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RESUMEN

Se estudié el efecto de concentraciones de 20, 30 y 40 mL L del extracto
acuoso de lodo de la bahia de Samanco (EALS), en el crecimiento poblacional
y contenido de lipidos de la microalga Tetraselmis suecica, cultivada en
condiciones de laboratorio. Las mayores densidades poblacionales al quinto
dia de cultivo de T. suecica fueron con 30 y 40 mL L? de EALS con 2,03 x10°
cél. mLty 2,07 x10° cél. mL%, respectivamente; mientras que la menor fue con
20 mL Lt de EALS con 1,59 x10°8 cél. mL1. Las mayores tasas de crecimiento
al quinto dia de cultivo para T. suecica, se encontraron con 30 y 40 mL L de
EALS con 0,453 dia' y 0,457 dia!, respectivamente; mientras que la menor se
obtuvo con 20 mL L de EALS con 0,405 diat. El mayor tiempo de duplicacion
al quinto dia de cultivo en T. suecica, fue con 20 mL L de EALS con 1,712 dia;
mientras que los menores se obtuvieron con 30 y 40 mL L de EALS con 1,532
dia y 1,518 dia, respectivamente. EI mayor porcentaje de lipidos en T. suecica
al quinto dia de cultivo se encontré con 20 mL L' de EALS con 26,19 %;
mientras que los menores fueron con 30 y 40 mL L de EALS con 24,98 % y
24,40 %, respectivamente. Los mayores contenidos de lipidos en biomasa de
T. suecica al quinto dia de cultivo, estuvieron con 30 y 40 mL L de EALS con
125,7 mg Lty 126,4 mg L, respectivamente; mientras que el menor fue con
20 mL L de EALS con 100,7 mg L. Se concluye que el mejor tratamiento,
para el crecimiento poblacional y contenido de lipidos, es el dosificado con 30
mL L de EALS.

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

crecimiento poblacional, lipidos, bahia de Samanco.
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ABSTRACT

Was studied, the effect of concentrations of 20, 30 and 40 mL L of sludge
agueous extract of Samanco bay (SAES) in population growth and lipid content
of the microalgae Tetraselmis suecica, cultivated in laboratory conditions. The
highest densities of population on the fifth day culture of T. suecica were with 30
and 40 mL L' of SAES with 2,03 x10% cel. mL* and 2,07 x10% cel. mL?,
respectively; while the lowest was with 20 mL L1 of SAES with 1,59 x10° cel.
mL1. The highest growth rates on the fifth day of culture for T. suecica were
found with 30 and 40 mL L' of SAES with 0,453 day' and 0,457 day?,
respectively; while the lowest was with 20 mL L of SAES with 0,405 day*. The
largest doubling time on the fifth day of culture T. suecica was 20 mL L of
SAES with 1,712 day; while the lowest were obtained with 30 and 40 mL L of
SAES with 1,532 day and 1,518 day, respectively. The highest percentage of
lipids in T. suecica the fifth day of culture was with 20 mL L of SAES with
26,19 %; while the lowest were with 30 and 40 mL L? of SAES with 24,98 %
and 24,40 %, respectively. The higher lipid content in biomass of T. suecica the
fifth day of culture, were 30 and 40 mL L of SAES with 125,7 mg L* and 126,4
mg L1, respectively; while the lowest was 20 mL L of SAES with 100,7 mg L.
We conclude that the best treatment for the population growth and lipid content,
is dosed with 30 mL L of SAES.

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

population growth, lipids, Samanco bay.
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l. INTRODUCCION

Desde hace varios afios se ha evaluado las caracteristicas de los sedimentos
de diferentes bahias en la region Ancash, iniciando con estudios de su origen y
cantidad de estos; asi, la Comision Técnica Multisectorial para la recuperacion
de la bahia “El Ferrol” (CTM, 2011), evaluaron el origen de los sedimentos en la
bahia “El Ferrol”’, en el cual tuvo la conclusién que el volumen de sedimentos
depositados en el fondo corresponde principalmente al material de arrastre del
rio Lacramarca y del viento desde hace muchos afios, complementado con el
material proveniente de las actividades de la industria pesquera, siderirgica y
aguas domésticas en las ultimas 5 décadas; asimismo los sedimentos en la
bahia de Samanco, son principalmente de origen antropogénico y sedimentario

por el aporte del rio Samanco.

De acuerdo al Reporte Publico del Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion
Ambiental (RPI-OEFA, 2013), en la cual evaltan el sedimento en un area de
las concesiones de maricultura de la bahia de Samanco del afio 2012,
evidencian una alta concentracion de sulfuro cuyo tenor reportado es de 279
mg kg representando un valor 265 veces mayor al reportado en la linea base
ambiental con 1,05 mg kg*; mientras que el porcentaje de materia organica
presente en el sedimento, es 54 % que representa 2,5 veces mayor al
reportado en la linea base con 2,14 %, menor al reportado en la estacion de

Impacto con 20,8 % durante el primer semestre del afio 2012.

Vasquez et al. (2000), indican que el sedimento de la bahia de Samanco
presenta una coloracién de verde oscuro a verde grisaceo con presencia de
diatomeas y algunos foraminiferos, y minerales micaceos; ademas un
contenido de materia organica entre los 0,96 % y 11,95 %, siendo los mas altos
en la zona central y norte de la bahia. IMARPE (2009), encontr6 que la calidad
textural del sedimento en Bahia de Samanco estuvo representada
principalmente por grava, conchuela, arena y finos como limo y arcilla; a su
vez, la materia organica en sedimentos superficiales varié de 0,79 % a 14,10
%, con un valor medio de 3,88 %, encontrandose que las mayores

concentraciones de materia organica registradas estan al norte de la bahia
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podrian tener sus origenes en la actividades de maricultura y por los
excedentes de produccion fitoplanctonica del area en menor grado; asimismo,
la concentracion promedio de cobre (Cu) fluctué entre 18,79 mg kg en abril
del 2008 y 96,64 mg kg?! en abril del 2006, estos valores encontrados
superaron el valor estipulado de 18,70 mg kg del Nivel Umbral de la Tabla de
Proteccion Costera y Restauracion de los EE.UU., aunque en abril del 2008 lo
superd ligeramente, mientras que la concentracion promedio de hierro (Fe)

disminuyé de 6,67 mg kg en marzo del 2007 a 1,53 mg kg en abril del 2008.

Las microalgas estdn capacitadas para metabolizar nutrientes organicos e
inorganicos, en tal sentido los materiales organicos provenientes de aguas
residuales, excremento animal y otros desechos, han sido utilizados como
fertilizantes en los cultivos microalgales desde hace varios afos (Oswald, 1988;
Borowitzka & Borowitzka, 1989; Benedetti et al., 1998; Knud-Hansen, 1998;
Olguin et al., 2001); asimismo se han caracterizado por ser potencialmente
fuente de proteinas, acidos grasos insaturados, vitaminas, minerales,
pigmentos, enzimas, aceites esenciales, antibidticos y otros metabolitos
biologicamente activos (Fernandez-Reiriz, 1989; Arad & Yaron, 1992; Ventosa
& Nieto, 1995; Ritter et al., 1999; Bermejo et al., 2002), siendo utilizado para la
alimentacion humana y animal, y para el tratamiento de aguas residuales o
como biofertilizantes (Venkatamaran, 1986; Ventosa & Nieto, 1995; De Philippis
& Vicenzini, 1998; Mora et al., 2004).

La microalga Tetraselmis suecica, es una microalga marina unicelular de
coloraciéon verdosa, que en cultivo acuoso presenta una forma oval con cuatro
flagelos con movimientos coordinados los cuales salen de una invaginacion
apical en la porcion anterior de la célula y se ubica en la misma direccion en la
que avanza (Morineau et al., 2001; Ulloa, 2011). Presenta una longitud de
alrededor de 8 a 10 micrometros (Morineau et al., 2001).

En Alemania, Thain (1992), ensay6 con T. suecica utilizando sélo agua de una
ensenada, obtuvo al quinto dia de cultivo de 0,15 x10® a 0,45 x10° cél. mL1y
al noveno dia de 0,35 x10° a 0,55 x10° cél. mL%, y con los sedimentos al quinto

dia los cultivos microalgales presentaron densidades de 0,25 x106 a 0,45 x106
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cél. mL* y al noveno dia de 0,40 x108 a 1,60 x10°6 cél. mL1. Esto demuestra
que es posible utilizar sedimentos acuaticos como medio de cultivo para
microalgas y su utilidad en la regulacion de la disponibilidad de los nutrientes

marinos al utilizarlos para este fin.

En cuanto al contenido de lipidos en las microalgas, es de suma importancia el
encontrar alternativas para la produccion de aceites, siendo las microalgas
utilizadas como alimento las que contienen entre 1 y 35 % de lipidos, mientras
que el porcentaje de lipidos en especies de microalgas para ser usados como
biocombustibles esta entre el 20 y 80 %, comparado con el contenido del 15 %
al 30 % de lipidos en especies para producir aceites vegetales tradicionales; en
cualquier caso, los factores ambientales, el tipo de cosecha y el método de
secado determinan la cantidad de sustancias potencialmente Utiles
(Satyanarayana et al.,, 2011), los que también varian en su contenido por
limitacion de nutrientes en los cultivos que pueden hacer que los lipidos se
incementen o disminuyan en porcentaje, segun sea el contenido en nitrégeno y
fésforo (Chisti, 2007; Garibay et al., 2009). Asi, la microalga marina Tetraselmis
contiene en promedio de 15 a 23 % de lipidos bajo sistemas de cultivo
autotrofico sin limitaciones de nutrientes (Chisti, 2007). Siendo la limitacion de
nitrogeno la estrategia mas eficiente para incrementar el contenido de lipidos
neutros en las microalgas, en particular el de triglicéridos conformados por

acidos grados con un elevado grado de saturacion (Garibay et al., 2009).

Chini-Zittelli et al. (2006), han producido biomasa de la microalga T. suecica en
cultivo semicontinuo, obteniendo una composicion de 45% de proteina, 13% de
carbohidratos y 32% de lipidos; y cuando se aplican diferentes tasas de
renovacion del cultivo (del 10 al 50%) el contenido de proteina en T. suecica
varia de 13% a 22%, el de carbohidratos de 6% a 42% y el de lipidos se
mantiene mas constante desde 8,9% hasta 10,8% (Fabregas et al. 2001).
Azam et al. (2009) trabajando en biorreactores de 2 L con la microalga T.
suecica, encontraron que bajo condiciones autotréficas, las concentraciones de
proteinas, carbohidratos y lipidos totales fueron 45,7, 7,4 y 24,5 %,
respectivamente; y en condiciones heterotréficas el contenido de proteinas fue

menor con 10,5 % comparados con las autotréficas, contrario a los contenidos
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de carbohidratos y lipidos totales se incrementaron en 14,1 y 51,9 %,

respectivamente.

Considerando que la bahia de Samanco presenta lodos, sobre todo de origen
municipal y de la maricultura, cuyas condiciones de contaminacion se ha visto
incrementada y su proceso natural de mineralizacién superada por la presencia
de estas actividades, se hace posible el utilizar el extracto acuoso de lodo de la
bahia de Samanco (EALS) para el cultivo de la microalga T. suecica, por
contener gran cantidad de nutrientes que derivan de los procesos de
mineralizacion y reduccion. En base a todo lo mencionado nos planteamos, el
siguiente problema: ¢Cual es el efecto de tres concentraciones de extracto
acuoso del lodo de la bahia de Samanco en el crecimiento poblacional y

contenido de lipidos totales de T. suecica en condiciones de laboratorio?

El objetivo general fue evaluar el efecto de tres concentraciones (20, 30 y 40
mL L) del EALS en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales de

T. suecica en condiciones de laboratorio.

Asimismo se plantearon los siguientes objetivos especificos: Determinar el
efecto de tres concentraciones (20, 30 y 40 mL L) del EALS en el crecimiento
poblacional de la microalga T. suecica; y determinar el efecto de tres
concentraciones (20, 30 y 40 mL L) del EALS en el contenido de lipidos
totales de la microalga T. suecica.

Se planted la hipétesis, para el crecimiento poblacional y contenido de lipidos:
Si bajo condiciones de laboratorio, se utilizan tres concentraciones (20, 30 y 40
mL L) de extracto acuoso del lodo de la bahia de Samanco en el cultivo de la
microalga T. suecica, se obtendra que los dosificados con 30 mL L de EALS,
presentaran un mayor crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales en
comparacion de los tratamientos con 20 y 40 mL L de extracto acuoso del
lodo de la bahia de Samanco.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del experimento

El experimento se desarrolld6 en el Laboratorio de Cultivos de Especies
Auxiliares de la Escuela Académico Profesional de Biologia en Acuicultura,
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa.

2.2. Material experimental

2.2.1. Material biolégico

La microalga Tetraselmis suecica procedié del stock mantenido con iluminacion
(2000 Lux) y aireaciéon (500 mL L) constante en el laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares de la E.A.P. Biologia en Acuicultura. Inicialmente T.
suecica se mantuvo con medio Guillard f/2 en matraces de vidrio de 250 mL
con 100 mL de volumen efectivo, que fueron llevados a botellas de plastico con

1 L de cultivo y después a otras botellas plasticas con 2 L.

El inéculo utilizado en cada unidad experimental mantuvo la proporcion 1:10
con respecto al volumen del cultivo (Ipanaqué & Paredes, 2009), se tomo6 200
mL de in6culo microalgal y se afor6 a 2 L de volumen final por cada unidad
experimental. Los cultivos microalgales de T. suecica que se utilizaron como
in6culos, estuvieron en la fase de crecimiento exponencial, iniciandose los
cultivos experimentales con una concentracion promedio de 0,21 x10° cél. mL*

por unidad experimental.

2.3. Preparacion del extracto acuoso de lodo de la bahia de Samanco
(EALS)

Se extrajo 4 kg de lodo de la bahia de Samanco, cercanos a las concesiones
acuicolas, correspondiente a 09°12'45"S y 78°32’25’0, Nuevo Chimbote,
Ancash - Peru, utilizando una draga Ekman. El manejo del lodo se realizé
siguiendo el protocolo de cuidados sanitarios del manejo de residuos

contaminados propuesto por el Ministerio de Vivienda, Construccion vy
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Saneamiento del Peri (MVCS, 2013). El lodo fue colocado en un balde de
plastico de 5 L con tapa vy llevado al laboratorio de Cultivos de Especies
Auxiliares la Escuela Académico Profesional de Biologia en Acuicultura, de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa para la preparacion

del EALS siguiendo el siguiente protocolo (fig. 1).

Una muestra de 500 g de lodo fresco fue secada en una estufa a 60 °C por 12
h hasta peso constante, se tomo6 100 g que después de ser pulverizado con un
mortero, fue disuelta en 1000 mL de agua destilada y llevada hasta 100 °C por
30 min para eliminar microorganismos y extraer los nutrientes presentes en el
lodo. Después de enfriado a temperatura ambiente (24 °C), fue filtrado con
malla nytal a 5 um y aforado a 1000 mL. Finalmente se almacené en frasco de

vidrio &mbar a 5 ° hasta su utilizacion en la experiencia.

Secado de 500 g de sedimento
a 60 °Cporl12h

@

Pulverizado de 100 g de lodo
seco en mortero

4

Disolver con agua destilada y
aforar a 1000 mL

@

Llevar a ebullicion por 30 min

@

Enfriar a temperatura ambiente

@

[Filtrar con malla nytal a5 um y]

aforar a 1000 mL con agua
destilada

@

Almacenado a 5 °C en vidrio ]

hasta su utilizacién

Fig. 1. Protocolo de preparacion del extracto de loco acuoso de la Bahia de
Samanco EALS.



2.4. Acondicionamiento de las unidades experimentales

Se utilizaron 12 botellas plasticas de 3 L conteniendo 2 L de volumen efectivo
de cultivo (fig. 2), iniciAndose los cultivos con una densidad poblacional

promedio de 0,21 x10° cél. mL™.

Las experiencias se realizaron mediante un disefio de estimulo creciente (Steel
& Torrie, 1988), con tres tratamientos y grupo control (Guillard f/2), con tres

repeticiones cada uno (tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos de los cultivos de la microalga T. suecica con diferentes
concentraciones de extracto acuoso de lodo de la bahia de Samanco (EALS) y

grupo control (Guillard f/2).

Tratamiento Especificaciones
Control Cultivo de T. suecica con medio Guillard /2.
T1 Cultivo de T. suecica dosificado con 20 mL L de EALS
T2 Cultivo de T. suecica dosificado con 30 mL L de EALS.
T3 Cultivo de T. suecica dosificado con 40 mL L de EALS.

Fig. 2. Unidades experimentales de los cultivos microalgales de T. suecica

utilizando diferentes concentraciones de EALS.



2.5. Preparacion del medio control (Guillard /2)

El medio de cultivo Guillard /2 a utilizarse en el tratamiento control, estuvo
compuesto integramente por sustancias quimicas puras (Guillard, 1975) y agua
destilada (Tabla 2) y fue autoclavado a 121 °C por 20 min. El stock de los
nutrientes que constituyen el medio Guillard f/2 fueron mantenidos en

refrigeracion a 5 °C para evitar su precipitacion y posible desarrollo bacteriano.

Tabla 2. Composicion quimica del medio de cultivo Guillard f/2.

NUTRIENTES CONCENTRACION
Solucién de macronutrientes
NaNOs 75,00 mg
POsH2Na.H20 5,00 mg
Solucién de metales traza
Naz:EDTA 4,36 mg
ClsFe.6H20 3,15 mg
S04Cu.5H20 0,01 mg
S04Zn.7H20 0,022 mg
Cl2Co0.6H20 0,01 mg
Cl2Mn.4H20 0,18 mg
MoOasNaz2.2H20 0,006 mg
Solucion de vitaminas
Cianocobalamina (B12) 0,50 mg
Tiamina. HCI (B1) 0,10 mg
Biotina (Vit. H) 0,50 mg

2.6. Andlisis quimico del EALS

La concentracion final de EALS en la solucion stock es de aproximadamente 80
mg mL?, que al dosificarse a los cultivos microalgales con 20, 30 y 40 mL L
equivalen a 1600, 2400 y 3200 mg L de peso seco del lodo, respectivamente
En la solucion stock se determind el contenido humedad segin AOAC (2007), y
de nitratos, nitritos, nitrégeno amoniacal, fésforo y hierro segun APHA (2005)
(tabla 3). Todos los parametros fueron evaluados en el laboratorio de Biologia y

Ecologia, de la facultad de Ciencias, Universidad Nacional del Santa.



Tabla 3. Valores proximales de la composicion quimica del EALS utilizado en el

cultivo de T. suecica.

PARAMETROS CONCENTRACION
Humedad (%) 92,02
Sélidos Totales (g L) 79,83
Nitratos (mg-NOs L) 580,52
Nitritos (mg-NO2 L) 4,38
N-Amoniacal (mg-NHs L*?) 1,59
Fésforo (mg-PO4 LY) 11,23
Hierro (mg-Fe L) 8,06

A fin de comparar el aporte de los nutrientes mas importantes, especialmente
nitrogeno se calcularon las concentraciones en cada uno de los cultivos

ensayados (tabla 4).

Tabla 4. Concentracion de N, Py Fe de los cultivos de T. suecica dosificados
con tres dosificaciones del EALS.

TRATAMIENTOS

PARAMETROS GU'#/LZARD EALS (mL L?)
EALS
20 30 40
N (mg-(NO2+NO3+NH3) L'1) 12,36 586,49 11,73 17,59 23,46
P (mg-PO4 L) 1,29 11,23 022 034 045
Fe (mg-Fe L?) 0,72 8,06 016 024 032

2.7. Determinacion de parametros del cultivo de T. suecica

Se registro diariamente la temperatura con un termémetro Boeco (20,1 °C), pH
con un pH-metro digital Hanna (+0,01), y se mantuvo el flujo de aire
suministrado por un blower a 500 mL min! en cada unidad experimental, el

cual fue medido utilizando un flujometro Cole Parmer (£10 ml min-t).



Asimismo, los cultivos microalgales recibieron iluminacion constante con
fluorescentes de luz blanca de 40 w, ubicados a 10 cm del cultivo, cada
fluorescente emite una intensidad luminosa de aproximadamente 2000 lux, los
que se midieron con un luxémetro digital Hanna (x0,1 lux), y la tasa de
aireacion de 1000 mL por minuto, los que se midieron con un flujbmetro Cole
Parmer (£10 mL).

2.8. Tratamiento del agua de mar de los cultivos de T. suecica

El agua de mar utilizada en el experimento procedié de “El Dorado”, bahia de
Samanco (09° 12° S y 78° 30’ W), distrito de Nuevo Chimbote - Perud, y fue
trasladado en un recipiente de 100 L de capacidad, al laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares la Escuela Académico Profesional de Biologia en
Acuicultura. Después de sedimentar por 24 h, se filtr6 con mallas de 10 y 5 um
y se agregé 1 mL L de hipoclorito de sodio al 4 % dejandolo actuar por 12 h
para eliminar la mayor cantidad de microorganismos presentes. Luego fue
neutralizado con 1 mL L™ de tiosulfato de sodio al 15 % con vigorosa aireacion

durante 30 min.

2.9. Conteos celulares y determinacioén del crecimiento poblacional de T.

suecica

El crecimiento poblacional de los cultivos se determind mediante conteos
celulares diarios (cél. mL?) utilizando una cAmara Neubauer con microscopio
binocular Olympus durante los 7 dias que dur6 el experimento. Los recuentos
celulares fueron utilizados para elaborar las correspondientes curvas de
crecimiento poblacional y determinar las tasas de crecimiento especifico (u)y el

tiempo de duplicacion (TD) segun las siguientes formulas (Guillard, 1975):

In(N,; /N,)
b =——""
t, —t,
N: y No: Numero de células, al final e inicio de
los cultivos microalgales.
D = In(2)
¥
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2.10. Determinacion del contenido de lipidos totales en T. suecica

Para determinar el contenido de lipidos totales, al final de la fase exponencial
del crecimiento microalgal (dia 5), se obtuvieron muestras para determinar el
contenido de lipidos totales en T. suecica de todas las unidades

experimentales.

Los lipidos fueron determinados utilizando la metodologia propuesta por Bligh
& Dyer (1959) y Marsh & Weinstein (1966) que consiste en agregar en un tubo
de ensayo 2 mL de la suspension algal y centrifugarlo a 10000 rpm por 10 min.;
se elimina el sobrenadante y el sedimento que queda es resuspendido con
agua destilada y nuevamente centrifugada a 10000 rpm por 10 min. Después
de eliminar el sobrenadante, el material celular o pasta microalgal fue secada
en estufa a 60 °C por espacio de 3 h. A cada uno de los tubos se les adicion6 2
mL de una solucién de cloroformo: metanol (1:2) y se dejé reposar por 12 h en
refrigeracion a 5 °C. Transcurrido 12 h fueron centrifugados a 10000 rpm por 5
min, y el sobrenadante se transfirié a tubos de ensayo conicos, se agregd 2 mL
de agua destilada a cada tubo, y fueron centrifugados a 6000 rpm por 10 min,
posteriormente la capa coloreada se transfirié a tubos de ensayo de vidrio para
llevar a bafio Maria a 80 °C a fin de evaporar el solvente. Finalmente son
secados en estufa a 105 °C por 30 min para asegurar la evaporacioén total del

solvente y restos de agua que puedan contener las muestras.

A cada una de las muestras enfriadas a temperatura ambiente por 30 min, se
les adicion6 2 mL de acido sulfurico (H2SO4) concentrado (98 %) y fueron
calentados a 200°C por 1 h que luego de enfriadas a temperatura ambiente se
les agregd 2 mL de agua destilada y realizar las lecturas en un
espectrofotometro Aquamat con celdas de cuarzo (1cm) a 375 nm de longitud
de onda (fig. 3).

Para determinar la curva de calibracion para los lipidos totales (L) se utilizaron
como patrones colesterol y aceite de oliva a cuatro concentraciones,

obteniendose la siguiente ecuacion:

11



Absorbancia
<( 43362 )XV)

M

L (%) = x 100

Donde:
V: Volumen final de muestra analizada (4 mL).
M: Peso seco (mg) en 2 mL de cultivo microalgal en cada

unidad experimental.

Agregar 2 mL solucién Cloroformo:Metanol 1:2

Dejar por 12 h a 5° C en oscuridad

Centrifugar a 10000 rpm por 10 min

Evaporar a 80 *C y secar a 105 °C

Agregar 2 mL de H,50.

Calentar a 200 *C por 1 h

Leer en espectrofotometro a 375 nm

Fig. 3. Protocolo para determinar el contenido de lipidos en T. suecica.
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2.11. Determinacién de la biomasade T. suecica

Para determinar la concentraciéon de los lipidos totales en biomasa (mg L) de
los cultivos de T. suecica , se filtr6 de cada unidad experimental 50 mL de
suspensién microalgal en papel filtro Whatman N° 42 y fueron secados en
estufa a 60 °C por 6 h, seguido de 105 °C durante 15 min para luego ser
enfriado por 1h. Los célculos de los pesos se realizaron por diferencias de
pesos entre el papel filtro y el papel que contenia las muestras secas;
utilizando una balanza analitica de sensibilidad 0,0001 mg. Asi, los célculos de
la biomasa microalgal (B) y lipidos en biomasa (BL) de cada unidad

experimental fueron estimados utilizando las siguientes férmulas:

(P2 — P1) x 1000

B(mgL™) = 20

Donde: P1ly P2 son el Peso papel (mg) y Peso papel + muestra seca
(mg), respectivamente.
LxB

BL (mgL™1!) = 100

Donde:
L: Porcentaje de lipidos (%).

B: Biomasa seca total por litro (mg).

2.12. Anélisis estadistico

Los datos del crecimiento poblacional (densidad, tasa de crecimiento y tiempo
de duplicacion poblacional) y contenido de lipidos, se sometieron al andlisis de
varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre promedios y la prueba de
Tukey HSD para establecer el mejor promedio, con un nivel de significancia de
0,05. Todo el proceso estadistico fue desarrollado utilizando los programas,
Microsoft Excel 2010 e IBM SPSS Statistics 20.0 para Microsoft Windows 8.

13



[ll. RESULTADOS

3.1. Pardmetros ambientales del cultivo de T. suecica

3.1.1. Temperatura

La variacion de la temperatura en los cultivos de T. suecica se muestra en la
fig. 4.

La temperatura de los cultivos microalgales varié entre los 23,3 y 25,2 °C
durante el experimento. Estos fueron estadisticamente similares (p>0,05) en

cada dia de cultivo.

CONTROL (Guillard f/2) 20 30 40 EALS (mL L)
28.0

27.0
26.0
25.0

24.0

Temperatura (°C)

23.0

22.0

21.0

20.0

0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo

Fig. 4. Variacién de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de T. suecica
con EALS y grupo control (Guillard f/2).
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3.1.2. pH
Las variaciones del pH en los cultivos son mostrados en la fig. 5,

encontrandose una variacion de 7,64 y 8,89 unidades.

CONTROL (Guillard /2) 20 30 40 EALS (mLL?Y)
9.0
8.5
Z 80
7.5
7.0
0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo

Fig. 5. Variacion del pH promedio en los cultivos de T. suecica con EALS y

grupo control (Guillard f/2).

Los valores de pH presentaron una tendencia al incremento de acuerdo a los
dias en cultivo, siendo estadisticamente similares (p>0,05) hasta el quinto dia

de cultivo.

Al sexto dia de cultivo, los valores de pH se presentaron con mayores valores
(p<0,05) en los dosificados con 30 y 40 mL L de EALS, con 8,56 y 8,74 unid.,
respectivamente; mientras el menor (p<0,05) fue el dosificado con 20 mL L™ de
EALS, con 8,34 unid. Para el ultimo dia de cultivo (dia 7) los valores de pH

fueron similares entre si (p>0,05).
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3.2. Crecimiento poblacional de T. suecica
3.2.1. Curvas de crecimiento poblacional

En la tabla 5 se observa las densidades poblacionales y sus respectivas
diferencias estadisticas de los cultivos de T. suecica dosificadas con EALS y

grupo control.

Tabla 5. Densidad poblacional (x10® cél. mL') de T. suecica dosificados con
EALS y grupo control (Guillard /2).

EALS (mL L%)

DIA DE
CUTVO Gulara ey 2 30 0
0 0,21 +0,00a 0,21 +0,00a 0,21 +0,00a 0,21 +0,00a
1 0,32 +0,06a 0,38 +0,09a 0,34 +0,05a 0,31 +0,06a
2 0,88 +0,05a 0,74 +0,08a 0,71 +0,06a 0,74 +0,10a
3 1,27 +0,03a 1,26 +0,10a 1,16 +0,09a 1,20 +0,16a
4 1,62 +0,06ab 1,46 +0,07b 1,64 +0,10ab 1,75 +0,12a
5 1,96 +0,09a 1,59 +0,05b 2,03 +0,17a 2,07 +0,15a
6 2,14 +0,16ab 1,78 +0,14b 2,22 +0,21a 2,29 +0,12a
7 2,19 +0,18a 1,77 +0,13b 2,26 +0,15a 2,33 +0,16a

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

Todos los cultivos se iniciaron con 0,21 x10° cél. mL?, los cuales fueron
incrementandose durante el experimento. Durante los dias 1, 2 y 3 las
densidades microalgales de todos los cultivos de T. suecica fueron similares
(p>0,05).

En el cuarto dia de cultivo, las mayores densidades poblacionales de T.
suecica se encontraron en los dosificados con 30 y 40 mL L de EALS con
valores significativos (p<0,05) de 1,64 x10° cél. mLt y 1,75 x108 cél. mL™,
respectivamente; mientras que el menor valor significativo (p<0,05) se obtuvo
en el tratamiento dosificado con 20 mL L* de EALS con 1,46 x10° cél. mL;
aunque los dosificados con 30 mL L de EALS y los controles fueron similares
entre si (p>0,05).
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En el quinto dia de cultivo, las mayores densidades poblacionales de T. suecica
corresponden a los tratamientos con 30 y 40 mL L de EALS con valores
significativos (p<0,05) de 2,03 x10° cél. mL? y 2,07 x10° cél. mL?
respectivamente; mientras, que la menor densidad poblacional corresponde al
tratamiento con 20 mL L de EALS con 1,59 x108 cél. mL™.

Similar tendencia se observa en el sexto dia de cultivo, en las que los
tratamientos con 30 y 40 mL L de EALS presentan valores significativamente
mas altos (p<0,05) de 2,22 x10% cél. mL' y 2,29 x10% cél. mL?,

respectivamente.

Los valores del crecimiento poblacional de los cultivos de T. suecica ensayados

son mostrados en la fig. 6.

2.5

= = N
o n o

Densidad Poblacional (x106 cél. mL-1)

o
n

0.0

0 1 2 3 4 5 6
Dia de Cultivo
CONTROL (Guillard /2) 20 30 40 EALS (mLL%Y)

Fig. 6. Variacion de la densidad poblacional en los cultivos de T. suecica con
EALS y grupo control (Guillard f/2).
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En la fig 7 se muestra la coloracion que adquiere cada unidad experimental al

quinto dia de cultivo (fig. 7).

Ti:20mL L1 T2:30mL L1 T3:40mL L1

Fig. 7. Unidades experimentales al quinto dia de cultivo de T. suecica con
EALS y grupo control (Guillard f/2).

3.2.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién poblacional

En la tabla 6 y fig. 8 Se muestran la tasa de crecimiento (1) y el tiempo de
duplicacién (TD) de T. suecica dosificados con EALS y el control determinados
al quinto dia de cultivo, demostrandose que aquellos dosificados con 30 y 40
mL L de EALS presentaron las mas altas tasas de crecimiento 0,453 dia! y
0,457 dia! respectivamente. Mientras que los menores tiempos de duplicacion
(TD) fueron en aquellos dosificados con 30 y 40 mL L' de EALS,

correspondiendo a 1,532 dia 'y 1,518 dia respectivamente.

Tabla 6. Tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicacion (TD) de los cultivos

de T. suecica dosificados con EALS en el quinto dia de cultivo.

EALS (mL L%)

PARAMETRO ~ GONTROL

(Guillard f/2) 20 30 40
No 0,21 +0,00 0,21 40,00 0,21 +0,00 0,21 £0,00
Ny 1,96 +0,09 1,59 +0,05 2,03 40,17 2,07 40,15
Dia 5 5 5 5
u(dial)  0446+0,009a 0,405+0,006b 0,453+0,018a 0,457 +0,014a

TD (dia) 1,554 +0,033a 1,712+0,027b  1,532+0,06la 1,518 +0,047a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia sianificativa (a=0.05).
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2.00

1,712b

1.75
1.50
1.25
1.00

0.75

0,453a 0,457a

0.50 0,446a 0,405b

0.00!

u (dia-1)

TD (dia)

M CONTROL (Guillard f/2) m10 m20 30 EALSmLL?

Fig. 8. Valores de la tasa de crecimiento (W) y tiempo de duplicacion (TD) de los

cultivos de T. suecica con EALS y grupo control al quinto dia de cultivo.

Asimismo, en el sexto dia de cultivo los valores de la tasa de crecimiento (W) y
el tiempo de duplicacion (TD) mostraron similares tendencias; en los
tratamientos dosificados con 30 y 40 mL L de EALS presentaron las mas altas
tasas de crecimiento 0,393 dia y 0,398 dialrespectivamente. Mientras que los
menores tiempos de duplicacion (TD) fueron en aquellos dosificados con 30 y
40 mL L de EALS, correspondiendo a 1,767 y 1,743, respectivamente (tabla 7

y fig. 9).

Tabla 7. Tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicacién (TD) de los cultivos

de T. suecica dosificados con EALS en el sexto dia de cultivo.

EALS (mL L%)

PARAMETRO

(88 :\lgrch)/Lz) 20 30 40
NO 0,21 +0,00 0,21 0,00 0,21 +0,00 0,21 +0,00
Nf 2,14+0,16 1,78 40,14 2,22+0,21 2,29 +0,12
Dia 6 6 6 6
U (diah) 0,387+0,012ab 0,356+0,013b  0,393+0,015a 0,398 +0,009a
TD (dia) 1,79240,056a  1,049+0,072b  1,767+0,066a 1,743 +0,040a
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1.949

2.00
1.743
1.75
1.50
1.25
1.00
0.75
0.50 0387 356 0393 0398
0.00'

M (dia-1) TD (dia)

m CONTROL (Guillard f/2) m10 =20 =30 EALSmLL?

Fig. 9. Valores de la tasa de crecimiento (W) y tiempo de duplicacion (TD) de los

cultivos de T. suecica con EALS y grupo control al sexto dia de cultivo.

3.3. Contenido de lipidos en T. suecica

En la tabla 8 se muestran los valores del contenido de lipidos en porcentaje (%)
y biomasa (mg L) de T. suecica al quinto dia de cultivo en los tratamientos con

EALS y grupo control, cuyas variaciones se muestran en las fig. 10y 11.

Tabla 8. Contenido de lipidos en porcentaje (%) y biomasa (mg L) al quinto
dia de cultivo de T. suecica en los dosificados con EALS y grupo

control.

EALS (mL L%)

PARAMETRO CONTROL

(Guillard f/2) 20 30 40

Biomasa(mg L*) 473,8+21,2 384,3£11,5 503,3 +43,2 517,8 £38,3

Lipidos (%) 20,31 +0,65¢c 26,19 +0,38a 24,98 +0,17b 24,40 +0,42b

Lipidos (mg L) 96,4 +7,3b 100,7 +4,0b 125,7 £11,2a 126,4 +10,9a

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

20



35.00

30.00

26,19a

24,98b 24,400
25.00

20,31c

20.00

15.00

LiPIDOS (%)

10.00

5.00

0.00 -
CONTROL 20 30 40

(Guillard f/2) EALS (mL L-1)

Fig. 10 Porcentaje de lipidos en T. suecica en los dosificados con EALS y

grupo control.

El contenido de lipidos de T. suecica expresado en porcentaje al quinto dia de
cultivo (fig. 9) fueron significativamente mayores (p<0,05) en los cultivos
dosificados con 20 mL L de EALS (26,19 %); mientras, que los menores
valores significativos (p<0,05) fueron obtenidos en los dosificados con 30 y 40
mL L de EALS con 24,98 % y 24,40 %, respectivamente.
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120.0

96,4b 100,7b

100.0
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Fig. 11. Contenido de lipidos en biomasa de T. suecica en los dosificados con

EALS y grupo control (Guillard f/2).

En cuanto al contenido de lipidos en biomasa (mg L) al quinto dia de cultivo
(fig. 10), fueron significativamente mayores (p<0,05) en los dosificados con 30
y 40 mL L de EALS con 125,7 mg L'y 126,4 mg L, respectivamente, y
menor en el dosificado con 20 mL L* de EALS con 100,7 mg L.
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IV. DISCUSION

El crecimiento y composicién quimica de las microalgas pueden ser afectadas
por las condiciones del cultivo, especialmente la temperatura, salinidad, pH y luz
(Cho et al., 2007; Khatoon et al., 2014), en tal sentido es importante controlar el
comportamiento de estas variables. Respecto a la temperatura, Abalde et al.
(1995), consideran que el rango varia segun la especie, existiendo especies que
no soportan temperaturas superiores a 25 °C, mientras que otras crecen bien
hasta los 36 °C; asimismo, segun Laing & Helm (1981), la productividad de T.
suecica no es afectada entre los 18 y 22 °C y Weiss et al. (1985), el crecimiento
optimo para Tetraselmis sp. se encuentra entre los 25 y 27°C y que con
abundante suministro de nutrientes, es posible sostener buenas densidades

microalgales en un rango de 15 a 32 °C.

Las variaciones de la temperatura en nuestros ensayos (23,3 y 25,2 °C) se
ubican en los rangos mencionados por Weiss et al. (1985), por lo que
consideramos que la temperatura no afecta el crecimiento ni el contenido de

lipidos de T. suecica cultivadas con diferentes concentraciones de EALS.

El pH es un factor de decisiva participacion en la dinamica del crecimiento
microalgal y en el contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos siendo el rango
de 7,5 y 8,5 el mas adecuado para Tetraselmis sp (Khatoon et al., 2014),
observandose incremento del pH con el tiempo (Mohamed et al., 2014) debido
al consumo de nitrégeno y mayor fijacion de CO: (Pérez-Garcia et al., 2011).
Cabe destacar que el descenso brusco del pH suele ser letal mientras que
pueden soportar mejor los incrementos del pH hasta un cierto limite (Richmond
& Becker, 1986).

Silva et al. (2011) demostré que el rango del pH de 7,13 a 8,69 no afectaron el
crecimiento de T. suecica, asimismo, Millan-Nuiez et al. (2010), reportan cultivos
de T. suecica en rangos de 7,3 a 8,5 unidades, coincidiendo con nuestros
resultados en las que se observa gradual incremento del pH de 7,64 y 8,89
unidades, por lo que el pH no tendria influencia en los resultados de crecimiento

y contenido de lipidos obtenidos.
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La nutricion heterotréfica de T. suecica le permite utilizar para su crecimiento
diferentes fuentes nitrogenadas como urea, fosfato diamonico, nitratos y nitritos,
asi como ensilado de pescado, aminoacidos y vitaminas (Bold & Wynne, 1985).
Tedricamente un compuesto nitrogenado que entra en la via bioquimica de las
microalgas puede ser considerado como una fuente de nitrdgeno que son
rapidamente asimilados (Flynn & Butler, 1986), en tal sentido, los compuestos
nitrogenados aportados por el EALS soportan los crecimientos poblacionales

observados en todos los tratamientos.

El aumento de contenido de nitrégeno con la dosificacion del EALS a los cultivos
de T. suecica muestra una positiva relacién con los crecimientos alcanzandose
densidades poblacionales de 1,59 x10°, 2,03 x10° y 2,07 x108 cél. mL* en los
cultivos dosificados con 20, 30 y 40 mL L, respectivamente. En tal sentido, el
aporte de nitrégeno es suficiente para mantener adecuados crecimientos
poblacionales, ya que Alsull & Wan (2012) demostraron que en condiciones de

limitacion de nitrégeno el crecimiento puede detenerse.

Considerando que la concentracién y la composicién de nutrientes en aguas
residuales determina la concentracibn maxima de biomasa que se puede
alcanzar (Michels et al. 2014) y que el equilibrio de nutrientes se convierte en
limitante para el crecimiento de las microalgas (Wang & Lan, 2011), las
concentraciones de los nutrientes P, Fe y N se hallan mejor equilibrados en las
dosificaciones de 30 y 40 mL L de EALS.

Las variaciones de los incrementos poblacionales estan directamente
relacionados con la tasa de crecimiento (W), es decir que valores mas altos de p
denotan mayor velocidad de reproduccion y, por lo tanto, mayores densidades
de los cultivos, de tal manera que la tasa maxima de crecimiento especifico
(umax) representa el potencial biolégico respecto al tiempo de duplicacion de la
especie microalgal cuando no hay deficiencia de nutrientes o de luz (Griffiths et
al., 2012 y Roleda et al. 2013). En nuestros ensayos se obtuvieron los mejores
valores de p en los cultivos dosificados con 30 mL L (0,453 dia!) y 40 mL L™
de EALS (0,457 diat) presentando la misma tendencia de la densidad celular.
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Comparativamente los valores de los cultivos controles, usando Guillard /2, son
menores (0,446 dia?l) a los reportados por Montoya & Acosta (2011) que
utilizaron bicarbonato y fertilizantes comerciales conteniendo N, P20s, K20 (0,65
dial), y a los de Silva et al. (2011) que utilizando una solucién de sanguaza y
agua de mar (4,56 %) obtuvieron 0,659 dia?, al parecer, por el mejor balance de
nutrientes u Optimas condiciones de cultivo (aireacion, control del pH,

temperatura, etc).

Habiéndose demostrado la capacidad de T. suecica de crecer en condiciones
heterotréficas, es decir, aprovecha el carbono y nitrégeno organicos de variada
procedencia (Merino et al.,, 2003; Ferndndez & Paredes, 2007; Ipanaqué &
Paredes, 2009), concuerda con nuestros resultados ya que los nutrientes
organicos contenidos en el EALS y extraido por ebullicion, permiten obtener
adecuados crecimientos poblacionales. Todos los cultivos dosificados con EALS
muestran adecuados crecimiento poblacionales, sin embargo, aquellos
dosificados con 30 y 40 mL L' de EALS presentan valores estadisticamente
similares a los controles (0,453, 0,457 y 0,446 dia?, respectivamente)
corroborando la habilidad de T. suecica para metabolizar eficientemente los

nutrientes, organicos e inorganicos, presentes en el EALS.

Respecto al tiempo de duplicacion (TD), el tiempo que demora la microalga en
dividirse, T. suecica presenta mayores valores con 20 mL L de EALS (1,712
dia); y los menores con los dosificados con 30 (1,532 dia) y 40 mL L* de EALS
(1,518 dia). Estos valores son similares a los obtenidos por Sheehan et al.
(1998) utilizando medio Guillard f/2 (1,5 dia) y que segun Molina et al. (1991),
esta influenciado por el contenido y balance de nutrientes, por lo tanto, los
nutrientes presentes en los cultivos dosificados con 20 mL Lt de EALS son
insuficientes requiriendo T. suecica mas tiempo para duplicarse. Segun
Gonzalez-Rodriguez & Maestrini (1984), existe una relacion inversa entre la tasa
de crecimiento (W) y la cantidad de nitrégeno celular y la deficiencia de nitrégeno
en las células de Isochrysis galbana reduce la tasa de crecimiento (Fabregas et
al., 1985).
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La composicion quimica de las microalgas puede ser manipulado mediante el
cambio de los parametros fisicos y quimicos del medio de cultivo (Huang et al.,
2012), y desde el punto de vista del contenido lipidico, las microalgas pueden
contener de 1 al 90 % de su peso seco dependiendo también de las especies
(Spolaore et al., 2006). También se ha demostrado que los medios de cultivo con
suficiente nitrégeno, permiten que las algas sinteticen principalmente proteinas
para mantener el crecimiento y la divisidn, y que en condiciones limitadas de
nitrogeno, las algas aumenten las sustancias de reserva, hidratos de carbono y

lipidos de reserva, a expensas de la sintesis proteica (Sukenik et al., 1993).

Por otro lado, la acumulacion de lipidos en las células microalgales esta
asociada con el crecimiento poblacional y el contenido de nitrogeno, en tal
sentido, Chiu et al. (2009) hallaron altos contenidos de lipidos (30,8 y 50,4 %),
en Nannochloropsis oculata creciendo en un medio limitado en nitrégeno, que
limita o detiene la divisidn celular, aunque el metabolismo del carbono contintia y
desvia el carbono para la produccién de lipidos (Beopoulos et al., 2009).
Asimismo, Jiang (2002) y Huang et al. (2003), demostraron en la microalga N.
oculata que la deficiencia de nitrégeno es una condicién severa de estrés para
las microalgas dado que es un constituyente principal de proteinas y acidos
nucleicos que son altamente abundante en las células vivas, sacrificando en
cierta manera la produccion de clorofilas; por lo que el aumento del contenido de
lipidos va de acuerdo con el estrés ambiental, siendo este un eficaz mecanismo

para la acumulacion de lipidos en las células de microalgas (Hong et al., 2008).

Las dosificaciones con 20, 30 y 40 ml L't de EALS proporcionan 11,73, 17,59 y
23,46 mg L de nitr6geno, respectivamente, tienen influencia en el contenido de
lipidos de T. suecica, asi tenemos, que conforme aumenta el contenido de
nitrogeno disminuye el de lipidos, correspondiendo 26,19%, 24,98% y 24,40 %
a los cultivos dosificados con 20, 30 y 40 ml L't de EALS. Asimismo, pese a los
similares contenidos de nitrégeno del cultivo control (12,36 mg L) y los
dosificados con 20 ml L? de EALS (11,73 mg L), los contenidos de lipidos
muestran notorias diferencias (20,31 % y 26,19%, respectivamente), al parecer

la mayor concentracion de lipidos se ve influenciado por el nitrdgeno organico
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contenido en el EALS. En consecuencia, queda demostrado que el porcentaje de

lipidos es mayor en los cultivos conteniendo menor contenido de nitrdgeno.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son cercanas a los obtenidos
por Sheehan et al. (1998), en T. suecica cultivada con medio Guillard /2, que
contenia hasta 22 % de lipidos, aunque Azma et al. (2009), obtuvieron
contenidos de 245 % y 51,9 %, ya sea en condiciones autotroficas o
heterotréficas, demostrando que la naturaleza del medio de cultivo, inorganico u

organico, permite incrementar el contenido de lipidos.

Las limitaciones de P y Fe de los cultivos dosificados con EALS podria
influenciar los altos contenidos de lipidos, ya que segun experiencias de Chini-
Zittelli et al. (2006), se puede obtener hasta 32% de lipidos en cultivos
semicontinuos de T. suecica cuando se aplican diferentes tasas de renovacion
del cultivo (del 10 al 50%). Dicha limitaciébn de nutrientes se muestran en el
EALS en comparacion al medio Guillard f/2, los mismos que también permitirian
obtener mayores contenidos de lipidos al utilizar menores concentraciones de
EALS.

Adicionalmente, Cohen (1999), sostiene que la deficiencia de nutrientes, sobre
todo minerales, tipicamente disminuye la tasa de crecimiento, aunque muchas
especies de microalgas contindan sintetizando activamente acidos grasos, como
los incrementos de lipidos reportados por Alsull & Wan (2012), en Tetraselmis sp
de 13,29 % en condiciones de limitaciébn de nitrégeno hasta los 29,51 %, en

condiciones de restriccion total.

Finalmente, el contenido de lipidos en peso seco (mg L) de los cultivos esta
relacionado con la biomasa producida y los correspondientes porcentajes de
lipidos evidenciandose que las dosificaciones de 30 mL L de EALS (125,7 mg
Lty 24,98%) y 40 mL L' de EALS (126,4 mg L' y 24,40%) presentaron
mayores valores que los controles (96,4 mg L' y 20,31%) debido a las
densidades celulares y tasa de crecimiento alcanzados. En tal sentido,
consideramos que la dosificaciéon de 30 mL L' de EALS es la que permite
obtener mejor balance entre la densidad microalgal, tasa de crecimiento y

contenido de lipidos.
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V. CONCLUSIONES

Las mayores densidades poblacionales de T. suecica al quinto dia de
cultivo (p<0,05), fueron obtenidas en los tratamientos con 30 y 40 mL L
de EALS con valores de 2,03 x10° cél. mL*! y 2,07 x108 cél. mL™*

respectivamente.

Las mayores tasas de crecimiento (1) al quinto dia de cultivo (p<0,05)
para T. suecica, se encontraron en los tratamientos con 30 y 40 mL L*
de EALS con 0,453 dia' y 0,457 dia, respectivamente; mientras que la
menor p (p<0,05) de T. suecica se obtuvo con 20 mL L* de EALS con
0,405 dia™.

El menor tiempo de duplicacion (TD) al quinto dia de cultivo (p<0,05) en
T. suecica, fue obtenido en los tratamientos con 30 y 40 mL L de EALS
con 1,532 dia y 1,518 dia, respectivamente; mientras que el mayor TD

se obtuvo en el tratamiento con 20 mL L de EALS con 1,712 dia.

El mayor porcentaje de lipidos (p<0,05) en T. suecica al quinto dia de
cultivo se encontré en el tratamiento con 20 mL L de EALS con 26,19
%; mientras que los menores promedios significativos (p<0,05) se
obtuvieron con 30 y 40 mL L' de EALS con 24,98 % y 24,40 %,

respectivamente.

Los mayores contenidos de lipidos en biomasa (p<0,05) en T. suecica al
quinto dia de cultivo, estuvieron en los tratamientos con 30 y 40 mL L™
de EALS con 125,7 mg L'y 126,4 mg L, respectivamente; mientras
que el menor contenido (p<0,05) fue obtenido con 20 mL L de EALS
con 100,7 mg L.
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VI. RECOMENDACIONES

% Realizar un analisis de la composicién quimica del EALS para evaluar
los posibles efectos de los nutrientes N, P, K, Fe, etc., de este medio
complejo en el crecimiento y contenido de lipidos de Tetraselmis

suecica.

« Determinar el efecto de diferentes concentraciones de EALS y su tasa
de suministro en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos en

cultivos masivos de T. suecica.

% Evaluar el uso de EALS como medio de cultivo a escala piloto de T.

suecica con fines de produccion de biomasa y lipidos algales.
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Anexo 1. Temperatura (°C) en las unidades experimentales de los cultivos de

T. suecica dosificados con EALS y grupo control (Guillard f/2).

EALS (mL L%)

CULTNVO  (Gullard 1) 20 0 0

Rl R2 RS3 R1 R2 R3 Rl R2 RS Rl R2 RS3
0 24,3 2477 246 241 239 244 245 242 243 244 243 24,0
1 239 234 237 236 238 239 235 238 233 239 235 233
2 234 239 238 240 239 243 23,7 24,1 242 242 240 241
3 24,1 249 244 252 244 2477 244 248 244 249 245 25,0
4 24,2 236 24,1 240 241 244 241 245 246 242 246 244
5 245 243 246 242 246 249 246 251 24,7 247 248 24,3
6 245 249 244 246 244 241 243 244 245 248 238 237
7 243 24,1 2477 2477 250 246 249 246 251 242 24,6 24,8

Anexo 2. Temperatura promedio (°C) en los cultivos de T. suecica dosificados

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

EALS (mL L%

DIA DE
CUTVO Guiard 1 20 0 0
0 24,5 +0,2a 24,1 +0,3a 24,3 +0,2a 24,2 +0,2a
1 23,7 £0,3a 23,8 +0,2a 23,5 +0,3a 23,6 +0,3a
2 23,7 +0,3a 24,1 +0,2a 24,0 +0,3a 24,1 +0,1a
3 24,5 +0,4a 24,8 +0,4a 24,5 +0,2a 24,8 +0,3a
4 24,0 +0,3a 24,2 +0,2a 24,4 +0,3a 24,4 +0,2a
5 24,5 +0,2a 24,6 +0,4a 24,8 +0,3a 24,6 +0,3a
6 24,6 +0,3a 24,4 +0,3a 24,4 +0,1a 24,1 +0,6a
7 24,4 +0,3a 24,8 +0,2a 24,9 +0,3a 24,5 +0,3a

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

41



Anexo 3. pH (unid.) en las unidades experimentales de los cultivos de T.

suecica dosificados con EALS y grupo control (Guillard 1/2).

EALS (mL L%)

CULTNVO  (Gullard 1) 20 30 40

Rl R2 RS3 Rl R2 RS Rl R2 RS Rl R2 RS
0 787 779 7,75 781 787 78 78 785 787 780 785 7091
1 811 764 797 788 7,77 818 785 7,96 799 810 7,82 811
2 797 783 812 800 793 816 814 8,00 7,89 8,00 824 8,14
3 799 8,13 828 820 8,16 800 822 8§35 811 829 835 7,93
4 8,13 825 855 823 838 846 827 835 837 846 850 8,59
5 8,13 843 866 825 832 830 866 832 874 863 859 8,44
6 854 863 868 828 853 822 865 839 863 8,78 8,83 8,62
7 846 852 852 847 836 841 856 8,38 859 8,72 8,89 8,48

Anexo 4. Valores de pH promedio (unid.) en los cultivos de T. suecica

dosificados con EALS y grupo control (Guillard 1/2).

EALS (mL L%

DIA DE
CUTVO Guilardiny 2 0 40
0 7,80 +0,06a 7,85 +0,04a 7,86 +0,01a 7,85 +0,06a
1 7,91 +0,24a 7,94 +0,21a 7,93 +0,07a 8,01 +0,16a
2 7,97 £0,15a 8,03 +0,12a 8,01 +0,13a 8,13 +0,12a
3 8,13 +0,15a 8,12 +0,11a 8,23 +0,12a 8,19 +0,23a
4 8,31 +0,22a 8,36 +0,12a 8,33 +0,05a 8,52 +0,07a
5 8,41 +0,27a 8,29 +0,04a 8,57 +0,22a 8,55 +0,10a
6 8,62 +0,07ab 8,34 +0,16b 8,56 +0,14ab 8,74 +0,11a
7 8,50 +0,03a 8,41 +0,06a 8,51+0,11a 8,70 +0,21a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 5. Densidad poblacional (x10° cél. mL1) de T. suecica dosificadas con
EALS y grupo control (Guillard /2).

EALS (mL L%)

DIA DE CONTROL

CULTIVO  (Guillard f/2) 20 30 40

Rl R2 RS3 R1 R2 RS3 Rl R2 RS Rl R2 RS

021 021 021 0,21 021 021 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
037 026 034 029 038 046 038 035 028 0,26 0,31 0,37
094 o087 084 0,72 083 068 072 064 076 062 0,79 0,81
126 124 130 131 1,14 132 1,18 1,06 1,24 1,09 1,13 1,39
167 162 156 151 138 150 164 155 1,74 163 187 1,76
186 203 198 161 154 163 183 209 216 2,01 224 1,95
199 230 214 180 163 191 205 217 245 230 240 2,16

N~ o o0 AW N BB O

202 238 216 1,79 163 189 216 220 243 232 249 218

Anexo 6. Valores de la Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacién
poblacional diaria (TD) de T. suecica en las unidades experimentales

dosificadas con EALS y grupo control (Guillard 1/2).

EALS (mL L)

A CONTROL
PARAMETROS (Guillard 1/2) 20 30 40

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

No 0,21 0,21 0,21 0,21 021 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21 0,21
Ns 1,86 2,03 1,98 161 154 1,63 183 2,09 2,16 2,01 224 1,95
Dia 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

M (dial) 0,436 0,454 0,449 0,407 0,398 0,410 0,433 0,460 0,466 0,452 0,473 0,446

TD (dia) 1,590 1,527 1,544 1,703 1,742 1,691 1,601 1,507 1,487 1,534 1,465 1,554

43



Anexo 7. Valores de la biomasa, absorbancia, y porcentaje y biomasa de

lipidos de T. suecica cultivadas con EALS y grupo control (Guillard 1/2).

EALS (mL L)

PARAMETROS
(gﬁll\ll;'iof/;) 20 30 40
Biomasa (mg x2mL) 0,90 098 0,96 078 074 0,79 091 1,04 1,07 1,01 1,12 098
Biomasa (mg L) 450,40 491,60 479,40 388,40 371,40 393,20 454,40 519,00 536,40 503,60 561,20 488,60
Absorbancia 0,191 0,221 0,214 0,219 0,209 0,228 0,246 0,280 0,292 0,270 0,299 0,254
Lipidos (%) 19,58 20,80 20,56 2590 26,05 26,62 24,94 2484 2517 24,66 24,63 23,91
Lipidos (mg L?) 882 102,3 98,6 100,6 96,7 1047 113,3 1289 1350 124,2 1382 116,8

Anexo 8. Curva de Calibracion para la determinacion de lipidos en T. suecica

dosificadas con EALS y grupo control (Guillard 1/2).

¢ AO

mCO

y = 4.2095x
R2 = 0.9963

y = 4.4629x
R2=0.9881

N° Concentracion Oliva  Colesterol
1 0,000 0,000 0,000
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