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RESUMEN

Con el fin de aprovechar la capacidad de nutricion heterotréfica de las microalgas, se evalud el
efecto de la concentracion de sanguaza obtenida del procesamiento artesanal de especies
hidrobioldgicas en el crecimiento poblacional y contenido lipidico de Scenedesmus acutus, en
condiciones de laboratorio. Se utilizaron diferentes dosis (5 mIL™,10 mIL™® y 15mIL™ de
sanguaza como tratamiento experimental y Guillard /2 como tratamiento control. Donde se
obtuvo mayor crecimiento poblacional de S. acutus (p<0,05); el tratamiento con 15ml/L de
sanguaza presentd un promedio de 18,52x10° cel.ml™ y una tasa de crecimiento poblacional
(p<0,05) de 0,550; mientras que el tratamiento con 10mIL™ de sanguaza se logré un promedio
de 17,80x10° cel. mI™ y una tasa de crecimiento poblacional de y 0,540 dia™, esto a partir del
cuarto dia de cultivo (p<0,05). Se evidencié el menor tiempo de duplicacion (TD) en S.
acutus, en los tratamientos de 10 mIL™ con 1,283 dia y 15mIL™ de sanguaza con 1,260 dia.

El mayor contenido lipidico porcentual se observé en el tratamiento con dosis de 5mIL™ de
sanguaza (27,20%), seguido del tratamiento con 10mIL™ de sanguaza (26,90%); y
significativamente menor (p<0,05) con el tratamiento con 15mIL™ de sanguaza (23,79%). De
lo observado anteriormente se concluyé que el mejor tratamiento para el crecimiento
poblacional y contenido lipidico de S. acutus es el tratamiento de 10mIL™ de sanguaza.

PALABRAS CLAVES: Crecimiento, Scenedesmus acutus, lipidos, sanguaza.
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ABSTRACT

In order to take advantage of the heterotrophic nutrition capacity of the microalgae, the effect
of the concentration of sanguaza obtained from the artisan processing of hydrobiological
species on the population growth and lipid content of Scenedesmus acutus was evaluated in
laboratory conditions. Different doses (5 mIL™,10 mIL™" and 15mlIL™") of sanguaza were used
as experimental treatment and Guillard f / 2 as control treatment. Where the highest population
growth of S. acutus was obtained (p <0.05); the treatment with 15ml / L of sanguaza presented
an average of 18.52x106 cel.ml™ and a population growth rate (p <0.05) of 0.550; while the
treatment with 10mIL™ of sanguaza was achieved an average of 17.80x106 cel.ml™ and a
population growth rate of 0.540 day™, this from the fourth day of cultivation (p <0.05 ). The
shortest time of duplication (TD) in S. acutus was evidenced, in the treatments of 10 mIL™
with 1,283 days and 15mlIL™ of blood loss with 1,260 days.

The highest percentage lipid content was observed in the treatment with 5miIL™" dose of
sanguaza (27.20%), followed by treatment with 10mIL™ of sanguaza (26.90%); and
significantly lower (p <0.05) with treatment with 15mIL™ of sanguaza (23.79%). From the
previously observed, it was concluded that the best treatment for the population growth and
lipid content of S. acutus is the treatment of 10mIL™ of sanguaza.

KEY WORDS: Growth, Scenedesmus acutus, Lipids, sanguaza.
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. INTRODUCCION

Las microalgas constituyen una de las formas de vida mas antiguas sobre la Tierra, siendo las
cianobacterias las que cuentan con un registro fosil de aproximadamente 3500 millones de
afos (Seckbach & Oren, 2007). “Estas microalgas son microorganismos fotosintéticos que
pueden crecer de manera autotrofica o heterotrofica” (Chopint et al., 2001). Ademas, son
capaces de transformar la energia luminosa en energia quimica (Bertoldi et al., 2008).
También son consideradas alimentos funcionales, influenciando en la salud humana y animal,
gracias a su alto contenido de proteinas, vitaminas, minerales, carbohidratos, lipidos, y acidos
grasos poliinsaturados (Omega 3 y omega 6), y antioxidantes (carotenos) (Quevedo et al.,
2008).

Durante los Ultimos afios, las microalgas vienen siendo objeto de investigacion debido a los
diversos usos que estas representan en la elaboracion de dietas en acuicultura, ademas estos
microorganismos son esenciales en las primeras fases de desarrollo de la mayoria de especies
tales como Argopecten purpuratus, Cyprinus carpio, Chirostoma humboldtianum por ser
fuente de &cidos grasos insaturados, minerales, pigmentos, enzimas, aceites esenciales,

antibioticos y otros metabolitos biolégicamente activos (Bermejo et al., 2002).

El crecimiento de la biomasa algal esta influenciada por parametros fisicos — quimicos,
destacando entre ellos la temperatura, salinidad, pH, nutrientes (Contreras-Flores et al., 2003),
cuyos rangos varian de acuerdo a la especie. Otra caracteristica importante de las microalgas
es que son altamente eficientes en la fijacién de CO, y utilizacion de la energia solar para
producir biomasa. Las microalgas pueden acumular metales y transformarlos en formas menos
peligrosas, y por consiguiente, estos vegetales pueden ofrecer una alternativa a los metodos
convencionales para la biorremediacion de efluentes pesqueros (Chopint et al., 2001). Algunas
microalgas como Scenedesmus, poseen niveles de aminoacidos esenciales superiores al patron
de la FAO con niveles de proteina entre 25 y 65% convirtiéndose en una atractiva fuente de
proteina (Quevedo et al., 2007; Visentainer et al., 2005; Méndez, 2003).
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El género Scenedesmus, perteneciente a la division Chlorophyta, clase Chlorophyceae,
familia Scenedesmaceae (Guiry & Guiry, 2013); esta compuesto de algas coloniales de amplia
distribucion, encontrandose tanto en ambientes naturales como en artificiales; sin embargo, se
pueden encontrar en cuerpos acuaticos en proceso de eutroficacion o altamente eutrofizados,
constituyendo el género dominante, exhibiendo una gran plasticidad fenotipica conforme el
organismo se adapta a las condiciones ambientales (Trainor, 1998). Por lo que Scenedesmus es
una especie de facil cultivo, empleada no solo en estudios para la produccion de biodiesel,

sino también para la mitigacion de CO2 y la biorremediacién de aguas residuales (May, 2015).

Los medios de cultivo, es un factor importante para la produccién de microalgas, que a la vez
se clasifican en definidos y naturales. Los medios de cultivo definidos “son aquellos que se les
conoce la naturaleza y la concentracién de cada uno de sus componentes y son usados a escala
de laboratorio, lo cual permite determinar requerimientos especificos para el crecimiento
algal” (Running et al., 1994)., en este caso tenemos al “medio Guillard f/2 que demuestra ser
eficiente para un gran numero de microalgas” (Torrentera & Tacon, 1989); no obstante dentro
de las desventajas, este medio “es poco factible en la produccion de microalgas a gran escala
debido al elevado costo de los reactivos quimicos de grado analitico de pureza que se

necesitan para enriquecer el agua usada en los cultivos algales” (Martinez, 2003).

Con la finalidad de disminuir costos de produccion, se recurren a medios naturales preparados
con fertilizantes agricolas como urea, cloruro de potasio, etc., estos son aportantes de
macronutrientes como Nitrogeno, fosforo, potasio; también se encuentran subproductos
agricolas como la melaza, y extractos organicos como los provenientes de la industria
pesquera, acuicola, avicola, entre otros (Hernandez et al., 2003), en la industria pesquera
existe la sanguaza un extracto organico constituido de agua, sélidos solubles, solidos
insolubles y aceite, que se produce por la pérdida de frescura del pescado en la embarcacion y

en las pozas (Nufiez, 2014).

En el pasado, la sanguaza se consideraba un deshecho y simplemente se vertia al mar. Mas
recientemente las plantas harineras estan re introduciendo la misma al proceso productivo,

reduciendo con ello su descarga de residuos, recuperando materia prima perdida y aumentando

15



ganancias (Mueller-volimer et al. 1998). “En este contexto, el desarrollo de tecnologias
orientadas al cuidado del medio ambiente, a la reutilizacion de los residuos y a la generacion
de energias limpias de bajo costo se ha tornado indispensable” (Hernandez-perez & Labbe,
2014).

Existen investigaciones como las Leal et al., (2004) y Vera et al.(2006) en las que utilizaron
residuos pesqueros como medio de cultivo obteniendo una tasa de crecimiento de 0.659 dia™
con sanguaza diluida al 4,56% en el cultivo de Tetraselmis suecica. Sin embargo, Silva et al.,
(2011), reporta que el uso de sanguaza a diferentes diluciones del 2.5% y 5.0% en el cultivo
de Tetraselmis suecica, presentaron mayores tasas de crecimiento de 0.023 cel.h™ y 0.053

cel.h™, respectivamente.

Arias et al., (2013), demostraron la capacidad de Scenedesmus sp. para utilizar los nutrientes,
organicos e inorganicos, presentes en las aguas residuales y tolerar concentraciones elevadas
de CO, de diversas fuentes de carbono organico (glucosa, acetato, glicerol, fructosa, etc.). Asi
mismo Andrade et al., (2009) demostraron mayor crecimiento de Scenedesmus sp. cultivadas
con aguas residuales de pesqueria (piel, cabezas, colas y visceras) (8,05+0,55x10° cel.ml™) y

menor crecimiento con Nitrofoska foliar (fertilizante vegetal) (7,39 +0,18x10%el.ml™).

Los lipidos son un conjunto de biomoléculas estructural y funcionalmente diversas que se
caracterizan por su insolubilidad en agua y su afinidad a solventes organicos. Quimicamente,
los lipidos son moléculas hidrofdbicas originadas a partir de la condensacién nucleofilica de
cetoacil tioésteres (acidos grasos, glicerolipidos, glicerofosfolipidos, sacarolipidos, Yy
policétidos), o la condensacion electrofilica de unidades de isopreno (esteroles y prenoles)
(Fahy et al., 2005).

Las microalgas crecen abundantemente en ambientes ricos en nutrientes y se reproducen con
rapidez, sintetizando principalmente lipidos de membrana, especialmente del cloroplasto
(Schenk et al., 2008). En medios de cultivo es posible modificar la concentracion y

composicion de lipidos mediante la optimizacion de pardmetros de crecimiento como nivel de
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nitrégeno, intensidad luminosa, temperatura, salinidad, concentracion de CO2 y método de
cosecha (Brennan & Owende, 2010).

Aprovechando la capacidad de nutricion autotrofica de las microalgas, es posible elaborar un
medio de cultivo alternativo que contribuya al incremento de biomasa y lipidos de S. acutus,

y a su vez a la mitigacion del impacto ambiental, por lo que se plantea el siguiente problema:

¢Cudl sera el efecto de la concentracion de sanguaza obtenida del procesamiento artesanal de
especies hidrobioldgicas, en el crecimiento poblacional y contenido lipidico de S. acutus, en

condiciones de laboratorio?

El objetivo general fue evaluar el efecto de tres concentraciones de sanguaza en el
crecimiento poblacional y contenido lipidico de S. acutus, en condiciones de laboratorio, y los

objetivos especificos fueron los siguientes:

o Determinar el efecto de las concentraciones de sanguaza (5miL™, 10mIL™? y 15mIL™Y),
obtenidas del procesamiento artesanal de especies hidrobiol6gicas en el crecimiento

poblacional de S. acutus, en condiciones de laboratorio.

o Determinar el efecto de las concentraciones de sanguaza (5mIL™?, 10mIL™ y 15mIL™Y),
obtenidas del procesamiento artesanal de especies hidrobiolédgicas en el contenido de
lipidos de S. acutus, en condiciones de laboratorio.

Como hipdtesis del trabajo experimental, consideramos si utilizamos la sanguaza obtenida del
procesamiento artesanal de especies hidrobioldgicas, en concentraciones de 5mIL™, 10mIL? y
15mlIL? en cultivos de S. acutus, se obtendra mayor crecimiento poblacional y de contenido

lipidico con dosis de 10ml/L.

17



Il.  MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del experimento
El experimento fue desarrollado en el laboratorio de Cultivos y Especies Auxiliares de la
Facultad de Ciencia, de la Escuela Académica Profesional de Biologia en Acuicultura,
de la Universidad Nacional Del Santa del distrito de Nuevo Chimbote, Provincia del

Santa, Departamento de Ancash- Perd.

2.2. Caracteristica de la muestra de S. acutus
Se utiliz6 la microalga S. acutus proporcionada por el Laboratorio de Especies

Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa.

Se mantuvo en medio Guillard, utilizando 2 botellas plasticas con 2.5 L de volumen
efectivo para cada una (anexo 2). La iluminacion, se mantuvo con el uso de 2
fluorescentes de 40 Watts cada uno, colocados a 15 cm de distancia. La aireacion y
agitacion fue constante, mediante el uso de un blower de % HP con una tasa de flujo de

200 ml.min™*

2.3. Preparacion de los Medios de Cultivo
2.3.1. Medio Guillard
El medio de cultivo Guillard f/2 (Guillard, 1975) es considerado estandar (Tabla
1), y se utiliz6 para mantener el indculo de S. acutus y como tratamiento control.

La cantidad de inoculo utilizado fue de 1mIL™.

18



Tabla 1. Composicion quimica del medio Guillard f/2.

COMPUESTO CONCENTRACION (g™
Nutrientes Mayores:
NaNO; 75,0
NaH2P04H20 5,0
Na,SiO3z9H,0 30.0 (+5,0ml HCL)
NH4CL 26,5
Micronutrientes:
Na,EDTA 4,36
FeCI3 6H20 3,15
CuSO, 5H,0 0,01
ZnS0O,4 7TH,0 0,022
CoCl,6H,0 0,01
MnC|2 4H,0 0,18
Na,MnO42H,0 0,006
Vitaminas :
Tiamina 0,0001
Biotina 0,5
Cyanocobalimina 0,5

Mediante la dilucion de la sanguaza se obtuvo el aporte nitrogeno y fosforo
(Tabla 3), dichos aportes se compararon con los aportes del medio Guillard.

Tabla 2. Contenido de Nitrogeno y Fosforo (mg/L) de sanguaza utilizados en el

cultivo de S. acutus.

Nutrientes sanguaza (ml.L™)
(mg.L™) Guillard f/2 5 10 15
Nitrogeno 12.35 0.29 0.59 0.89

Fosforo 1.12 0.48 0.96 1,44
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2.3.2 Medio Sanguaza
La sanguaza procedié del Desembarcadero Pesquero Artesanal de Chimbote.
Durante la recoleccion de esta se utilizaron guantes quirargicos, con el uso de
una jarra plastica de 1L se agregd sanguaza en el balde hasta la capacidad de 8L
de volumen efectivo (anexo 1). Dicho contenido se transportd hacia el
Laboratorio de cultivo de especies auxiliares en la Facultad de Ciencias de la

Universidad Nacional Del Santa.

Se filtr6 la sanguaza con un tamiz de 75 um, y se colocaron en 5 frascos de vidrio
con 500 ml de volumen cada uno, estos frascos se colocaron en una autoclave
con el fin de esterilizar el contenido durante 3h.

Las muestras de sanguaza se enfriaron a temperatura ambiente y luego
refrigerada a 5 °C por 24 horas, con la finalidad de sedimentar las muestras
(anexo 3). Se centrifugd el sobrenadante obtenido a 6000 rpm durante 10 minutos
(anexo 4). Luego se dosificaron los cultivos a diferentes concentraciones de
5miL?, 10mIL? yasmIL™? (Figd).

Se realizaron analisis quimicos y biolégicos a las muestras de sanguaza
centrifugada, en el laboratorio Corporacién de laboratorios de Ensayos clinicos,
Biologicos e Industriales “COLECBI” SAC, las cuales se observan en la tabla N°
3.

Tabla 3. Composicién de la sanguaza utilizada en el experimento.

NUTRIENTE CONCENTRACION METODO
(mg.L™)
Nitrogeno 59,36 UNE-EN ISO 5983-2 Parte 2 Dic.
2006
Fosforo 96.10 Espectrofotométrico APHA (2005)
Potasio 371.82 Espectrofotométrico, HACH 8049
Grasas 10 220 NMX-AA-005-SCFI-2000
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l RECOLECCION
La sanguaza fue obtenida del muelle “La Caleta”

ESTERILIZACCION
La sanguaza se filtrd y coloco en frascos de vidrio, los cuales
fueron llevados al autoclave durante 3 h

4

ENFRIAMIENTO
Los frascos con el contenido de sanguaza se dejaron enfriar a
temperatura ambiente por 3 h

SEDIMENTO
Los frascos conteniendo la sanguaza fueron guardados durante
24 h en una refrigeradora para que sedimente

SOBRENADANTE
Se retird el sobrenadante de la sanguaza utilizando una pipeta de
5ml

4

CENTRIFUGACION
El sobrenadante fue centrifugado y luego se agregado a los 3
tratamientos, menos al tratamiento Control

Figura 1. Flujograma del tratamiento de sanguaza.
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2.4. Preparacion de las unidades experimentales
Se utilizaron 12 botellas plasticas de 1500 ml de volumen total, con un aforo de
1000 ml. Se adicionaron cantidades iguales de indculo de S. acutus, completando
con agua potable previamente tratada y sanguaza. Todos los cultivos iniciaron con
una densidad poblacional de 2 x 10° cel. mI™.
Se empled el método de estimulo creciente con 3 grupos experimentales y un grupo

control, cada uno con tres repeticiones (tabla 4).

2.4.1. Tratamiento del agua de cultivo:
Se utilizd agua potable hervida durante 15 min, tanto para los tratamientos
como para el control, con la finalidad de eliminar la presencia de
microorganismos que puedan interferir con el crecimiento del cultivo de
Scenedesmus acutus.
Se dejé enfriar a temperatura ambiente y se dosificd de acuerdo a la

concentracion del tratamiento y del control.

2.5. Disefio Experimental
Se utiliz6 el método de estimulo creciente con 3 grupos experimentales y un grupo

control, cada uno con tres repeticiones (tabla 4):

Tabla 4: Disefio experimental para la evaluacion del efecto de concentracion de

sanguaza en cultivos de S. acutus.

Tratamientos Repeticiones Especificaciones
T1 R1,R2,R3 Medio de cultivo con 5ml de sanguaza
T2 R1,R2,R3 Medio de cultivo con 10ml de sanguaza.
T3 R1,R2,R3 Medio de cultivo con 15ml de sanguaza
TC R1,R2,R3 Medio de cultivo con Guillard /2

22



2.6. Parametros fisicos y quimicos del cultivo S. acutus
Se monitored diariamente la temperatura utilizando un termometro digital marca
Boeco con sensibilidad de + 0,1 °C, y el pH con pH-metro digital marca Oakton

con % 0,01 de sensibilidad, los cuales se destacan en el anexo 9 y anexo 10.

2.7. Determinacion del Crecimiento Poblacional de S. acutus
Se realiz6 cuantificacion diaria de los cultivos algales, para determinar el
crecimiento poblacional de dichos, las muestras se extrajeron con una pipeta de
1ml, y contabilizadas con la camara Neubauer y un microscopio binocular marca
“Motic BA200”.
Con los datos obtenidos del maximo crecimiento se graficaron las curvas de
crecimiento poblacional, la tasa de crecimiento especifico (i) y el tiempo de

duplicacion diaria (TD), (Guillard 1973).

In (N¢/ No) In
Tf *To "

Donde:
N, = NUmero inicial de células
N¢ = Numero final de células
T, = tiempo inicial
Ts = tiempo final
K1 = Constante de crecimiento

TD= tiempo de duplicacién

2.8. Determinacion de Lipidos de S. acutus
Se utilizd fotocolorimetria al inicio y final de los ensayos, basdndonos en la
metodologia de Blight & Dyer (1959) para la extraccion de los lipidos, y su

concentracion segun Marsh & Weinstenn (1966).

Para la extraccion de los lipidos se utilizaron muestras de 10 ml cada uno de los
cultivos centrifugados a 10 000 rpm por 10 min., luego secados en estufa a 45°C
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durante 24 h (anexo 5). Luego se agregdé 3 ml de solucion de metanol-cloroformo
(2:1) y refrigeradas a 5°C durante 24 h. Posteriormente se adiciond 3 ml de agua

destilada y se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos.

Luego se retir6 la capa superior, el sedimento secé a 80°C y se adiciond 2 ml de
acido sulfurico concentrado (98%) y calentado a 200°C por 1 h. y enfriado a
temperatura ambiente. Las lecturas fotométricas se realizaron con espectofotometro
Tumer Barsteamd Internacional con celdas de cuarzo y con longitud de onda de
375 nm.

La concentracién de lipidos totales se estimo en curvas de calibracion utilizando
colesterol y/o aceite de oliva.

Lipidos en porcentaje (P):

P
M

(Absorbancia) XV >
x 100

L (%) =

V: Volumen de muestra analizada (10 ml).

M: Peso seco (mg) en 10 ml de cultivo.

P: Promedio de pendientes de curvas de calibracion con aceite de Oliva y/o
colesterol (4,4052).

Lipidos en biomasa (LB):
LxB

LB (mgL™) = 100

Donde:
L: Porcentaje lipidos (%).

B: Biomasa seca (mg L™).
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2.9. Determinacion de la biomasa de S. acutus
Para determinar la concentracion de los lipidos totales en biomasa (mg L™) de los
cultivos de S. acutus, se centrifugd 2ml de suspension microalgal por cada
tratamiento, se retird el sobrenadante y se secaron en estufa a 60 °C por 6 h, luego a
105 °C durante 15 min y enfriado por 1h.

El peso se determind mediante una balanza analitica de sensibilidad 0,01 mg. Los

datos obtenidos se reemplazaron en las siguientes férmulas:

Biomasa microalgal (mg L™) = ((Pf — Pi)/4) x1000

Donde:
Pi: Peso inicial

Pf: Peso final (tubo +muestra) (mg)

Biomasa de lipidos (g L ™) = (biomasa microalgal x %L ipidos)/100
Donde:

Biomasa microalgal: Peso de microalgas en un litro (mgL™)

2.10. Andlisis Estadistico
Los ensayos fueron verificados estadisticamente para las tasas de crecimiento de la
microalga S. acutus aplicando analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de
comparacion de los promedios de Tukey, usando el programa SPSS version 20
para Windows 7 para establecer diferencias entre promedios, con un nivel de

significancia de 0.05.
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I11.  RESULTADOS

3.1.Crecimiento Poblacional de S. acutus.
Los ensayos iniciaron con densidades poblacionales promedio significativamente
similares (p>0,05) de 2,05 x10° cél.mI™, evidenciandose crecimiento durante los 7
dias de cultivo. (Tabla 5, figura 3)

Figura 2. Cultivo de S. acutus con Sanguaza.

Desde el dia uno los cultivos algales dosificados con sanguaza mostraron
incrementos significativamente mayores (p<0,05) que el grupo control, con
valores de 3,53 x10° cel.ml™, 3,70 x10° cel.mI™ y 3,75 x10° cel.mI™ para los tres
tratamientos, mientras que el control fue menor (p<0,05) con 3,15 x10° cel.mI™ en
el dia 1.

A partir de segundo dia la dosificacion a 10 ml L™ de sanguaza, mostré un
incremento de biomasa algal de 9,97 x10° cel.mI™, seguido de los tratamientos con
5 miL? y 15 mIL? de sanguaza con 8,40 x10° cel.ml™, y 8,93 x10° cel.ml™,
respectivamente. Sin embrago la biomasa algal del grupo control fue menor
(p<0,05) con 6,10 x10° cel.mI™.
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TABLA 5. Densidad celular (x 10° cel.mI™) de S. acutus Cultivado con el medio
/2 Guillard (control) y con tres concentraciones de sanguaza. T1: 5 ml, T2: 10 ml
y T3: 15ml

DIA DE CONTROL Tratamientos (mIL™)

CULTIVO 5 10 15
0 2,05 #0,00a 2,05 0,00a 2,05 #0,00a 2,05 +0,00a
1 3,15 #0,10b 3,53 #0,19a 3,70 #0,15a 3,75 =+0,13a
2 6,10 #0,23c 840 =+0,30b 9,97 #0,13a 8,93 +0,20b
3 11,05 #0,25c 12,23 +0,24b 1518 +0,40a 1562 +0,38a
4 15,02 +0,26b 14,03 +0,38b 17,80 #0,53a 18,52 +0,40a
5 16,22 #0,35b 13,83 #0,08c 18,25 +0,3la 18,68 =+0,28a
6 18,33 0,37b 14,12 #0,18c 19,03 #0,18a 18,85 #0,23ab
7 19,42 +0,28a 13,77 +0,26c 1843 +0,23b 19,12 =+0,30ab

Los cultivos dosificados con 10 y 15 mIL™ de sanguaza mostraron crecimiento de
la biomasa algal con tendencias similares y mayores a los de 5mIL™ y controles.
(Fig. 4 y tabla 5); mientras que las dosificaciones con 5mIL™ de sanguaza
presentaron menores crecimientos algales desde el dia 3 (12,23 x10° cel.mL™)
alcanzando los menores valores al final de los ensayos con 14,12 x10° cel.ml™ y

13,77 x10° cel.mI™ en el dia 6 y 7 respectivamente.

Al final del experimento, las densidades de la biomasa algal fueron
significativamente mayores (p<0,05) estuvieron en el grupo control y 15 mIL™ de
sanguaza con 19,42 x10° cel.mI™ y 19,12 x10° cel.mI™, respectivamente, y esta
Gltima fue similar  (p>0,05) al dosificado con 10 mIL™ de sanguaza con 18,43
x10° cel.ml™; mientras, el menor (p<0,05) el tratamiento estuvo con 5 mIL™ de

sanguaza con 13,77 x10° cel.ml™.
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—=— CONTROL 5 —e-10 *=15 sanguaza miL

25 1

Densidad poblacional (x108 cel. ml'1)

Dia de Cultivo

Figura 3. Curvas del crecimiento poblacional de S. Acutus Cultivado dosificadas

con tres concentraciones de Sanguaza.

3.2. Tasa de Crecimientoy Tiempo de duplicacion poblacional de S. acutus
En la Tabla 6 y figura 4, se muestra la tasa de crecimiento (i) y el tiempo de
duplicacion (TD) poblacional en los cultivos de S. acutus dosificados con sanguaza
y el grupo control, que fueron calculados entre el inicio y el cuarto dia de cultivo

(anexo 7).
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Tabla 6. Tasa de Crecimiento por dia (i) y Tiempo de Duplicacion Diaria (TD) de
S. acutus Cultivados con el medio /2 Guillard (control) y con tres concentraciones

de sanguaza.

PARAMETRO CONTROL Tratamientos (mIL™)
5 10 15
NO 2,05 *0,00 2,05 *0,00 2,05 *0,00 2,05 *0,00
Nf 15,02 0,26 14,03 +0,38 17,80 +0,53 18,52 0,40
Dia 4 4 4 4

n(dia) 0498 +0,005b 0,481 +0,007c 0,540 #0,008a 0,550 =+0,005a
TD(dia) 1,392 +0,013b 1,442 =+0,020c 1,283 +0,018a 1,260 +0,012a

Para el dia cuatro, la tasa de crecimiento algal (1) de S. acutus presentd los
mayores valores significativos (p<0,05) con 10 y 15 mIL™ de sanguaza con 0,540
dia® y 0,550 dia™, respectivamente; seguido del control con 0,498 dia™; y con 5
mIL™" de sanguaza con 0,481 dia™, asimismo el TD fueron significativamente
menores (p<0,05) en los de 10 mIL™* y 15 mIL™ de sanguaza con 1,283 dia™ y
1,260 dia™, respectivamente; seguido del control con 1,392 dia’y 5 mIL™ de

sanguaza con 1,442 dia™.

m CONTROL 5 ®10  ®15 ganguazamL
L»l

1.442
1.392 1.283 1.260

0.498 4g1 9-540 0.550

U (dia-1) ' TD (dia)

Figura 4. Valores de p y TD de los cultivos de S. acutus dosificados con

sanguaza.
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3.3. Contenido de lipidos en S. acutus
En la Tabla 7 y figura 7 y 8, se representan los promedios del contenido de lipidos
en porcentaje (%) y biomasa (mgL™) de S. acutus al cuarto dia de cultivo con los 3
tratamientos de sanguaza y un grupo control (f/2 Guillard), los mayores promedios
significativos (p<0,05) se determinaron en los tratamientos dosificados con 5 miL"
! vy 10 mIL? de sanguaza con 27.20% y 26.90 %, respectivamente; seguido del
dosificado con 15 mIL™ de sanguaza (23,79 %): y en el grupo control ( 22,76 %)

(anexo 8).

Tabla 7. Contenido de lipidos de S. acutus dosificadas con tres concentraciones

de sanguaza al cuarto dia de cultivo.

PARAMETROS Sanguaza (mIL™)

CONTROL 5 10 15

Biomasa (mgL™) 352,3 #6,1b 3290 +9,0b 417,3 +12,l1a 4340 +95a
Lipidos (%) 22,76 +0,40c 27,20 +0,35a 26,90 #0,16a 23,79 +0,56b
Lipidos (mgL?) 802 +28b 783 +4,0b 112,3 +39a 1181 =4,1a

40 27.2 26.9
22.76 ’ ) 23.79
30
2 20
S
o
5 10
0
control 5 10 15
Sanguaza (mlL ")

Figura 5. Porcentaje de lipidos en S. acutus dosificadas con tres concentraciones

de sanguaza al cuarto dia de cultivo.
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Figura 6. Biomasa de lipidos en S. acutus dosificadas con tres

concentraciones de sanguaza al cuarto dia de cultivo.

Asimismo la biomasa de lipidos (mgL™) al cuarto dia de cultivo, presentaron los
mayores promedios significativos (p<0,05) en los tratamientos dosificados con 10
mIL" y 15 mIL™? de sanguaza con 112,3 mgL™ y 118,1 mgL™, respectivamente; y
los menores en el grupo control (80,2 mgL™) y con 5 mIL™ (78,3 mgL™) de

sanguaza.
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3.4. Parametros fisicos y quimicos de los cultivos de S. acutus

3.4.1. Temperatura

La temperatura en los cultivos algales de S. acutus vari6 entre 26,7 °C (dia 5) y
27,8 °C (dia 7) durante el experimento (Fig. 2)

—&— CONTROL 5 —e—10 —x—15 Sanguaza mL
|_-1
29 1
028 4
©
5
©
@
Qo
§27 1
|_
26 } t } } } } i
0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo

Figura 7. Variacion diaria de temperatura (°C) de los cultivos de S. acutus
dosificados con sanguaza (mIL™).
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3.4.2. pH

Los parametros de pH promedio en los cultivos de S. acutus, se representa en la

Fig. 3. Observandose que el pH en los cultivos con medio sanguaza se encontraban
entre 7,47 unid. A 9,08 unid.

—=— CONTROL 5 —o-10 —*—15 ganguaza miL?
10 T

@

(]

e}

©

ke

c

2

I

o
7 , : : : : : |

Dia de Cultivo

Figura 8. Variacion del pH promedio de los cultivos de S. acutus dosificados
con sanguaza (mIL™).

A partir del segundo dia hasta el sétimo dia el nivel de pH se mantuvo

constante para los 3 tratamientos e inclusive para el grupo control
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IV. DISCUSION

“Las microalgas poseen un papel importante en la transformacion de la materia
orgénica e inorgénica de las aguas residuales, en biomasa, y el agua tratada puede

utilizarse para riego” (Shelef & Oron, 1978).

Las aguas residuales son ricas en todo tipo de compuestos que permiten sostener el
metabolismo de ciertos microorganismos fotosintéticos; esta es la base de la
depuracién, donde la digestidn aerobia de la materia organica mediada por bacterias se
mantiene gracias al oxigeno producido por las microalgas, las cuales incorporan los
compuestos residuales de la oxidacion generando un proceso depurativo eficaz.
(Riquelme & Avendafio, 2003)

Las microalgas necesitan ciertas condiciones para su normal crecimiento, entre ellas
se encuentran condiciones quimicas como la presencia de nutrientes (nitrégeno,
fosforo, azufre y silicio), la salinidad y el pH del medio de cultivo; ademas de
condiciones fisicas como temperatura e intensidad luminosa; sin embargo, “para que
este tipo de microorganismos produzca una cantidad significativa de metabolitos
secundarios, como los lipidos, se necesita controlar los factores mencionados

anteriormente” (Bolafios y Martinez,2013).

Chacon et al., (2004) “demostraron que Scenedesmus sp se adapta muy bien a
condiciones ambientales no controladas de temperatura (26£6°C) e iluminacién
natural”, lo mencionado por los autores se corrobora en la presente investigacion en
donde las temperaturas presentaron variaciones entre 26.6 — 27.8 °C (figura 2), cuyos

resultados no alteraron el efecto del medio sanguaza sobre el crecimiento algal.

Con respecto al pH en cultivo de Scenedesmus Tamayo (2012), indica que “el pH
optimo de dicho cultivo se encuentra alrededor de 7.2 — 7.7 y que si este disminuye en
rangos de 3 a 4, podria ser letal para el cultivo”. En referencia a lo expuesto por el

autor, los resultados del pH se acercaron mucho a los obtenidos durante la

34



investigacion cuyos resultados para los cultivos experimentales fueron 7.4 a 8.9
(figura 3); lo cual no afecto en el crecimiento poblacional ni el contenido lipidico de S.

acutus cultivadas con medio sanguaza.

“El crecimiento poblacional indica la asimilacién de nutrientes que en cultivos
heterotroficos, Scenedesmus sp puede utilizar diferentes fuentes nitrogenadas como
efluentes pesqueros, municipales, entre otros; asimismo puede metabolizar
aminoacidos y vitaminas que le permiten sintetizar acidos grasos poliinsaturados”

(Bold & Wynne, 1985).

En tal sentido el crecimiento poblacional de S. acutus, Ugalde, (2011), sugiere que los
“nutrientes en las microalgas son esenciales para el correcto desarrollo y crecimiento
celular, asimismo el nitrégeno es un importante componente para el crecimiento de las
microalgas que puede ser incorporado a través de amonio o nitratos disueltos en el
medio”. “Usualmente el requerimiento de nitrégeno es de 0,1 a 0,14 en fraccion

masica” (Posten & Schaub, 2009)

En referencia a lo expuesto por el autor, durante la investigacion se determiné que la
sanguaza utilizada contenfa 59,36mg.L ™ de Nitrégeno (N), 96,10 mgL™ de Fésforo (P)
y 371,82mgL™ de Potasio (K) (Tabla 3), lo que posiblemente aproveché S. acutus en el
tratamiento con 15 mIL™ de dosis de medio sanguaza, permitiendo mayores densidades
poblacionales 18,52+0,40 x 10° cel.ml™, que result6 ser significativamente iguales al
tratamiento con 10mIL™ de dosis de medio sanguaza con 17,80+0,53 x 10° cel.ml™ al
cuarto dia de cultivo (Figura 5). Al final del experimento, las densidades de biomasa
algal fueron significativamente mayores en el tratamiento control y 15mIL™ de
sanguaza, y el menor en los tratamientos con 5y 10 mIL™ sanguaza, iniciando la fase
de declinacion del crecimiento para estos tratamientos.

No obstante, Andrade et al., (2009) cultivaron Scenedesmus sp. en agua residual de
pesqueria (piel, cabezas, colas y visceras) demostrando Optimos crecimientos con
8.05+0.55x10%el.mI™ a comparacién del uso de un fertilizante vegetal que presentd
crecimiento poblacional de 7.39 +0.18x10°el.ml™. Sin embargo los resultados de la
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investigacion fueron superiores a los obtenidos por los autores antes mencionados e
inclusive superiores a los resultados obtenidos por Charity et al. (2009) para
Scenedesmus sp., quienes obtuvieron 8.05 x 10° cel.ml™* utilizando residuos pesqueros.
Por otro lado los resultados de la investigacion también se compararon con los
obtenidos por Bricefio (2012) quien trabajo con Tetraselmis suecica con una densidad
celular de 1.082 x 10° cel.mI™ a una concentracion de 60 mIL™ de residuos de pescado,
resultando que el crecimiento poblacional de Scenedesmus de la presente investigacion
también fueron superiores a los que cit6 el autor, por tanto se puede afirmar que el
medio sanguaza aporta nutrientes asimilables que podrian ser muy bien aprovechados
por S. acutus, quienes presentaron mayor crecimiento algal a mayor concentracion de
nitrogeno; lograndose afirmar que existe la posibilidad que el uso de sanguaza como
medio de cultivo puede reemplazar a aquellos medios tradicionales formulados con
sustancias quimicamente puras o con productos de uso agricola, lograndose reducir
algunos costos como en la compra de insumos quimicos, inclusive se podria ayudar a

la mitigacién del impacto ambiental.

Al considerar que la tasa de crecimiento (u) debe considerar su relacion inversa con el
tiempo de duplicacion diaria (TD), de tal manera que la tasa de crecimiento sea mayor
a la densidad microalgal (cel.ml™). Durante los ensayos, se observé que con dosis de
15mliL™ (0,550 dia™) y 10mIL™ (0,540 dia™) de sanguaza, se obtuvieron mejores tasas
de crecimiento (u); mientras que el TD fueron menores para los tratamientos con
15mIL™ y 10mIL™ (1,260 dia ; 1,283 dia (tabla 5), esto se podria referir posiblemente
a las afirmaciones de Arredondo & Voltolina (2007), quienes sefialan que “la
presencia de nutrientes facilmente asimilables por las microalgas favorecen el
crecimiento rapido en un medio de cultivo no limitante y en condiciones adecuadas”.
Por lo que podemos afirmar que el medio sanguaza presenta nutrientes como nitrogeno
organico que son facilmente asimilables por S. acutus, alcanzando mayores
crecimientos en los cuatro primeros dias de cultivo, superando al tratamiento con

medio Guillard que presenta nitrégeno inorganico.
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Por otro lado el tiempo de duplicacion microalgal de la presente investigacion fue
menor (0.498 dia’) al reportado por Ortega-Salas & Reyes-Bustamante (2012) quienes
indicaron que el cultivo en Scenedesmus quadricauda con medio Guillard f/2 presentd

un valor maximo de 0,72 dia™.

“La acumulacion de lipidos en las microalgas depende de diversos factores, entre ellos,
el régimen de cultivo” (Perez - Garcia et al., 2011). La acumulacion de lipidos en las
células microalgales estan asociadas con el crecimiento poblacional, y el contenido de
lipidos esta relacionado con el contenido de nitrgeno; en tal sentido Cobos et al.,
(2016) reportaron una menor produccion de biomasa y un mayor porcentaje de lipidos
totales en Ankistrodesmus sp., Ankistrodesmus nannoselene 'y Scenedesmus sp.,
cultivadas en medios sin nitrégeno, asi mismo encontraron que Ankistrodesmus sp. fue
la especie que alcanz6 mayor densidad microalgal (15,7 x 106 células/ml) en medios

de cultivo con nitrégeno, con respecto al medio de cultivo sin nitrogeno.

Esta situacion fue corroborado por Beopoulos et al. (2009), quienes consideran que “el
agotamiento de nitrogeno puede detener la division celular y continuando el

metabolismo del carbono que conlleva a una mayor produccion de lipidos™.

Los resultados de la presente investigacion coinciden con lo anteriormente
mencionado puesto las dosis con 5mIL™, 10mIL? y 15mIL™ de sanguaza contenian
0.29mgL™?; 0.59mgL™ y 0.89mgL™ de nitrégeno, permitiendo obtener mayores
porcentajes lipidicos a partir del cuarto dia de cultivo (tabla 5), los cultivos de S. acutus
dosificados con 5mIL™" de medio sanguaza, conteniendo menor aporte de nitrégeno
(0.29mgL™") presentaron mayor porcentaje de lipidos (27.20%) con respecto a los
tratamientos de 10 y 15 mIL™ con (0.59 y 0.89 mgL™ de nitrégeno) donde se
obtuvieron 26.90% y 23.79% de lipidos respectivamente; el porcentaje lipidico en el
grupo control fue de 22.76 % con una mayor concentracion de nitrégeno (12.35 mgL”
Y (tabla 7, figura 5 y 6).
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Por otro lado “las investigaciones realizadas para inducir la sintesis de lipidos a
pequefia escala, concuerdan que bajo condiciones limitantes de nitrégeno se reduce el
crecimiento, mientras que existe una gran variacion en el contenido de lipidos y su
perfil de acidos grasos” (Arias et al., 2013); sin embargo, la gran desventaja es “la
limitacién de nutrientes (N, K, P) o el estrés fisioldgico requerido para la acumulacion
de lipidos en la célula esta asociado con la reduccién del proceso de division celular y
la baja velocidad de crecimiento” (Ratledge, 2002), es decir, “la presencia de nitrogeno
promueve altas velocidades de crecimiento y bajo contenido lipidico, mientras que la
deficiencia de nitrgeno reduce la velocidad de crecimiento y aumenta el contenido de
lipidos” (Cheng et al., 2010), esto se observé en los trabajos realizados por Mandal &
Mallick, (2009); Xin et al., (2010c); Arias et al., (2011b); Lin et al., (2012), donde la
limitacion combinada de nutrientes favorecid la acumulacion de lipidos en algunas
especies del género Scenedesmus, que en condiciones normales de cultivo contienen
entre 9 % - 21 % de lipidos. Aunque Rodolfi et al.,(2009), observaron que la
disminucion en el contenido de nitrégeno no afecté la acumulacion de lipidos de
Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Sin embargo Chisti, (2007), afirma que “el contenido
lipidico en microalgas se puede controlar en funcién de las condiciones de cultivo y
limitacion de nutrientes especialmente nitrogeno”. Charity et al., (2009) obtuvieron el
2.47% de lipidos en Scenedesmus sp, y por otro lado Hernandez-Reyes et al., (2009),
obtuvieron porcentajes de lipidos de 7,2% y 8,4%, para Scenedesmus sp y S.

incrassatulus, dichos autores utilizaron como medio de cultivo los residuos pesqueros.

Es conocido, que “las microalgas pueden variar su composicion bioquimica
dependiendo de la fase de crecimiento en que se encuentren debido a los cambios

fisioldgicos a las que estan sometidas” (Brown et al., 1997).

No obstante, mientras que con dosis de 15 ml L™ y 10 mIL™ de sanguaza se obtuvo
23.79 % y 26,90% de lipidos, con dosis de 5 mIL™ de sanguaza se obtuvo 27.20 % de
lipidos; el porcentaje lipidico en el grupo control fue de 22.76 % con una mayor
concentracion de nitrégeno (12.35 mgL™); dichos resultados se obtuvieron al 4 dia de

cultivo, cuando las microalgas alcanzaron su maximo crecimiento exponencial. Arias

38



et al.,, (2013) han observado que el contenido de lipidos es mayor en la fase
estacionaria de crecimiento que en la fase exponencial. En “células de
Nannochloropsis oculata en un medio limitado de nitrégeno se encontré que la
acumulacion de lipidos al pasar de la fase logaritmica a la estacionaria aumentd
significativamente del 30,8 % al 50,4 %” (Chiu et al., 2009), observandose que los
mayores porcentajes de lipidos se relaciona con la fase final del cultivo, con

crecimiento cero pero con activa produccion de lipidos.

En cuanto a la coloracion del medio de cultivo de los tratamientos con dosificaciones
de 5, 10 y 15mlIL™" de sanguaza se observé diferencias con respecto al grupo control
(Figura 4) y fue mas notorio a partir del cuarto dia de cultivo, la coloracién verde
amarillenta en los tratamientos con sanguaza, y verde oscuro a los cultivos con
Guillard, podria deberse a la acumulacion de lipidos en las microalgas dosificadas con
sanguaza, Cobos et al., 2015, también notaron cambio de coloracion en medios de
cultivo sin nitrogeno a partir del segundo dia de cultivo, posiblemente se debe a lo
confirmando por Millan & Fernandez (2011) quienes observaron “cambio de
coloracidon en el medio de cultivo y aumento del tamafio celular en medios de cultivo

con pocos nitratos”.

Alva et al., (2013) “sostienen que el uso de aguas residuales municipales es una
alternativa viable para disminuir los costos de produccién de lipidos por el ahorro de
agua y nutrientes (N, P, K)”. Asimismo el uso de sanguaza obtenida del
aprovechamiento artesanal, posibilita la generacion de lipidos de cultivos de S. acutus,
reduciendo los costos de produccion y estableciendo una alternativa eficiente para la

reduccion de residuos pesqueros coadyudando a la mitigacion de impacto ambiental.
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V. CONCLUSIONES

v El mayor crecimiento poblacional de S. acutus al cuarto dia de cultivo (p<0,05),
se obtuvieron en tratamientos con 15 mIL™ de sanguaza con valor de 18,52 x10°
cel.mL?, y el menor crecimiento poblacional (p<0,05) se encontrd en el

tratamiento con 5ml L™ con 14,03 x10° cel.mL™.

v' La mayor tasa de crecimiento poblacional de S. acutus al cuarto dia de cultivo
se obtuvo en los tratamientos dosificados con 15 mIL™ de sanguaza, (0,550 dia™)
y la de 5mIL™ (0,481 dia™), asimismo el TD fueron menores en las dosificaciones
con 15 mIL™ de sanguaza (1,260 dia™) y el mayor TD fue con 5mIL™ de sanguaza
(1,442 dia™).

v El mayor contenido en el porcentaje de lipidos para S. acutus al cuarto dia de
cultivo, se obtuvo en el tratamiento dosificado 5mIL™" de sanguaza (27,20%)
seguido del tratamiento con 10mIL™ de sanguaza (26,90%); y significativamente
menor (p<0,05) con el tratamiento con 15mIL™ de sanguaza (23,79%).
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar econémicamente los costos para la produccién del cultivo algal de S.

acutus utilizando la sanguaza como medio de cultivo.

Evaluar las variaciones diarias de contenido de Nitrogeno en los cultivos de S.
acutus dosificados con sanguaza, para establecer a que concentracion logran su

maximo crecimiento.

Realizar estudios bioquimicos relacionados con la identificacion de las rutas
metabolicas que participan en la formacion y concentracién de lipidos

intracelular.

Hacer el mismo trabajo experimental realizando la extraccion de lipidos en las

diferentes fases de crecimiento.
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VIll.  ANEXOS

ANEXO 1: Muestra de Sanguaza del muelle “La Caleta”

ANEXO 2: Preparacion de materiales para el cultivo.

ANEXO 3: Extraccion del sobrenadante de la Sanguaza.
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ANEXO 4: Muestras de Sanguaza en la centrifugadora.
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ANEXO 5. Proceso de obtencion de los lipidos del cultivo de S. acutus.

ANEXO 6: Promedios de p (dia™) y TD (dia) en el cuarto dia de cultivo de S. acutus

Sanguaza (ml L™)

PARAMETRO CONTROL 5 10 15
RL R2 R3 RlL R2Z R3 RLI R2 R3 Rl R2 R3
NO 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05
Nf 14,80 15,30 14,95 14,05 13,65 14,40 17,30 18,35 17,75 18,55 18,10 18,90

Dia 4 4 4 4
W (dial) 0,494 0,503 0,497 0,481 0,474 0,487 0,533 0,548 0,540 0,551 0,545 0,555
TD (dia)  1,4031,3781,395 1,4411,4621,423 1,300 1,265 1,284 1,258 1,272 1,249
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ANEXO 7: Promedios para el conteo celular (cel.mlt) de S. acutus

DIA DE
CULTIVO

CONTROL

Sanguaza (ml L™)

5

10

15

Rl R2 R3

Rl R2 RS3

Rl R2 R3

Rl R2 RS3

~N o o W N -, O

2,05 2,056 2,05
3,15 3,25 3,05
6,35 6,05 5,90
11,05 11,30 10,80
14,80 15,30 14,95
15,85 16,55 16,25
18,05 18,20 18,75
19,40 19,15 19,70

2,05 2,05 2,05
3,75 3,40 3,45
8,05 8,60 8,55
12,50 12,15 12,05
14,05 13,65 14,40
13,85 13,75 13,90
14,10 13,95 14,30
13,70 13,55 14,05

2,05 2,056 2,05
3,55 3,85 3,70
10,10 9,95 9,85
15,60 15,15 14,80
17,30 18,35 17,75
18,35 18,50 17,90
19,05 19,20 18,85
18,65 18,45 18,20

2,05 2,05 2,05
3,70 3,90 3,65
8,90 9,15 8,75
15,70 15,95 15,20
18,55 18,10 18,90
18,70 18,40 18,95
18,90 18,60 19,05
19,15 18,80 19,40
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ANEXO 8: Contenido de Lipidos en el cuarto dia de cultivo de S. acutus.

Sanguaza (ml L™

PARAMETROS
CONTROL 5 10 15
Biomasa (mg x10mL™) 3,47 3,59 3,51 3,29 3,20 3,38 4,06 4,30 4,16 4,35 4,24 4,43
Biomasa (mg L'l) 347,00 359,00 351,00 329,00 320,00 338,00 406,00 430,00 416,00 435,00 424,00 443,00
Absorbancia 0,343 0,367 0,350 0,520 0,502 0,538 0,479 0,513 0,492 0,346 0,327 0,362
Lipidos (%) 22,44 2321 22,64 27,14 26,88 27,57 26,78 27,08 26,85 23,87 23,20 2431
Lipidos ( mg L'l) 77,9 83,3 79,5 78,5 74,2 82,2 108,7 116,4 1117 118,1 1140 122,1




ANEXO 9: Variaciones de la temperatura en el cultivo de S. acutus.

Sanguaza (mIL™)

cosBE conTROL . " -
0 27,3+0,1a 27,4 +0,1a 27,30,1a 27,3+0,1a
1 27,1+0,1a 27,2 +0,1a 27,1+0,1a 27,2 +0,1a
2 27,6 £0,2a 27,6 £0,1a 27,5 +0,2a 27,5 +0,1a
3 27,1+0,1a 27,1 £0,1a 27,0 £0,1a 27,0 £0,2a
4 26,8 +0,1a 26,9 +0,1a 26,9 +0,1a 26,9 +0,1a
5 26,7 +0,1a 26,7 +0,1a 26,7 +£0,2a 26,8 +0,1a
6 27,4 +0,1a 27,4 £0,1a 27,4 £0,2a 27,4 £0,1a
7 27,8 £0,1a 27,8 +0,1a 27,7 £0,1a 27,7 +0,1a

ANEXO 10; Variaciones del pH en el cultivo de S. acutus

1 Sanguaza (ml L™

DAPE, contRoL - SN
0 7,51 +£0,03a 7,47 £0,07a 7,48 £0,03a 7,48 £0,07a
1 7,94 +0,11b 8,14 £0,09ab 8,23 £0,10a 8,27 £0,12a
2 8,57 £0,09a 8,71 +0,16a 8,94 £0,12a 8,90 £0,21a
3 8,75+0,13a 8,79 £0,08a 8,85 £0,09a 8,75 0,17a
4 8,82 £0,12a 8,76 £0,13a 8,92 £0,04a 8,87 £0,10a
5 8,86 +0,05a 8,73 £0,05b 8,82 £0,06ab 8,86 £0,03a
6 8,79 £0,07a 8,74 £0,16a 8,83 £0,10a 8,83+0,17a
7 8,84 +0,11a 8,72 £0,15a 8,82 £0,08a 8,77 £0,20a




ANEXO 11: Cuadro estadistico de la densidad poblacional de s. acutus

Descriptivos

95% del intervalo de
confianza para la

Desv. media
Desviaci6  Desv. Limite Limite  Minim Maxim
Media n Error inferior superior 0 0

DO Contro 3 2,0500 0,00000 0,00000 2,0500 2,0600 2,05 2,05

I

5,0 3 2,0500 0,00000 0,00000 2,0500 2,0600 2,05 2,05

mL

10,0 3 2,0500 0,00000 0,00000 2,0500 2,0600 2,05 2,05

mL

15,0 3 2,0500 0,00000 0,00000 2,0500 2,0600 2,05 2,05

mL

Total 12 2,0500 0,00000 0,00000 2,0500 2,0600 2,05 2,05
D1 Contro 3 3,1500 0,10000 0,05774 2,9016 3,3984 3,05 3,25

I

5,0 3 3,5333 0,18930 0,10929 3,0631 4,0036 3,40 3,75

mL

10,0 3 3,7000 0,15000 0,08660 3,3274 4,0726 3,55 3,85

mL

15,0 3 3,7500 0,13229 0,07638 3,4214 4,0786 3,65 3,90

mL

Total 12 3,5333 0,27579 0,07961 3,3581 3,7086 3,05 3,90
D2 Contro 3 6,1000 0,22913 0,13229 5,5308 6,6692 5,90 6,35

I

5,0 3 8,4000 0,30414 0,17559 7,6445 9,1555 8,05 8,60

mL

10,0 3 9,9667 0,12583 0,07265 9,6541 10,2792 9,85 10,10

mL

15,0 3 8,9333 0,20207 0,11667 8,4314 9,4353 8,75 9,15

mL

Total 12 8,3500 1,49119 0,43047 7,4025 9,2975 590 10,10
D3 Contro 3 11,050 0,25000 0,14434 10,4290 11,6710 10,80 11,30

I 0

5,0 3 12,233 0,23629 0,13642 11,6464 12,8203 12,05 12,50

mL 3

10,0 3 15,183 0,40104 0,23154 14,1871 16,1796 14,80 15,60

mL 3

15,0 3 15,616 0,38188 0,22048 14,6680 16,5653 15,20 15,95

mL 7



D4

D5

D6

D7

Total

Contro
I

5,0
mL
10,0
mL
15,0
mL
Total

Contro
I

50
mL

Contro
I

5,0
mL
10,0
mL
15,0
mL
Total

Contro
I

5,0
mL
10,0
mL
15,0
mL
Total

12

12

13,520

15,016

14,033

17,800

18,516

16,341

16,216

13,833

18,250

18,683

16,745

18,333

14,116

19,033

18,850

17,583

19,416

13,766

18,433

19,116

17,683

2,03620

0,25658

0,37528

0,52678

0,40104

1,97977

0,35119

0,07638

0,31225

0,27538

2,02130

0,36856

0,17559

0,17559

0,22913

2,11835

0,27538

0,25658

0,22546

0,30139

2,40174

0,58780

0,14814

0,21667

0,30414

0,23154

0,57151

0,20276

0,04410

0,18028

0,15899

0,58350

0,21279

0,10138

0,10138

0,13229

0,61152

0,15899

0,14814

0,13017

0,17401

0,69332

12,2271

14,3793

13,1011

16,4914

17,5204

15,0838

15,3443

13,6436

17,4743

17,9993

15,4616

17,4178

13,6805

18,5971

18,2808

16,2374

18,7326

13,1293

17,8733

18,3680

16,1573

14,8146

15,6540

14,9656

19,1086

19,5129

17,5995

17,0891

14,0231

19,0257

19,3674

18,0301

19,2489

14,5529

19,4695

19,4192

18,9293

20,1007

14,4040

18,9934

19,8654

19,2093

10,80

14,80

13,65

17,30

18,10

13,65

15,85

13,75

17,90

18,40

13,75

18,05

13,95

18,85

18,60

13,95

19,15

13,55

18,20

18,80

13,55

15,95

15,30

14,40

18,35

18,90

18,90

16,55

13,90

18,50

18,95

18,95

18,75

14,30

19,20

19,05

19,20

19,70

14,05

18,65

19,40

19,70
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