor resultado el obtenido con el tratamiento FBRT
(3:1000) con una tasa de crecimiento de 0.5649/dia, este valor es superior al obtenido
por Giordano et al. (2015), en T. suecica, de 0.19/dia a la temperatura de 20°C bajo un
flujo constante de luz, y al obtenido por Zubaidai (2017), que utilizé un 25% de aguas
residuales como medio de cultivo, obteniendo una tasa de crecimiento de 0.4778/dia. Lo
que refleja que al usar FBRT como medio de cultivo, es muy favorable para el

crecimiento de la microalga T. suecica.
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Al efectuar el anélisis de la varianza (ANVA) (Anexo 5.2) se contd con una
heterogeneidad de la varianza. Por lo que se procedié a ajustar la variabilidad de los
tratamientos. Luego se realizé la prueba de LSD de Fisher (0=0.05). Donde se pudo
observar que los tratamientos son estadisticamente diferentes entre si. El tratamiento
FBRT muestra la mayor media entre tratamientos con un valor de 658.89 x10%cel/ml

(anexo5.2).

43 DETERMINACION DE CONTAMINACION POR PROTOZOARIOS
UTILIZANDO TRES FERTILIZANTES DIFERENTES COMO MEDIO DE
CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE LA MICROALGA T. suecica

Para esta prueba se realiz6 el cultivo con el mismo procedimiento que en la fase
experimental anterior, con la diferencia que al momento del conteo se agregd lugol, con
la finalidad de tefiir las células de los probables protozoarios en el cultivo, luego se
agregd acido acético para poder fijarlas. Los matraces se distribuyeron al azar en estante

tal como se muestra en la figura 13.

Figura 13: Diferencia de coloracién en los cultivo de la Microalga Tetraselmis
suecica en la determinacién de contaminacién por protozoarios .

Los protozoarios, fueron contabilizados desde el dia de la siembra, observandose
diferencias en la densidad inicial por tratamiento, ya que su presencia fue un factor que
no se pudo controlar. Aun asi la concentracion de protozoarios inicial fue baja (0.23+
0.14 x10%cel/ml), siendo el tratamiento BAYFOLAN el que mostré mayor carga inicial

44



con 0.37x10%el/ml. A partir del dia dos, cada tratamiento contdé con una dinamica
celular de protozoarios diferente entre si. Estos valores se aprecian en la tabla 9.

Tabla 9; Valores promedios del crecimiento de protozoarios (10%cel/ml) en los
cultivos de T. suecica con diferentes medios (BAYFOLAN®, Yashimay FBRT).

Tratgrlf;'emo BAYFOLAN | YASHHIMA| FBRT
0 0.370 0.093 0.185
0.875 1574 0.880 0.556
1.833 5.370 1574 2.731
2.083 8.082 7.130 2.183
2.833 9.861 9.537 2.963
3.083 9.861 14.352 3.148
3.833 6.263 15.139 17.870
4.083 4.861 13.102 83.426
4.833 5.003 14.491 149.352
5.167 3.472 13.519 179.815

Aunque el tratamiento BAYFOLAN, se inicié con una carga mayor de protozoarios, esta
se mantuvo en densidades bajas en comparacion a los deméas tratamientos, llegando
hasta su maxima concentracion el dia tres con 9.81 x10%cel/ml, luego de ese dia la

concentracion empez6 a disminuir.

Por otro lado el tratamiento Yashima tuvo un crecimiento exponencial de protozoarios
hasta finales del tercer dia. Luego se observé que la carga comenzdé a oscilar,
aumentando y disminuyendo su cantidad (+2 x10%cel/ml) de protozoarios hasta el final

del experimento.

En la figura 14, se observa el crecimiento particular por contaminacién de protozoarios
gue se obtuvo en el tratamiento FBRT. En los primeros tres dias, la dinamica de
crecimiento era parecida a los demas tratamientos, cambiando notoriamente a finales del
tercer dia, donde se puede apreciar un aumento en la velocidad de crecimiento, llegando
a alcanzar los mayores valores (179.82 x10%el/ml) respecto a los otros tratamientos.
Wang (2012), menciona que todo cultivo contara con algin grado de contaminacién, que

inevitablemente entraran en el cultivo por agua o el aire.

45



A pesar que todos los medios utilizados estuvieron contaminados, se sugiere que las
infecciones por protozoarios pueden controlarse basicamente manteniendo el cultivo en
niveles bajos de densidad (Moreno-Garrido et al, 2000). Recomendaciones de diferentes
autores para prevenir la contaminacion en cultivos de microalgas se limita a mantener
los valores dptimos de pH, luz y temperatura, para aumentar la densidad de las algas y
de esta manera superar el dafio causado por los protozoarios (Richmond, 1986).
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Figura 14: Curva de crecimiento de protozoarios en los cultivos de T. suecica
utilizando diferentes medios de cultivo.

Las observaciones demostraron que el tratamiento FBRT mostré el mayor grado de
contaminacion, esto es entendible debido que se conoce que la conformacién del
ensilado contiene gran cantidad de bacterias y levaduras lo cual pudo favorecer el
crecimiento de organismos heterotroficos como protozoarios (Florez, 2017) El
tratamiento FBRT conté en el ultimo dia del experimento una densidades de
179.82x10%el/ml a diferencia de los tratamientos Yashima (13.52 x10%cel/ml) y el
tratamiento BAYFOLAN (3.47 x10%el/ml) que mantuvieron niveles bajos de

protozoario durante el tiempo experimental.

A pesar de lo mencionado en la figuralb, se puede observar las relaciones entre el
crecimiento de la microalga versus el de protozoarios. Se aprecia que el tratamiento

FBRT no solo cuenta con mayor densidad de protozoarios, sino también con la mayor
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cantidad de microalga entre tratamientos. Esta inhibicion de la depredacion de la
microalga por parte de los protozoarios, en el tratamiento FBRT, puede deberse a una

auto proteccion de estas.

Day et al. (2017), indica que existen estudios sobre diversas formas quimicas y fisicas
de auto proteccion de las microalgas, como el caso de la C. einhardtii en cultivos con
presencia del rotifero Brachionus calyciflorus, donde el alga formé colonias mucoides,
palmelloides en 25 horas (Lurling et al., 2006). En Scenedesmus subspicatus y S.
acutus, donde las formas coloniales son menos vulnerables a la depredacion, se ha
observado una respuesta similar, también atribuida a informacion quimica liberada por
la presencia de los predadores (Dillon et al., 2009). Otro ejemplo de produccién de
colonia mucilaginosa inducida por la depredacién es con la Phaeocystis globosa que
forman colonias por presencia de los dinoflagelados heterotréficos Noctiluca scintillans
y Gyrodinium dominans (Jakobsen et al., 2002). Aunque se necesita mas trabajo de
investigacion en algas para obtener una mayor comprensién de la naturaleza y funcion

quimica, como de su capacidad para inducir cambios fenotipicos protectores.

Al observar el protozoario encontrado en el cultivo, que se aprecia en la figura 16, este
muestra una forma ovoide (esférica) con presencia de dos flagelos posicionados hacia
uno de sus polos (figural6.C) que utiliza para la locomocion. Su tamafio es de
aproximadamente tres veces menor que la microalga T. suecica (figura 16.B), por lo
que se estima una medida de 3 a 5um. Por ser de un tamafio tan pequefio no se pueden
observar mas caracteristicas que ayuden a una identificacion precisa, debido a la poca

resolucion del microscopio utilizado.

Por la descripciones observadas se podria asumir que el Unico protozoario encontrado
en los cultivos podria pertenecer al orden de los Criptomonadinos al género Monas sp.,
ya que se dice que estos son flagelados, sin plastos de muy pequefio tamario entre 5y
10 um. Tienen forma esférica con dos flagelos uno mas largo que otro que sale de su
parte apical. Son heterétrofos y frecuentes en aguas con restos vegetales en

desintegracion. (Esperanza et al., 2012).
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Figura 16: Protozoario observado en los diferentes cultivos de T. suecica. A- Células
algales rodeadas de protozoarios. B-Diferencia en tamafio de la célula algal y del
protozoario. C- Observacion de flagelos en la célula del protozoario (100x). D-

Acercamiento de la célula de protozoario (100X + zoom éptico).

Cabe mencionar que mientras se realizaron los monitoreos de los cultivos, en ningun
momento se observo depredacion por parte de los protozoarios hacia las microalgas. Por
lo observado, el tamafio de la microalga podria ser un factor de impedimento. Wang et al.
(2017), estudio la  interaccion de dos  especies de microalgas
(Chlorella sp. y Nannochloropsis oceanica) al ser sometidos a diversos tipos de
protozoarios (18 especies) colectados en el Mar Amarillo en China. Se observé que los
cultivos de microalgas eran afectados (depredados) cuando el tamafio del protozoario era
cada vez mayor, indiferente a la densidad que esta podria tener en el cultivo.
Demostrando asi que el espectro del tamafio corporal de los protozoos puede ser
utilizado como un indicador Util para identificar la defensa de las microalgas contra la
depredacion de protozoos. Este comportamiento también ha sido informado
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por Yang et al. (2006), como respuesta a la depredacion sobre M. aeruginosa por
Ochromonas sp. Donde las colonias formadas excedieron el limite de tamafio superior
para la ingestion por parte de los flagelados, protegiéndose asi las algas de la

depredacion.

Se podria inferir que la causa mas probable del crecimiento superior de protozoarios en el
tratamiento FBRT, se puede deber que al contar con mayor crecimiento microalgal
también cuenta con una mayor tasa de mortalidad de estas, aprovechando de esta forma el
protozoario su alimentacion. Ademéas debemos recordar que el FBRT es un medio
orgénico, por lo que cuenta con materia que puede ser aprovechada por organismos

heterotroficos (en este caso el protozoario).

Otra particularidad del FBRT que debemos recordar es que cuenta con microorganismos
como Lactobacillus sp, levaduras, aerobios mesofilos y termofilos que aunque no pueden
ser especificamente aprovechados por la microalgas si pueden serlos por las especies
alimentadas con ellas. Gomez et al. (2000) nos menciona que dicho organismos pueden
ser aprovechados por diversas especies como alimento enriquecido (artemias y rotiferos)
0 como fuente de probiotico. Otra particularidad del FBRT que debemos recordar es que
cuenta con microorganismos como Lactobacillus sp, levaduras, aerobios mesdéfilos y
termdfilos que aunque no pueden ser especificamente aprovechadas por la microalgas si
pueden serlos por otras especies, como en este caso, por los protozoarios. Gomez et al.
(2000) nos menciona que dicho organismos pueden ser aprovechados por diversas

especies como alimento enriquecido (artemias y rotiferos) o como fuente de prebidtico.

Finalmente se puede decir que un cultivo monoespecifico siempre habra posibilidad de

contaminacion por bacterias y protozoarios.

Se termino el experimento realizando el analisis de la varianza (ANVA) (Anexo 5.3)
donde se obtuvo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (p<0.05), por lo
que se realizé una prueba de LSD de Fisher (a=0.05). A través de este se determind que

los tratamientos BAYFOLAN y Yashima guardaban relacion estadistica, mientras que se
encontré diferencias entre el tratamiento FBRT con los tratamientos BAYFOLAN vy

Yashima, correspondiendo al primero las mayores concentraciones.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales descritas en este trabajo se concluye:

La concentracion optima del FBRT que se obtuvo para el cultivo de la microalga

Tetraselmis suecica fue de 3 mlgsrT/Lagua marina-

Concentraciones altas del fertilizante elaborado a base de ensilado de residuo de trucha

mayor a 5mlrerT/Lagua marina, OCasiona estrés y mortalidad a la microalga T. suecica.

A un nivel de 95% de confianza se obtuvo diferencias significativas de crecimiento
microalgal entre los tres tratamientos siendo el FBRT el que alcanzo mayor densidad
(142.82 x10%el/ml), seguido por el Yashima (65.95 x10%el/ml) y por altimo el
BAYFOLAN (35.63 x10%cel/ml).

La cantidad de protozoarios observados en el experimento demuestra que el FBRT
contiene una carga mayor que los otros medios. Aunque esta no afecto al crecimiento de la

microalga T. suecica.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con los mismos tratamientos variando la salinidad del experimento
(rango 6ptimos de la T. suecica esta entre 20 y 30%o). Para evaluar si este causa

variaciones en el medio FBRT.

Evaluar el uso del FBRT autoclavado, respecto al crecimiento de la microalga y la

presencia de protozoarios.

Utilizar el FBRT en cultivos masivo para determinar su grado de eficiencia a

mayores voliumenes de microalgas.

Evaluar y comparar la calidad nutricional de la microalgas provenientes del cultivo

con FBRT y compararlos con los obtenidos con medios inorganicos.

Realizar tomas de pH y conductividad eléctrica en futuros experimentos con FBRT,
para evaluar si hay cambios a diferentes concentraciones y como afecta esto al

crecimiento de la microalga.
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e ANEXOS

Anexo 1; Instalacion de las cepas de Tetraselmis suecica

Desinfeccion de mesa de trabajo.
Prender el mechero bunsen.

Matraces con agua de mar autoclavada.

Quitar el pabilo.

Colocar todo los materiales a utilizar
alrededor del mechero bunsen.

Colocar los medios a utilizar (dependiendo
del experimento se utilizara solo el

fertilizante o los 3 medios).




Con ayuda de una pipetade 5 mL. y
una bomba de succion, extraer de
0.5-10 mL(en el caso del
experimento de concentracién) o
3mL (en el caso del experimento de
comparacion) del fertilizante a base

de residuos de trucha.

Acercar el pico del matraz al
mechero bunsen y extraer la tapa de
algodon. Con mucho cuidado
depositar el fertilizante sin derramar

el medio en el cuello del matraz.

Tapar y agitar para su

homogenizacion.

Con una pipeta de 1mL. y una
bomba de succion, extraer 0.2mL
del medio BAYFOLAN.

Acercar el pico del matraz al
mechero bunsen y extraer la tapa de
algoddn. Depositar el medio.

Tapar y agitar para su

homogenizacion.
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Con una pipeta de 2mL. y una
bomba de succion, extraer ImL
del medio de Yashima.
Acercar el pico del matraz al
mechero bunsen y extraer la
tapa de algodon. Depositar el
medio.

Tapar y agitar para su

homogenizacion.

Ordenar los matraces con sus
respectivos medios.

Realizar el sorteo de orden en
estanteria.

Enumerar los matraces con
marcador aprueba de agua

(rotular).
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Separa en matraz esterilizado la
cepa a utilizar.
Acercar la cepa y un tubo

medidor al mechero bunse.

Colocar los matraces en el
orden como se colocaran en el
estante.

Ir midiendo y depositando la
cantidad de inoculo de la
microalga Tetraselmis suecica
en cada matraz (mismo

volumen).
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Quitar la tapa de algodon.
Colocar el tubo de aireacion y
una tapa (ambos previamente

esterilizados) al matraz.

Colocar los matraces en el
estante.

Verificar que el orden asignado
sea el correcto.

Verificar que la concentracién de
luz y de temperatura sea la
adecuada.

Verificar que todos reciban

aireacién constante.
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Anexo 2; Siembra de la microalga en agar en tubo inclinado

2.1. Preparacion de agar:

Se siguen las instrucciones del rotulo del medio de acuerdo a la
cantidad a preparar. Se transfiere el medio a un erlenmeyer y se
agrega la cantidad de agua destilada establecida. Con ayuda de
un agitador magnético se disuelven los grumos que puedan
formarse y se lleva la suspension a bafio maria hasta que el
medio se torne transparente, se cubre el erlenmeyer con un tapon
de algoddn (torunda) envuelto en gasa. Se cubre la torunda con
material impermeable y se esteriliza en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Si se utiliza de inmediato, dejar enfriar a

temperatura alrededor de 45°C. En caso de que el medio

solidifique, fundirlo nuevamente a bafio maria antes de su uso
(Santambrosio, 2009)

2.2. Técnica de siembra:

La técnica de siembra es el método por el cual se transfiere indculos de un medio de
cultivo o material a ser analizado (secreciones, alimentos) para otro medio de cultivo. Para
garantizar que solo se siembra el microorganismo deseado, se utilizan las técnicas
asépticas: procedimientos que deben ser adoptados para la no contaminacion de materiales,

medios y cultivo.
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Las técnicas de asepsia incluyen:

(1) La desinfeccion del area de trabajo y antisepsia de las manos ANTES y DESPUES de
cualquier trabajo.

(2) Trabajar SIEMPRE en el area de seguridad: un area de aproximadamente 10 cm
alrededor de la llama del pico de Bunsen.

(3) Esterilizar adecuadamente todo el material (por ejemplo, tiradores y agujas
bacterioldgicas o asa de coli) ANTES y DESPUES de su uso, siempre calentarse de la base
para la punta, evitando la formacion de aerosoles.

(4) Se flamea la boca de los frascos y tubos ANTES y DESPUES de las inoculaciones,
evitando la contaminacion del cultivo / material a ser analizado y garantizando que

solamente el microorganismo se inoculara (De Souza, 2007).

2.3. Medio inclinado en tubos:
El in6culo se siembra, con ayuda de un asa de arco, de la siguiente manera: Se pica con el
ansa el cultivo a sembrar y se esparce el mismo sobre la superficie en bisel en forma de

zigzag. (Santambrosio, 2009)
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Anexo 3, Cuadro de temperatura (°C) tomadas en la mafana y tarde para cada uno

de los experimentos realizados.

Tratamiento Concentracion Comparacién | Protozoarios
Dia Fase 1 Fase 2
0 25-23 22-23 21-22 20-19
1 25-22 19-20 22-20 20-19
2 25-21 20-22 22-20 21-19
3 22-19 19-23 20-19 19-19
4 23-19 23-23 20-21 21-20
5 24-19 22-22 21-20 20-21
6 24-20 - 20-19 20-21

Anexo 4; Conteo de numero de células utilizando el hematocitometro con reglillas de
Neubauer.

Se contaran todas las células presentes en los 4 cuadros de 1 mm2 marcados como A, B, C
y D, la concentracion celular se calcula de acuerdo a la formula:

C =N +10*+ dil
En donde: C = cél/mL

N = promedio de células presentes en 1 mm2 (0.1 pL)

10* = factor de conversion de 0.1 pL a1 mL A B

dil = factor de dilucion

Para el factor de dilucion, cuando se considerd

necesario diluir la muestra. Es importante aclarar que si

se usdé 1 mL de muestra y 9 mL de agua sin células, el c D

volumen total es 10 mL y el factor de dilucion es = 10.

F— 1mm —%

Esta dilucion se define como uno en diez -1:10-.

NOTA: Esta aclaracién se debe a nuestra observacion que frecuentemente se agregan 10
mL de agua a 1 mL de muestra y se usa 10 como factor de dilucién lo que esto no es
correcto(Arredondo,2007).
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Anexo 5; Analisis estadistico: disefio completamente al azar (D.C.A) de los tres

experimentos realizados.

5.1. Determinacion de la concentracion éptima del Fertilizante elaborado a Base de

ensilado de residuos de trucha (FBRT) para el cultivo de microalga T. suecica

5.1.1 Primera Fase:
*Normalidad de Errores:
Ho = Los errores poseen
distribucioén normal.

Hp= Los errores no poseen
distribucion normal.
a=0.05

Conclusion: a un nivel de
significacion de 0.05y a
un r=0.979; no existe

evidencia estadistica para

rechazar Ho. Por lo que se puede afirmar que los errores poseen distribucion normal.

*Homogeneidad de
Varianza:

Ho = Las varianzas de los

tratamientos son homogéneos.

Hp= Las varianzas de los

tratamientos son heterogéneas.

o= 0.05

Conclusion: a un nivel de

Cunantilea nhearvadns/RFprannaatal

Normalidad de Errores- Q-Q plot

2

ey
s

1n=20r=0979 (RERespuesta)

217 -1.05 0.08 120
Cuantiles de una Normal(-3.5527E-016,1.0468)

233

significacion de 0.05; no existe

evidencia estadistica para

rechazar Ho. Por lo tanto se

Homogeneidad de Varianza - Diagrama de Dispersiin

258

13 '

=
=
e we =

PERaenuncm

-1.16

23

12an 123530 134282 1450.35
PREDgespuesta

1557.88

puede afirmar que las varianzas de los tratamientos son homogéneas.
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*Analisis de Varianza:
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 817340.01 2 408670.01 1.35 0.2838
Tratamiento 817340.01 2 408670.01 1.35 0.2838
Error 5442077.50 18 302337.64
Total 6259417.51 20

*Prueba LSD Fisher:

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=617.47871
Error: 302337.6387 gl: 18

Tratamiento Medias n E.E.

Cc1l 1068.04 7 207.82 A

Cc2 1399.45 7 207.82 B
C3 1538.33 7 207.82 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.1.2 Segunda Fase:

*Normalidad de Errores: Normalidad de Errores - Q-Q plot

Ho = Los errores poseen

2

11=331=0.984 (RERespuesta)
distribucién normal.

Hp= Los errores no poseen
distribucion normal.
o=0.05

Conclusién: a un nivel de

significacion de 0.05 y a un

Cuantilee nhearvadnelRFprennactal

r=0.984; no existe evidencia ey 105 o 06 1
Cuantiles de una Normal(1.7494E-016,1.0313)

estadistica para rechazar Ho.

Por lo que se puede afirmar que los errores poseen distribucién normal.

*Homogeneidad de Varianza: Homogeneidad de Varianza - Diagrama de Dispersién

1934

Ho = Las varianzas de los

tratamientos son homogéneos. 0851

Hp= Las varianzas de los ™

RFperannascta

tratamientos son heterogéneas.
a=0.05
Conclusién: a un nivel de 18-

651I.19 ?EI;.H 921;.03 105‘8.95 HQLI.&E
significacion de 0.05; no existe PREDpespuest

-1.004
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evidencia estadistica para rechazar Ho. Por lo tanto se puede afirmar que las varianzas de

los tratamientos son homogéneas.

*Analisis de Varianza:

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1380505.44 2 690252.72 2.21 0.1271
Tratamiento 1380505.44 2 690252.72 2.21 0.1271
Error 9362916.82 30 312097.23
Total 10743422.26 32

*Prueba LSD Fisher:

Test: LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=486.49369
Error: 312097.2274 gl: 30

Tratamiento Medias n E.E.

C3 675.90 11 168.44 A

C1l 993.94 11 168.44 A B
C2 1170.16 11 168.44 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.2. Comparacion del crecimiento de la microalga T. suecica utilizando tres
fertilizantes diferentes como medio de cultivo: el fertilizante elaborado a base de
ensilado de residuos de trucha (FBRT), un medio comercial (BAYFOLAN) y un

medio inorgéanico (Yashima)

*Normalidad de Errores:

Normalidad de Errores - Q-Q plot

Ho = Los errores poseen i
2431 n=45r=0.981 (REcel/mL) . .

distribucion normal.

Hp= Los errores no poseen

distribucion normal.

o= 0.05

Q.10

Cuanliles observades(R EgeliuL)

-1.06:

Conclusion: a un nivel de
=223 -1.06 0.10 1.27 243
Cuantiles de una Nom al(-6 9081E-017 1.0227)

significacion de 0.05 y a un

r=0.981; no existe evidencia estadistica para rechazar Ho. Por lo que se puede afirmar que

los errores poseen distribucion normal.
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*Homogeneidad de Varianza:
Ho = Las varianzas de los
tratamientos son homogéneos.
Hp= Las varianzas de los
tratamientos son heterogéneas.
o= 0.05

Conclusion: a un nivel de

2651

1454

REcel/mL

-0.94+

-2.14-
r
153.24

0.26

Homogeneidad de Varianza - Diagrama de Dispersion

* o e see

wmee s o e

T
28567

T T
418.10 550.54
PREDcel/mL

1
682.97

significacion de 0.05; existe evidencia estadistica suficiente para rechazar Ho. Por lo que

se puede afirmar que las varianzas de los tratamientos son heterogéneas.

Dado que no se cumple con los supuestos de homogeneidad de varianza se procede a
utilizar ajuste de modelo, utilizando los valores del criterio de Akaike (AIC), Schwarz
(BIC) y la prueba de maxima verosimilitud (LRT).

Medidas de ajuste del modelo
N AIC BIC

logLik

Sigma R2 O

45 587.52 597.94

-287.76

85.63

0.28

AIC y BIC menores implica mejor

05 1.0 15 20
1 1

s

®0 ®

0.0

e o oceoe

Res.cond.estand.Pearson

-1.0 05
|

ees o o oo
s0e @

X
® e

moe oo

T T T T
200 300 400 500

Valores predichos

*Hipotesis Marginales:

Pruebas de hipdétesis marginales (SC tipo IITI)

600

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 65.08 <0.0001
Tratamiento 2 10.03 0.0003
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*Prueba LSD Fisher:

Cel.mL - Medias ajustadas y errores estandares para Tratamiento
LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidén de p-valores: No

Tratamiento Medias E.E.

FERTILIZANTE 658.89 135.30 A

YASHIMA 345.24 51.50 B
BAYFOLAN 177.32 22.11 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

5.3. Determinacion de contaminacion por protozoarios utilizando tres fertilizantes

diferentes como medio de cultivo para el crecimiento de la microalga T. suecica

*Analisis de Varianza:

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Ccv
103*Cel/mL 30 0.18 0.12 203.59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 918386.53 2 459193.26 2.90 0.0726
TRATAMIENTO 918386.53 2 459193.26 2.90 0.0726
Error 4282284.31 27 158603.12
Total 5200670.84 29

*Prueba LSD Fisher:

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=365.43682
Error: 158603.1225 gl: 27

TRATAMIENTO Medias n E.E.

BAYFOLAN 54.81 10 125.94 A
YASHIMA 89.81 10 125.94 A
FERTILIZANTE 442.23 10 125.94 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 6; Equipo utilizados en el experimento

Bomba de Vacio

Marca: GE motors
HP: 1/6
V: 220
A: 145

Refractometro Optico de Mano
para Salinidad

Marca: ATAGO
Modelo: S-10

Balanza Analitica

Marca: Pionner™ —OHAUS
Precision: 0.0001g.
Estabilizacion: < 3s.

Agitador magnético

Marca: CORNING strirrer
RPM: 60-1100
Capacidad: 75Ib (34kg)
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Autoclave

Capacidad: 50L

Aire Acondicionado

Marca: ALFANO
BTU: 14000
Area: 20m?

Camara de Neubauer

Marca: MARIENFELD
Profundidad: 0.1mm
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Microscopio
Binocular

Marca: NIKON
ALPHAPHOT-2 YS2

Medidor Digital de
Luz

Marca: EXTECH

intruments

Modelo: 401025

Blower

Marca: Sweetwatermy
HP: 1/3

Hz: 50

Filtro: 1




Anexo 7; Flujograma para la elaboracion del ensilado de visceras de trucha
(Florez; 2017)

Visceras de trucha

O

Molido
204

Apgua + Proteasa —* Mezclado

O
Hidrolisis enzimatica

O

Inactivado de enzima
proteolitica

O

Colado — Resto solido

<
Hidrolizado de visceras
de trucha

O

Melaza + Inoculo —» Mezclado

4}
Incubado

U

Colado — Resto solido

<
Biofertilizante liquido
de visceras de trucha
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