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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo determinar el efecto de la concentracion de lodo procedente
del cultivo semiintensivo de Arapaima gigas, denominado lodo de cultivo de paiche
(LCP), en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos de Scenedesmus acutus. Se
encontraron que al quinto dia de cultivo los mejores promedios para la densidad celular,
1y TD, estuvieron en los tratamientos con 1,5y 2,0 g L™ de LCP, con 23,67 x10° cél.
mL?, 0,489 d'y 1,417 d, y 24,53 x10° cél.mL™?, 0,497 d' y 1,396 d, respectivamente.
Los lipidos como porcentaje al quinto dia de cultivo de S. acutus, tuvo su mayor promedio
significativo en el tratamiento a 1,0 g L™ de LCP con 24,23 %, seguido de los tratamientos
al5y20g.L!deLCP con 22,87y 22,74 %, respectivamente; y para la biomasa de
lipidos, se presentaron promedios significativamente similares en los tratamientos a 1,0,
1,5y2,0gLtdeLCPcon161,5,172,4y 177,4 mg.L™, respectivamente.

Keywords: microalgae, Scenedesmus acutus, sludge, lipids, paiche.
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ABSTRACT

The objective of the study was to determine the effect of the concentration of sludge from
the semi-intensive culture of Arapaima gigas, called paiche culture sludge (PCS), on the
population growth and lipid content of Scenedesmus acutus. It was found that on the fifth
day of culture the best averages for cell density, u and TD, were in the treatments with
1.5 and 2.0 g L™ of LCP, with 23.67 x10° cells. mL™?, 0.489 d* and 1.417 d, and 24.53
x10° cells.mL, 0.497 d* and 1.396 d, respectively. Lipids as a percentage at the fifth day
of culture of S. acutus, had its highest significant average in the treatment at 1.0 g L™ of
LCP with 24.23 %, followed by the treatments at 1.5 and 2.0 g.L* of LCP with 22.87 and
22.74 %, respectively; and for lipid biomass, significantly similar averages were
presented in the treatments at 1.0, 1.5 and 2.0 g L™ of LCP with 161.5, 172.4 and 177.4
mg.L?, respectively.

Key words: microalgae, Scenedesmus acutus, sludge, lipids, paiche.
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I. INTRODUCCION

Cada actividad de piscicultura debe contar con una zona designada para la acumulacion
de sedimentos generados, donde se almacenan durante periodos variables para facilitar la
descomposicion orgénica (Aguilar-Manjarrez et al., 2018). El control y gestion de estos
sedimentos se limita a verificar la presencia de lagunas de sedimentacién u otras medidas
de mitigacion con el fin de prevenir posibles impactos adversos en el entorno (Gonzélez,
2012; Chaverra-Garcés, 2022). Por lo tanto, en las piscifactorias, es esencial mantener un
flujo constante de agua en el estanque, y se aconseja realizar un cambio diario de al menos
el 5% al 10% del volumen de agua para eliminar los desechos ricos en nitrégeno, como
el amonio, nitrito y fosforo. Estos desechos se originan a partir de las excreciones de los
organismos acuaticos y de la descomposicion de los restos de alimento no consumido.
Normalmente, el fitoplancton ayuda a metabolizar estos compuestos, pero si hay un
exceso, puede ser perjudicial para los animales criados (Franco-Rojas y Pelaez-
Rodriguez, 2007; Correa et al., 2021).

Por lo tanto, los sedimentos juegan un papel esencial en la actividad de la piscicultura,
definiéndose como la capa superficial en el fondo del estanque formada por la
acumulacion de particulas sélidas en suspension, nutrientes y elementos del suelo en
contacto con el agua (Gonzalez-Acosta y Rosado-Puccini, 2022). Se estima que
aproximadamente el 5% del alimento suministrado a los peces no es consumido, y
alrededor del 15% del alimento entregado se convierte en desechos, lo que lleva a la
conclusién de que alrededor del 20% de la comida proporcionada en las instalaciones
acuicolas se convierte en sedimento (Gonzélez, 2012). Del mismo modo, Basaure (2009),
Sena-Ceniacua (2010) y Burbano-Gallardo et al. (2021), afirman que la piscicultura
intensiva y semi-intensiva modifica el fondo de cultivo y formando sedimentos o lodos,
afectando la microbiota en los cuerpos de agua, cuyos residuos son sustancias quimicas

y desechos provenientes del metabolismo o son parte alimento que no es consumido.

Vialori et al. (2004) y Charruau et al. (2022), y sostienen que las dimensiones de las
particulas que constituyen el sedimento tienen un impacto significativo en la textura del
lecho del estanque, la biodiversidad que reside en él, la capacidad para retener residuos
de procesos metabdlicos, como el amonio y los fosfatos, y la afinidad para absorber
sustancias afadidas al estanque, como cal y fertilizantes tanto organicos como

inorganicos; asi como Piedrahita (2003), encontrd que los desechos en los centros de



cultivo de peces contienen variedad de componentes que podrian causar impactos
negativos al ambiente, y Viadero et al. (2005), recomiendan que reciban un tratamiento
adecuado antes de ser vertidos en los cuerpos de agua natural. En el cultivo de Arapaima
gigas paiche, se generan estos desechos produciéndose una problematica ambiental a
tenerse en cuenta en futuros planes de manejo ambiental e incluirlos en cada empresa
(Gonzales, 2019); y cuyo alto contenido en materia orgénica y nitrégeno, pueden ser
fuente de nutrientes para las microalgas como Scenedesmus acutus; mas aun, que las
concentraciones de metales pesados no sobrepasan los limites establecidos (Gonzélez,
2012; Mendoza, 2022), entendiéndose que el sedimento estd conformado por materia
orgénica, fésforo, nitrégeno y carbono organico (Burbano-Gallardo et al., 2021).

Hasta la fecha, no se han documentado investigaciones especificas sobre la generacion de
lodos en la cria de paiches, pero se pueden inferir datos de otros cultivos de peces. Por
ejemplo, Salazar et al. (2005), calcularon que, por cada tonelada métrica de salmén
producida, se generan aproximadamente 1.4 toneladas métricas de lodo, y subrayaron la
importancia de buscar alternativas para su gestion y uso adecuado. Ademas, en relacién
a la composicion de estos lodos, Yossa et al. (2009), observaron que mas del 50% estaba
compuesto por arena, seguido de limo y arcilla, con una capa superficial caracterizada
por limo y arcilla, que se clasifican como un suelo tipo arenoso con niveles de materia

organica cercanos al 10%.

Existen investigaciones que se centran en el tratamiento de los lodos generados por la cria
de peces. Por ejemplo, Troncoso et al. (2007), llevaron a cabo un estudio para evaluar la
viabilidad del tratamiento de los sedimentos anaerdbicos ubicados debajo de las jaulas de
cultivo de salmones utilizando hidréxido de magnesio. Este enfoque mostro resultados
prometedores, ya que permitié elevar los valores potenciales de redox de los sedimentos
a niveles positivos, aumentar el pH, reducir el contenido de materia organica total y
aumentar la abundancia de especies presentes en el sedimento. Sin embargo, ain no se ha
establecido un estandar y persiste el desafio de encontrar la dosis éptima. No obstante,
esta problematica podria evitarse utilizando los sedimentos como fuente de nutrientes
para el cultivo de microalgas, lo que representa una solucién interesante para su

tratamiento.

En Brasil, Glauco et al. (2009), llevaron a cabo experimentos que involucraron cultivos

hidroponicos de Lactuca sativa en combinacion con la cria intensiva de Brycon cephalus,



con el objetivo de reducir la acumulacion de lodos. En este sistema, el agua circulaba de
manera continua entre ambos sistemas productivos. El agua pasaba a través de los tanques
de cria y luego se dirigia hacia un decantador rectangular de fibra de vidrio, donde se
reducia la velocidad del agua, lo que permitia que los residuos solidos (lodos) se asentaran
y fueran removidos diariamente. Estos estanques de peces tenian una capacidad de 2.5
m3 cada uno y albergaban a 60 peces. A pesar de que estos lodos contenian nutrientes
esenciales para el cultivo de L. sativa, no se encontraban en cantidades suficientes,
especialmente en lo que respecta al potasio y el magnesio, por lo que fue necesario

complementar con minerales para lograr un crecimiento 6ptimo de las plantas.

Una excelente alternativa de tratamiento y aprovechamiento de estos lodos seria el
empleo de microalgas, microorganismos que se han investigado por su capacidad para
eliminar cantidades significativas de nitrogeno y fésforo a medida que se desarrollan.
Ademas, estas microalgas son eficaces en la absorcion de metales y en la aceleracién de
la desactivacion de bacterias patdgenas y compuestos toxicos mediante procesos tanto
aerobicos como anaerobicos. Esta aplicacion de las microalgas ha sido objeto de estudio
en diversas investigaciones, como las de Pellon et al. (2003), Choonawala y Swalaha
(2002), Hanuk y Acoul-Gyun (2002), Glauco et al. (2009), Brunet-Ramos (2021), Garcia
et al. (2021) y Lopez-Hernéndez et al. (2022).

Las microalgas también tienen una tasa de reproduccion que esta relacionada con las
condiciones fisicoquimicas del entorno, y esto depende del contenido de varios nutrientes
y factores que pueden limitar su crecimiento. Los parametros mas importantes incluyen
carbono, nitrégeno, fosforo, silicio, magnesio, potasio y calcio, que se requieren en
mayores cantidades. Por otro lado, los micronutrientes como hierro, manganeso, cobre,
zinc, sodio, molibdeno, cloro y cobalto son necesarios en cantidades mas pequefias. Para
utilizar los lodos como fuente de nutrientes para el cultivo de microalgas, es esencial
asegurarse de que el medio contenga estos nutrientes en las cantidades adecuadas para
garantizar el éxito del cultivo, como lo han sefialado Toyub et al. (2008), Garibay et al.
(2009) y Li et al. (2019).

Desde hace muchos afios, existe el interés por mitigar los impactos negativos de la
industria (Gonzalez et al., 2020), asi, se reporta el tratamiento de las aguas residuales en

sistemas de depuracion en Estados Unidos de América que consistian en sistemas de



tratamientos con microalgas bajo cultivo abierto y produccion de metano en base a la
biomasa (Piedrahita, 2003; Ugwu, 2008).

Las microalgas han sido aprovechadas por la humanidad en diversos aspectos, incluyendo
la alimentacion humana y animal. Estas diminutas formas de vida se utilizan para la
produccion de proteinas, vitaminas, carbohidratos, asi como en el tratamiento de aguas
residuales y como biofertilizantes, como se ha observado en investigaciones como las de
Mosqueira et al. (2022) y Mora et al. (2004). Ademas, se evidencia un creciente interés
en su produccion, mediante el cual se puede obtener alimento vivo, ya que poseen un alto
valor nutricional, son de tamafio adecuado, facilmente digeribles y accesibles para
diversas etapas de organismos acuéaticos, como lo han destacado Rodriguez et al. (2007)
y Tejido-Nufiez et al. (2020).

En su mayoria, las microalgas son fotosintéticas, pero su crecimiento poblacional esta
influenciado por una serie de factores, entre los que se incluyen la luz, la temperatura, el
diéxido de carbono, el pH y nutrientes como el nitrogeno, el fésforo, asi como algunos
metales como el magnesio y el hierro, que son componentes fundamentales de su
composicion, tal como han sefialado Pellon et al. (2003), Hu et al. (2008) y Musa et al.
(2019).

Como alternativa, se ha propuesto el uso de Scenedesmus acutus. Esta especie se puede
encontrar tanto en forma de colonias (cenobios) como de células individuales en rios,
lagos y lagunas. Esta microalga muestra un Optimo crecimiento en condiciones de
temperatura de 28 + 2°C y en un rango de pH de 6.5 a 9.5 unidades, segun lo indicado
por Garibay et al. (2009) y Shayesteh et al. (2021).

S. acutus demuestra una notable capacidad para tolerar altas concentraciones de nutrientes
y presenta una alta actividad metabdlica que le permite sobrevivir ante variaciones
bruscas en las condiciones ambientales, incluso bajo condiciones extremas, como se ha
documentado en investigaciones anteriores, como las de Andrade (2009) y Garibay et al.
(2009).

En relaciodn al cultivo de Scenedesmus sp., se han llevado a cabo extensos experimentos
a nivel de laboratorio. Barreto & Purizaga (2013), llevaron a cabo experimentos

empleando diferentes concentraciones del efluente del cultivo semiintensivo de S. acutus,



incluyendo un grupo con 100% de efluente (con una densidad de 37.93 x 10° cél mL™Y) y
grupos con menores concentraciones, como el 25% y 50% de efluente, que tenian
densidades de 10.29 x 10° cél mL™* y 11.96 x 10° cél mL, respectivamente. Se observo
que la mayor proporcion de lipidos (28.61%) se obtuvo con el grupo que tenia un 25% de

efluente.

Por otro lado, Quiroz & Vereau (2015), utilizaron un extracto acuoso del sedimento de la
bahia El Ferrol (EAS) en S. acutus. Descubrieron que la mayor densidad poblacional se
alcanzo6 con 15 mL/L de EAS, con una concentracion de 36.92 x 10° cél mL™. Ademas,
los porcentajes mas elevados de lipidos en S. acutus se obtuvieron el quinto dia de cultivo
con 10 mL Lt y 15 mL L' de EAS, que representaron 26.13% Yy 24.58%,
respectivamente. También, los contenidos mas altos de biomasa de lipidos se registraron

con 15y 20 mL L de EAS, alcanzando 223.7 mg L™y 203.2 mg L™, respectivamente.

En vista de la creciente preocupacién por el impacto ambiental provocado por las diversas
actividades econdémicas (Gomez, 2007), resulta esencial implementar acciones dirigidas
a mitigar el medio ambiente contaminado, lo cual incluye realizar la remediacién de
efluentes y suelos. En este contexto, las microalgas representan una potencial alternativa
y un recurso factible para abordar este problema, como lo respaldan investigaciones
previas de Kwangyong & Choul-Gyun (2002), Gomez (2007), Quiroz & Vereau (2015)
y Ortiz & Senmanche (2016), ademas de la depuracion, es posible bioconvertir diversos
residuos industriales en biomasa microalgal y ser derivados a la obtencién de productos
de gran demanda (proteinas, lipidos, pigmentos, etc. También, resulta posible dar un valor
agregado a la biomasa, ya que los productos derivados generaran recursos econémicos
que harian atractiva y rentable esta produccion, y siendo la biotransformacion de los lodos
un agente mitigador de los impactos negativos al ambiente, los que disminuiran los costos
en la produccién de microalgas generando ingresos a la empresa que decida realizar dicho
cultivo microalgal, a la vez que genera empleos directos e indirectos en beneficio de la

sociedad.

Ademas, es determinante considerar que al realizar el estudio debemos mantener ciertos
parametros de cultivo con el fin de obtener resultados 6ptimos, dado que, al cultivar
microalgas en sistemas cerrados, se conoce como el éxito o fracaso de los mismos tienen

influencia por algunos factores ambientales y que pueden modificar su crecimiento y



composicion proximal, estos factores principalmente son el pH, temperatura, luz,
nutrientes (Barsanti & Gualtieri, 2014)

Por todo ello, generamos el problema de investigacion: ¢Cuél serd el efecto de la
concentracion de lodo procedente del cultivo semiintensivo de Arapaima gigas “paiche”

en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos de Scenedesmus acutus?
Objetivo General

El objetivo general de la investigacion fue: determinar el efecto de la concentracion de
lodo procedente del cultivo semiintensivo de Arapaima gigas “paiche” en el crecimiento

poblacional y contenido de lipidos de Scenedesmus acutus.
Obijetivos Especificos

» Los objetivos especificos planteados en el proyecto de trabajo de investigacion
fueron: Determinar el crecimiento poblacional de Scenedesmus acutus cultivados a
diferentes concentraciones de lodo procedente del cultivo semiintensivo de
Arapaima gigas paiche.

» Determinar el contenido de lipidos de Scenedesmus acutus cultivados a diferentes
concentraciones de lodo procedente del cultivo semiintensivo de Arapaima gigas

paiche.

Hipotesis

Si utilizamos diferentes concentraciones (1,0 g L™, 1,5 g Lty 2,0 g L) de lodo del
estanque de cultivo semiintensivo de Arapaima gigas “paiche”, en el crecimiento y
contenido de lipidos de la microalga Scenedesmus acutus, seran significativamente

mejores en las dosificaciones con 1,5g Ly 2,0 g L™ de lodo.



II. MARCO TEORICO

A. gigas, conocido como paiche, es una de las especies de peces de agua dulce mas
grandes del mundo, y su cultivo se ha convertido en una actividad productiva importante
en América Latina, especialmente en el Per( y Brasil (Sanchez, 2021). Los sistemas de
cultivo semiintensivo permiten una alta densidad en su produccién con un menor costo
operativo comparado con sistemas intensivos, ya que requieren menos inversion en
alimento y en sistemas de filtracion complejos (Cueva, 2018). No obstante, estos sistemas
suelen producir una cantidad considerable de residuos en forma de lodo, que es una
mezcla de restos de alimentos, heces y otros materiales en descomposicién. Dicho lodo
puede convertirse en una fuente rica en nutrientes para otros usos, como la fertilizacion

de cultivos vegetales o microalgales.

El lodo generado en los cultivos de paiche contiene altos niveles de nutrientes esenciales,
tales como nitrogeno y fosforo (Richarte, 2003), que son esenciales para el crecimiento
de diversas especies de microalgas. Estudios han demostrado que el uso de lodos como
fertilizante en microalgas tiene el potencial de ser un método ecol6gicamente sustentable
y econdémicamente eficiente, ya que se aprovechan los residuos que de otro modo se
requeririan adicionar a los cultivos microalgales (Wagner et al., 2016; Merino et al.,
2024). Ademas, provee la ventaja de ayudar a reducir el impacto ambiental de los sistemas

de acuicultura, promoviendo la economia circular en las précticas acuicolas.

La microalga S. acutus es reconocida por su alto potencial en la produccion de biomasa
y lipidos, lo que la convierte en un recurso de interés para diversos usos industriales,
incluyendo la bioenergia, la produccién de alimentos y la biorremediacién (Udaiyappan
et al., 2021). Esta microalga presenta una estructura celular adaptable que le permite
prosperar en ambientes con alta disponibilidad de nutrientes. Ademas, no solo absorben
nutrientes, sino que también pueden bioacumular compuestos organicos e inorganicos, lo
cual las hace dtiles en procesos de purificacion de aguas y de captura de didxido de
carbono (Merino et al., 2024).

El crecimiento de las microalgas se ve afectado por factores como la luz, la temperatura
y, especialmente, la concentracion de nutrientes disponibles en el medio de cultivo

(Chowdury et al., 2020). Estudios previos han demostrado que la biomasa de



Scenedesmus aumenta significativamente cuando se cultiva en medios enriquecidos con
compuestos nitrogenados y fosfatados (Cheng et al., 2020; Tan et al., 2024), similares a
los que se encuentran en el lodo de acuicultura. En este contexto, el uso de lodo de cultivo
semiintensivo de paiche podria proporcionar un ambiente nutritivo adecuado que
optimice el crecimiento poblacional de S. acutus. Sin embargo, la concentracion de lodo
debe ser controlada cuidadosamente, ya que concentraciones excesivas pueden causar
efectos adversos, como la inhibicion del crecimiento debido a la acumulacion de

compuestos toxicos o el exceso de nutrientes (Garcia et al., 2020).

La capacidad de S. acutus para acumular lipidos en su estructura celular es de gran interés
para la biotecnologia, dado que los lipidos son la materia prima principal para la
produccién de biodiesel (Pugazhendhi et al., 2020). El estrés fisioldégico, como la
limitacion de nitrégeno o el incremento de ciertos nutrientes, puede inducir a
Scenedesmus a acumular lipidos en mayores proporciones como un mecanismo de
supervivencia (Anand et al., 2021). Por lo tanto, la adicién de lodo de paiche en
concentraciones especificas podria desencadenar esta acumulacién de lipidos sin
perjudicar el crecimiento celular, maximizando asi la produccion tanto de biomasa como
de lipidos, considerando que estos lodos contienen nutrientes como N y P (Richarte,
2024).

Asimismo, algunos estudios sugieren que la fuente de nutrientes puede influenciar en la
dinamica de los cultivos algales, por lo cual es necesario establecer una concentracion
optima (Figueroa-Torres et al., 2021). En el caso de S. acutus, se espera que
concentraciones de lodo de 1,5 g L* a 2,0 g L promuevan tanto el crecimiento
poblacional como la acumulacién de lipidos, gracias a la alta disponibilidad de nutrientes
sin causar un exceso que interfiera con el metabolismo de las algas (Vereau y Quiroz,
2015). Sin embargo, aun se requiere investigar los efectos especificos de distintas
concentraciones de lodo de A. gigas para confirmar estos resultados, ya que el impacto

puede diferir segln la composicion quimica del lodo y la tolerancia de la microalga.



III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de la investigacion

Los ensayos experimentales se realizaron en el Laboratorio de Evaluacion de los Recursos
Acuaticos y Cultivo de Especies Auxiliares, de la Escuela Profesional de Biologia en
acuicultura, en la Universidad Nacional del Santa, localizada en el distrito de Nuevo
Chimbote, Ancash, Per(. Los cultivos experimentales se realizaron bajo condiciones de

laboratorio.

3.2. Material experimental
3.2.1. Material biologico

La microalga S. acutus provino del cepario del laboratorio, la cual se cultiva bajo
condiciones de crecimiento semi-continuo. Se empezd a partir de indculos cultivados en
matraces de 500 mL, con un volumen de cultivo efectivo de 200 mL. Posteriormente, los
cultivos se llevaron a volimenes de 1 L en botellas plésticas de 1.1 L de volumen, a partir

del cual se iniciaron los cultivos experimentales.

3.3. Preparacion de los medios de cultivo para el experimento con S. acutus

3.3.1. Preparacion de la solucion stock del medio de cultivo con lodo del cultivo de
paiche (LCP)

Para preparar el medio experimental, se recolecté una muestra de 3 kg de lodo de 3
estanques de tierra en donde se cultiva A. gigas, “paiche” de la empresa de cultivos
Amazon Fish Products S.A. localizado en la region Ucayali — Per(. Para ello, se tomaron
muestras de forma manual en una caja de tecnopor sellados herméticamente, para luego
transportarlos al laboratorio, primero por via aérea a la ciudad de Trujillo y luego via
terrestre a la ciudad de Chimbote.

Una vez en el laboratorio, se realiz6 la preparacion del medio experimental. Para ello, se
peso 1 kg de la muestra de lodo, la cual fue previamente secado al medio ambiente y
luego llevada a la estufa para terminar el secado a 60°C por 12 h. Para determinar que la

muestra perdi6 toda la humedad, se realizé el pesaje con una balanza de laboratorio hasta



obtener peso constante. Seguidamente, se tom6 100 g de la muestra seca y se pulverizo
con ayuda de un mortero. Luego, se disolvié con agua potable, aforando hasta 1 L,
teniendo como dilucidn final 1: 10 (p/v). Posteriormente, se llevo a coccion a 100°C por
15 minutos; seguidamente, se enfridé a temperatura ambiente y se afor0 nuevamente a
1000 mL. Finalmente, el medio de cultivo fue almacenado en refrigeracion en un frasco
de vidrio a 5 °C. El protocolo de la elaboracion del medio experimental se detalla en la
figura 1.

Secado de 1 kg de sedimento a |
60 °C por 12 h |

4

Pulverizar 100 g de sedimento
seco en mortero

o

Disolver con agua potable y
aforar a 1000 mL

L 4

-

Llevar a ebullicién por 15 min

)

o

[ Enfriar y aforar a 1000 mL con |
agua de cafio, y almacenar a 5
°C

Figura 1. Protocolo de preparacion del medio LCP para los cultivos de S. acutus.

3.3.2. Preparacion de la solucion stock del medio de cultivo HM

Para los tratamientos controles se utilizé el medio HM. Este medio esta compuesto por
sales minerales inorganicas, como se menciona en el estudio de Quiroz & Vereau (2015),
y las soluciones stock se preparan con agua potable. Para nuestro ensayo experimental, el
agua potable se esteriliz6 previamente mediante autoclave a 121 °C por 15 minutos. Con
la finalidad de mantener la inocuidad del medio HM, este se mantuvo en refrigeracion a
5 °C hasta su uso. En la tabla 1 se describe la composicién quimica de cada solucion que
compone el medio HM.
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Tabla 1. Composicién quimica del medio HM.

COMPONENTE CONCENTRACION (mg L)

Urea 206,0
HsPO4 35,0

KCI 19,0
FeCls 2,5

Fuente: Quiroz & Vereau (2015).

3.4. Disefo experimental de la investigacion

Nuestro experimento utiliz un disefio experimental de estimulo creciente, en el cual el
estimulo (variable independiente) fue las concentraciones del medio experimental en el
cultivo de S. actus. Todos los cultivos se trabajaron por triplicado y para ello se emplearon
botellas plasticas de 1100 mL de volumen total. Cada unidad de cultivo contuvo un
volumen efectivo de 100 mL. Ademas, para evitar posibles influencias que ocurran por
la distribucidn de las unidades de cultivo, estas se distribuyeron aleatoriamente por sorteo,
como se describe en el estudio de Hernandez et al. (2010). Nuestro disefio considero
evaluar tres tratamientos experimentales (LCP) y un control (HM), como se detalla en la

siguiente tabla:

Tabla 2. Disefio experimental utilizando lodo del cultivo de paiche y control HM.

TRATAMIENTOS ESPECIFICACIONES
Tc Cultivo de Scenedesmus acutus con medio HM.
T1 Cultivo de S. acutus con 1,0 g L de LCP.
T2 Cultivo de S. acutus con 1,5 g L de LCP.
T3 Cultivo de S. acutus con 2,0 g L de LCP.

Para determinar las concentraciones mas adecuadas para el cultivo de S. acutus, se
realizaron pre-ensayos experimentales con el medio LCP, utilizando mayores y menores
concetraciones a las utilizadas en esta investigacion. Los ensayos experimentales nos
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condugeron a determinar que las concentraciones mas adecuadas se podrian encontrar en
los rangos de concentraciones utilizadas en nuestro trabajo. Ademaés, dichas
concentraciones coinciden con estudios preliminares realizados con otros sedimentos,

como el de Quiroz & Vereau (2015) en S. acutus.

3.5. Acondicionamiento de las unidades experimentales

Todos los cultivos experimentales iniciaron con un inoculo en proporcién de 1:10 v/v, es
decir 100 mL de inoculo de S. acutus diluido en 900 mL de agua fertilizada con el medio
HM para los controles; para los tratamientos experimentales se siguid el disefio
experimental con el medio LCP (Tabla 2). Cabe sefialar que el inoculo se tomd en la fase
de crecimiento exponencial, los cuales contuvieron una densidad celular de 20,35 x 10°
cél mL™?, cuya densidad posterior a la dilucion fue de 2,05 x 10° cél mL™. En la tabla 3
se detalla las cantidades de inoculo, medio y agua que se utiliz6 para iniciar los cultivos

experimentales.

Tabla 3. Concentraciones de los componentes utilizados en el disefio experimental de los
cultivos de S. acutus, utilizando medios de cultivo LCP y control HM.

TRATAMIENTOS (LCP)

PARAMETROS Co?ﬂl‘\)/'l)m T1 T2 T3
(1ogL™h (15gL™ (0gL™h
LCP (mL) 0 10 15 20
Agua potable (mL) 900 890 885 880
Inéculo (mL) 100 100 100 100
TOTAL (mL) 1000 1000 1000 1000
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Figura 2. Unidades experimentales al inicio del cultivo de S. acutus.

3.6. Tratamiento del agua de cultivo para el experimento

Con la finalidad de evitar contaminantes, asi como otras microalgas que puedan competir
con el cultivo de S. acutus, realizamos una esterilizacion previa al agua potable, que
proviene de la red de abastecimiento de Seda Chimbote. Primero, se colecto 20 L de agua
y se dejo sedimentar en recipientes de plastico por 48 horas, antes de su utilizacion en los
cultivos de S. acutus. Luego, se procedié a filtrar el agua, pasando por tamices de malla
Nytal de 125, 53 y 5 um. Seguidamente, se agreg6 1 mL de hipoclorito de sodio (4%) por
cada litro de agua y dejo actuar por un periodo de 24 horas. Finalmente, se adicion6 1 mL
de tiosulfato de sodio (15%) por cada litro de agua y se colocé aireacion a un flujo de 2

L.mL"* para volatilizar los residuos de cloro.

3.7. Analisis quimico del lodo del cultivo de paiche

El contenido de nutrientes del lodo fue determinado, incluyendo compuestos como
nitrégeno en sus formas de nitratos, nitritos y nitrégeno amoniacal, asi como fésforo e
hierro. Para ello, se utilizaron las metologias estandarizadas por APHA (2005), realizando
pruebas colorimétricas principalmente. Para los analisis, se tomo una solucién de lodo al
10% (p/v) y se extrajo 10 mL de esta solucion para realizar los analisis de nutrientes.
Estos analisis se condujeron en el Laboratorio de Biologia y Ecologia de la Facultad de
Ciencias, en la Universidad Nacional del Santa. Los analisis se realizaron utilizando

reactivos de CHEMetrics Inc., como se detalla en la Tabla 4.
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Tabla 4. Valores proximales de los principales componentes del lodo utilizado en el

cultivo de S. acutus.

PARAMETROS * CONCENTRACION
Fe (mg-Fe kg™) 729,0
Nitratos (mg-N kg™?) 46813,0
Nitritos (mg-N kg™) 14,3
Nitrégeno Amoniacal (mg-N kg™) 12260,0
Fosfatos (mg-P kg™) 3653,6

*Parametros determinados en el laboratorio de Biologia y Ecologia de la

Universidad Nacional del Santa.

Mediante la cuantificacion determinada en la tabla 4 y las dosificaciones experimentales,
se calculd el contenido de fosforo y nitrogeno en los tratamientos basados en HM y LCP
(Tabla 5).

Tabla 5. Concentracién de nutrientes en el medio HM y LCP utilizados en los cultivos de

S. acutus.

Control TRATAMIENTOS (LCP)

PARAMETROS TC T1 T2 T3
HM) @ogLh)  (@5gLY)  (20gLY

Nitrégeno (N-mg L'Y) 96,09 59,09 88,63 118,17
Fosforo (P-mg L) 11,06 3,65 5,48 7,31
Hierro (Fe-mg L) 0,52 0,73 1,09 1,46

*Valores obtenidos por calculo del contenido de los componentes del lodo del cultivo

de paiche.

3.8. Determinacién de los parametros de cultivo de S. acutus

Diariamente, se registré el pH en unidades, con ayuda de un pH-metro digital marca
Hanna, de 0,01 de sensibilidad. También, se registro la temperatura con un termémetro
digital, marca Hanna, de +0,01 de sensibilidad. Para suministrar el mismo flujo de
aireacion a los cultivos, se ajusto el flujo en 1 L.min, mediante calibraciones con ayuda

de un flujometro marca Cole Parmer de rango 0-5 L.min%. Para asegurar el crecimiento
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constante de las microalgas, se suministré iluminacion constante a un fotoperiodo 24:0,
para ello se utiliz6 un fluorescente de luz blanca de 40 watts, colocado a 5 cm de distancia
de los cultivos. Esto proporciona una fuente de iluminacion de 2000 lux, determinado con

un luxémetro digital marca Hanna de +0,1 lux de sensibilidad.

3.9. Determinacion del crecimiento poblacional de S. acutus

Determinamos diariamente el crecimiento poblacional de S. acutus mediante conteos
celulares, utilizando un microscopio compuesto marca Nikon y una cdmara Neubauer.
Con las densidades celulares estimadas, se construyeron las curvas de crecimiento
poblacional y se calculé la tasa de crecimiento especifico (W) y el tiempo de duplicacion
(TD) al quinto dia de cultivo. Para estos calculos se utilizaron las ecuaciones de Guillard

(1975), mediante las siguientes formulas:

In(N; /N,)
B t; -t Nr y No : Numero de células final e inicial (cél. mL™).
In(2) try to  : Tiempo de cultivo final e inicial (d).
D = T

3.10. Contenido de lipidos de S. acutus

El contenido de lipidos totales fue determinado en el dia 5, debido a que coincidio6 con el
final de la fase exponencial de los cultivos de S. acutus en todos los tratamientos. La
determinacion del contenido de lipidos totales se realiz6 siguiendo la metodologia
descrita por Marsh & Weinstein (1966), como se detalla en la Figura 3. Para ello, se
tomaron 10 mL de muestra de microalga de cada unidad experimental, se centrifugaron a
6000 rpm durante 10 minutos en tubos de ensayo, y se elimind el sobrenadante, dejando
la pasta de microalga en el fondo. Luego, se afiadi6 agua destilada, se resuspendio y se
volvié a centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, se elimind el

sobrenadante, y el material sedimentado se secé en una estufa a 60 °C durante 3 horas.

Después de secar la materia sedimentada, se agregaron 3 mL de una solucion de
cloroformo:metanol (2:1) a cada tubo de ensayo. Luego, se dejaron reposar los tubos
durante 12 horas en refrigeracion a 5 °C y en condiciones de oscuridad, cubiertos con

papel aluminio para evitar su degradacion.
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A continuacién, se afiadieron 2 mL de agua destilada a cada tubo de ensayo y se
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos. Luego, se procedid a evaporar la solucién
en bafio Maria a 80 °C y se secaron los tubos en una estufa a 105 °C durante 30 minutos.
Posteriormente, a cada tubo de ensayo se le agregaron 2 mL de acido sulfurico
concentrado (H2SOg4) y se calentaron a 200 °C durante 1 hora. Una vez enfriados a
temperatura ambiente, se realizaron lecturas en un espectrofotémetro UV-VIS utilizando
celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de onda a una longitud de onda de 375 nm. La
formula utilizada para determinar el contenido de lipidos se ajustd con las curvas de
calibracion preparadas utilizando colesterol y aceite vegetal (de oliva), como se indica en
la metodologia.

La ecuacion para calcular el porcentaje de lipidos quedo de la siguiente manera:

(Absorbancia) v
14,4624 )%

L(%) = o

x100

Donde:
V: Volumen final de muestra analizada (10 mL).
M: Peso seco (mg) en 10 mL de cultivo.

Muestra 10 mL de cultivo

&

Agregar 3 mL solucién
cloroformo:metanol 2:1, y
dejar12ha5°C

§

Centrifugar a 6000 rpm por
10 min

&

Evaporar a 80 °C y secar a
105 °C y Agregar 2 mL de
H,SO,

g
Llevara 200 °C por1h

&

Leer en espectrofotometro a ‘
375 nm

Figura 3. Procedimiento para la determinacion del contenido de lipidos en S. acutus.
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3.11. Biomasa de S. acutus

La biomasa de microalgas se determiné mediante un proceso gravimétrico. Para ello, se
etiquetaron tubos de ensayo con 10 mL de suspensién microalgal de cada unidad
experimental. Estos tubos se centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos, se elimind el
sobrenadante y se resuspendieron en agua destilada. Luego, se volvieron a centrifugar a
6000 rpm durante 10 minutos, se elimino el sobrenadante y se procedio a secar los tubos
en una estufa a 60 °C durante 6 horas y posteriormente a 105 °C durante 30 minutos.
Luego se dejaron enfriar durante 1 horay se pesaron en una balanza analitica Hanna, con

una alta sensibilidad de 0,01 mg.

Los valores de biomasa obtenidos se utilizaron para calcular la biomasa total y la biomasa
de lipidos de S. acutus por litro de cultivo en cada unidad experimental utilizando las

siguientes formulas:

Biomasa (mg L) = (P2 —-P1)x 1000/ 10
Donde:
P1: Peso tubo de ensayo sin muestra (mg)
P2: Peso de tubo de ensayo con muestra (mg)
Biomasa de Lipidos (g L) = Biomasa x %Lipidos

Donde:
Biomasa : Peso de las microalgas en un litro de cultivo (mg L™).

%L.ipidos : Porcentaje de lipidos en cada muestra.

3.12. Andlisis estadistico

Los valores de los parametros de crecimiento poblacional y contenido de lipidos en cada
unidad experimental fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos. En caso de
encontrarse diferencias significativas, se realizaron pruebas de Tukey HSD para
identificar cual tratamiento era el mejor. El nivel de significancia establecido en todos los
casos fue de 0,05. Para llevar a cabo este proceso estadistico, se utilizaron los programas
Microsoft Excel 2016 y SPSS 24.0 en el entorno de Microsoft Windows 10.
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IV. RESULTADOS
4.1. Crecimiento poblacional en el cultivo de S. acutus
4.1.1. Densidad celular de S. acutus

En la Figura 4 y 5, muestran los promedios de las densidades celulares de S. acutus
cultivados con LCP y con el medio control (HM). EI crecimiento exponencial de los

cultivos empieza a partir del dia 2 y llegan a una fase estacionaria al dia 7.
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Figura 4. Densidad celular de S. acutus cultivados con LCP y control HM.

Figura 5. Unidades experimentales al quinto dia de cultivo de S. acutus dosificados con
LCP y control HM.
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El experimento inicio en todos los tratamientos con densidades celulares de S. acutus
significativamente similares (p>0,05) de 2,05 x10° cél. mL™, incrementandose en todos
los tratamientos al primer dia de cultivo. Transcurrido el segundo dia de cultivo de S.
acutus, los tratamientos mostraron promedios significativamente mayores (p<0,05) para
las densidades celulares en los dosificados a 1,0 g L, 1,5 g LYy 20 g L™ de LCP
comparados con el grupo control basado en HM, con 7,92 x10° cél mL™, 8,42 x10° cél
mL?ty 7,78 x10° cél mL™, respectivamente; y 6,70 x10° cél mL* para el grupo control
con HM.

Al quinto dia del experimento, los mayores promedios significativos (p<0,05) de las
densidades celulares de S. acutus se presentaron en los tratamientos dosificados con 1,5
gL'y 2,0gL"de LCP con 23,67 x10® cél mL?y 24,53 x10° cél mL™:, respectivamente;
seguido del tratamiento dosificado a 1,0 g L™* de LCP con una densidad celular de 20,83
x10° cél mL™t; mientras que, el menor promedio significativo (p<0,05) para las densidades

celulares lo presentd el grupo control basado en HM con 17,93 x10° cél mL™.

El Gltimo dia del experimento (dia 7), los mayores promedios significativos (p<0,05) de
las densidades celulares de S. acutus se presentaron en los tratamientos dosificados a 1,5
gL'y 20gL*de LCP con valores de 26,17 x10° cél mL* y 27,13 x10° cél mL™,
respectivamente; seguido del tratamiento dosificado a 1,0 g L™*de LCP con una densidad
celular promedio de 22,53 x10° cél mL™; mientras que, el menor promedio significativo
(p<0,05) para las densidades celulares lo present6 el grupo control basado en HM con
20,80 x10° cél mL™,

4.1.2. Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion

Los promedios de la tasa de crecimiento (i) y tiempo de duplicacién (TD) fueron
evaluados al quinto dia de cultivo de S. acutus con medio LCP y control HM (Tabla 6 y
Fig. 8).

Se observo que, al llegar al quinto dia cultivo, las tasas de crecimiento promedio () de
S. acutus mostraron diferencias estadisticamente significativas mayores (p<0,05) entre
los diferentes tratamientos. En particular, se destacaron los grupos que se cultivaron con

1,5gLty2,0gL?tdeLCP, yaque lograron tasas de crecimiento de 0,489 d*y 0,497 d-
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! ostros tratamientos. Asi mismo, el grupo que recibié una dosis de 1,0 g L™ de LCP
también exhibid una tasa de crecimiento respetable de 0,464 d.

Tabla 6. Tasa de crecimiento () y tiempo de duplicacion (TD) promedio y desviacion
estandar, en el quinto dia de los cultivos de S. acutus dosificados con LCP y control HM.

) LCP(gLY)
PARAMETRO Co([|\|_|'|"v|:l\>)o|_ 10 15 20
NO 2,05 +0,00 2,05 +0,00 2,05 +0,00 2,05 +0,00
Nf 17,93 0,76 20,83 +0,87 23,67 0,71 24,53 +1,12
i (dt) 0,434 £0,009c 0,464 +0,008b 0,489 £0,006a 0,497 +£0,009?
TD (d) 1,599 £0,032¢c  1,495+0,027b 1,417 £0,018a 1,396 +0,026?

La letra diferente en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).

Para el tiempo de duplicacion promedio (TD) en S. acutus para el quinto dia de cultivo
fue significativamente mayor (p<0,05) en el grupo control HM con 1,599 d; seguido por
el dosificado con 1,0 g L™* de LCP con 1,495 d; mientras que, se encontraron los menores
romedios significativos (p<0,05) de TD en S. acutus para los dosificados con 1,5g Lty
2,0g L de LCPcon 1,417 dy 1,396 d, respectivamente.

4.2. Porcentaje y biomasa de lipidos en S. acutus

El contenido en porcentaje y biomasa de los lipidos de S. acutus se evalu6 al quinto dia
del experimento con LCP y control HM, mostrados en la Tabla 7. El porcentaje de lipidos
en el quinto dia de cultivo de S. acutus, presentd el mayor promedio significativo (p<0,05)
en el tratamiento dosificado con 1,0 g L™ de LCP con 24,32 %; seguido de los
tratamientos dosificados con 1,5 g Lty 2,0 g L de LCP con 22,87 % y 22,74 %,
respectivamente; mientras que el menor promedio de lipidos en porcentaje estuvo en el

grupo control HM con 21,59 %.

Los lipidos como biomasa (mg L) encontrados al quinto dia de cultivo en S. acutus,
presentaron los mayores promedios significativos (p<0,05) en los tratamientos
dosificados con 1,0g L%, 1,5g LYy 20gL*de LCPcon161,5mgL? 1724 mgLty
177,4 mg L1, respectivamente; mientras que, el promedio de lipidos en biomasa fue

significativamente menor (p<0,05) en el grupo control HM con 123,2 mg L™,
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Tabla 7. Porcentaje y biomasa (mg L) de lipidos promedio y desviacion estandar, en el
quinto dia de los cultivos de S. acutus dosificados con LCP y control HM.

. LCP (gL
PARAMETROS
CONTROL (HM) 1,0 1,5 2,0
Lipidos (%) 21,59 +0,48¢c 24,32 +0,44a 22,87 +0,41b 22,74 +0,42b

Lipidos (mg L) 123,2 +6,1b 161,5 £9,5a 172,4 £2,7a 177,4 +£4,92

La letra diferente en una misma fila indica diferencia significativa (0=0,05).

4.3. Parametros ambientales del cultivo de S. acutus

4.3.1. Temperatura en el cultivo de S. acutus

Las temperaturas registradas en las unidades experimentales de S. acutus, son mostradas
en la Fig. 6, encontrandose durante el experimento promedios entre una minima de 26,4
°C y una méxima de 27,3 °C; cuyos promedios al compararlos entre tratamientos en un
mismo dia, se presentaron estadisticamente similares (p>0,05).
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Figura 6. Temperatura promedio (°C) en los tratamientos de S. acutus dosificados con
LCP y control HM.
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4.3.2. pH en el cultivo de S. acutus

Los promedios de pH en los cultivos de S. acutus, presentaron promedios entre un minimo

de 7,46 unid. y un maximo de 8,90 unid. (Fig. 7).
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Figura 7. pH promedio (unid.) en los cultivos de S. acutus dosificados con LCP y control

HM.

Empezado la investigacion, los valores de pH promedio en los cultivos fueron
estadisticamente similares (p>0,05). En los dias posteriores se incrementaron los

promedios, estableciéndose al dia 6 y 7 de cultivo con valores estadisticamente similares

(p>0,05).
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V. DISCUSION

Varias especies de microalgas han demostrado un notable incremento en el crecimiento
celular cuando se le suministran nutrientes procedentes de residuos industriales, tal como
han sefialado investigaciones anteriores (Fernandez y Paredes, 2007; Ipanaqué y Paredes,
2009; Vereau y Quiroz, 2015; Davila y Davila, 2016; Ortiz y Senmache, 2016; Chai et
al., 2021.). Los resultaos de nuestro estudio concuerdan con estas tendencias, ya que en
todos los tratamientos observamos un crecimiento celular significativos a lo largo de los
7 dias de cultivo (Figura 4). Ademas, debemos destacar el uso del medio alternativo LCP,

el cual tiene alto potencial para ser utilizando recurrentemente en instalaciones acuicolas.

De esta manera, durante el quinto dia de experimentacién, notamos que las mayores
densidades celulares promedio para la especie S. acutus se alcanzaron en los tratamientos
con concentraciones de 1,5g Lty 2,0g L™ de LCP, con 23,67 x10°8 cél mLy 24,53 x10°
cél mL, respectivamente. Le siguié en densidad celular promedio el tratamiento con 1,0
g Lt de LCP, el cual registré 20,83 x10° cél mL™. En contraste, el control basado en HM
mostré la densidad celular promedio méas baja con 17,93 x10° cél mL? y esta baja
diferencia fue estadisticamente significativa (p<0,05). Estos resultados muestran la
eficacia de la utilizacion de nutrientes derivados de residuos acumulados en el cultivo del
paiche, como lo son los lodos, que han demostrado promover el crecimiento celular de
microalgas, particularmente el caso de S. acutus, y sugieren que estos enfoques pueden
ser valiosos para aplicaciones en la produccion de microalgas de escala industrial, como
también ha sido demostrado con lodos de la bahia el Ferrol (Merino et al., 2024) y con

lodos generados por efluentes municipales (Khodaparasti et al., 2022).

Toyub et al. (2008), llevaron a cabo un estudio en el que observaron el crecimiento de S.
obliquus cultivado con residuos de una fabrica de dulces, con alta fuente de glucosa. En
sus investigaciones, lograron obtener una densidad méaxima de 13,63 x10° células por
mililitro (mL) utilizando un medio basal Bold. Ademas, al utilizar residuos a
concentraciones especificas, obtuvieron densidades celulares de 9,71 x10° cél. mL?, 8,32
x10° cél. mL?, 6,52 x10° cél. mLt y 5,12 x10° cél. mL™?, al emplear concentraciones de
2,5 %, 3,0 %, 2,0 % y 1,5 % respectivamente. Nuestro trabajo en comparacion logré

superar dichas concentraciones (Figura 4), a pesar de no incorporar directamente una
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fuente de carbono como lo es la glucosa; sin embargo, nuestro medio presentd un mejor
balance de nutrientes como N, P, K, que se derivan de los residuos de los alimentos y las

heces en el cultivo del paiche.

Por otro lado, Barreto & Purizaga (2013), cultivaron S. acutus y evaluaron el impacto de
distintas concentraciones de efluente procedente del cultivo semiintensivo de
Oreochromis niloticus. Tras cinco dias de experimentacion, observaron que la mayor
densidad celular se encontrd en el tratamiento a 100 % alcanzando una cifra de 37,93 x10°
cél. mL. En contraste, las densidades celulares mas bajas se encontraron en los
tratamientos con el 25 % y 50 % de efluente, con valores de 10,29 x10° cél. mL1y 11,96
x10° cél. mL™, respectivamente. Estos resultados sugieren que los efluentes a
concentraciones especificas pueden influenciar la dindmica del crecimiento en las
microalgas, lo que puede ser relevante en diferentes contextos, como en la biotecnologia,
pensando en producir un metabolito de interés, o en la acuicultura, para dirigirlo al
alimento vivo. En nuestro estudio determinamos que el medio LCP puede lograr producir
mas lipidos (24,32 + 0,44 %) con 1,0 g L™ del medio, siendo atractivo para su uso

energético.

Por su parte, Jara & Roque (2016), evaluaron diferentes concentraciones del efluente del
procesamiento de la flor de Tagetes erecta “marigold” (EPT) en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos totales de S. acutus, encontrando que el cultivo con 5
mL L de EPT se obtuvo 24,17 x10° cél. mL™%, densidad similar al control (24,41 x10°
cél. mL1y). Mientras que Quiroz & Verau (2015), trabajando con el efecto de diferentes
concentraciones de extracto acuoso del sedimento de la bahia “El Ferrol” (EAL) en el
crecimiento poblacional y contenido de lipidos de la microalga S. acutus; al quinto dia de
cultivo de S. acutus, obtuvieron mayor densidad celular, en comparacion a Jara y Roque
(2016), con 15 mL L 1de extracto acuoso de lodo 36,92 x10°® cél. mL™.

Sin embargo, en este estudio las densidades celulares no superaron a los obtenidos por
Quiroz & Verau (2015), logrando como maximo valor de crecimiento 25,90 x10° cél.
mL? con2,0 mL L* de LCP. Esta diferencia se debe a que el medio usado por Quiroz &
Verau (2015), contuvieron mayores concentraciones de nutrientes, principalmente Ny P;
habiéndose reportado la presencia de un nivel balanceado entre N y P, ademas de altas

concentraciones de Mg (285 ppm), Ca (138,5 ppm) y Fe (11,08 ppm) en el lodo de la
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bahia “El Ferrol” (Merino et al., 2022). A pesar de ello, los resultados demuestran el
potencial de esta especie para adaptarse a los medios alternativos, ya que sostuvieron
buenos crecimientos en todas las concentraciones utilizadas en este estudio (Figura 4 y
5). Ademas, se debe destacar el menor costo que tiene obtener el lodo del cultivo de

paiche en comparacion a los medios de cultivo tradicionales.

También, se debe resaltar que, el grupo control se mantuvo en condiciones normales de
crecimiento (con medio HM). En este tratamiento, se registro la tasa de crecimiento mas
baja, con un valor de 0,434 d*. Esto se puede atribuir a la ausencia de una fuente organica,
en comparacion a la obtenida en los lodos, reportado por Merino et al. (2024), con una
concentracion de 0,10 £ 0,007 ppm de carbono organico total en el medio elaborado con
lodo de la bahia “El Ferrol”. Ademas, se debe considerar la carga bacteriana que crece en
los lodos, las cuales pueden poseer un metabolismo nitrificante o sulfuroxidante que

enriquece el lodo y el medio antes de su esterilizacion (Aparicio et al., 2024).

Nuestros resultados permiten optimizar las tasas de crecimiento de S. acutus ajustando
las concentraciones de LCP en el medio de cultivo (de 1 a 2 g L™), lo que podria ser de
importancia para el escalamiento y futuras aplicaciones biotecnolégicas relacionadas con
la produccion de biomasa y lipidos. Ademas, estos resultados son relevantes para
comprender y controlar los factores que afectan la tasa de crecimiento de las microalgas
en entornos de cultivos controlados, entre las cuales el medio de cultivo es uno de los

factores mas importantes (Belachger-El et al., 2023).

Segun Griffiths et al. (2012) y Roleda et al. (2013), la tasa maxima de crecimiento
microalgal refleja el potencial biologico de una especie cultivada en condiciones dptimas,
donde la concentracién celular o biomasa esta limitada principalmente por los nutrientes
y la intensidad luminica. En nuestro experimento, la tasa de crecimiento promedio (u) de
S. acutus al quinto dia de cultivo fue mayor con concentraciones de 1,5 gL'y 2,0 gL
de LCP, alcanzando valores de 0,489 d' y 0,497 d, respectivamente. Estas fueron
seguidas por la concentracion de 1,0 g L' de LCP con 0,464 d™!, mientras que el menor
crecimiento se observo en el control HM, con 0,434 d'. Estos resultados coinciden con
lo sefialado por Griffiths et al. (2012) y Roleda et al. (2013), ya que evidencian que las
tasas mas altas de crecimiento promedio de S. acutus se lograron en condiciones 6ptimas

de nutrientes proporcionadas por el LCP.
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Ortega-Salas & Reyes-Bustamante (2012), cultivaron algunas microalgas dulceacuicolas
como Kirchneriella obesa, S. quadricauda y Chlorococcum infusorium, con tres medios
de cultivo, Guillard f/2, Fert | y Fert I, y encontraron que S. quadricauda obtuvo la p
maés alta con 0,72 d™* con el medio Guillard f/2 y la més baja de 0,64 d™* con el tratamiento
Fert 1. Las especies del genero Scenedesmus, aunque no son las mas cultivadas, tienen
un gran potencial para la acuicultura, pues ademas de adaptarse a amplias condiciones de
cultivo, logran rendimientos considerables. Por ejemplo, Quiroz & Vereau (2015), en S.
acutus, determinaron el mayor p = 0,564 d* con15 mL L™ de EAL; seguido con 20 mL
L™ de EAL (0,548 d1), y HM (0,515 d!) y la menor p (0,504 d1) se encontré con 10 mL
L de EAL. Davila & Davila (2016), experimentaron con lodo en Tetraselmis suecica
encontraron valores de p = 0,429 d* al sexto dia con 10 mL L™ de EAL y u = 0,447 d*
con Guillard f/2. Estos valores de p son cercanos a los obtenidos en nuestro experimento,
siendo mayores que los reportados por Déavila & Davila (2016), y cercanos a los
reportados por Quiroz & Vereau (2015), en los que encontramos que los mayores
promedios estuvieron en los dosificados con 1,5 g Ly 2,0 g L™ de LCP (Tabla 6).

El tiempo de duplicacion (TD) promedio en S. acutus, sigue la tendencia de las densidades
celulares y 1, en los que los mejores promedios estuvieron con 1,5 g Lty 2,0 g L de
LCP; asi, el TD del control (medio HM) fue mas alto con 0,434 d; seguido con 1,0 g L™*
de LCP con 1,495 d; y menores promedios con 1,5g L*y 2,0g L* de LCP con 1,417 d
y 1,396 d, respectivamente, promedios cercanos a los reportados por Quiroz & Vereau
(2015), que obtuvieron TD al quinto dia de cultivo de S. acutus con 10 mL L* de EAS
un TD = 1,374 d, sequido del HM con un TD = 1,345 d, y con 20 mL L* de EAS un TD
= 1,265d, y el menor TD = 1,229 d con 15 mL L de EAS. Un estudio ha sugerido que
se puede lograr un TD de hasta 8 h (Liu et al., 2011). Conforme a la Figura 4,
determinamos una fase de crecimiento méxima en el dia 6, entrando a la fase estacionaria
entre el dia 6 y 7, siendo necesario evaluar mayores concentraciones de LCP para

determinar las posibilidades de mejorar los TDs y reducir el tiempo de cultivo.

Por lo obtenido en los pardmetros de crecimiento, se evidencia que S. acutus tendria la
capacidad de utilizar los nutrientes del medio LCP y convertirlos en biomasa con mayor
valor, ya que mantiene durante los 7 dias de cultivo concentraciones importantes de
células mayores al control. Esto concuerda con lo mencionado por Sanchez (2022), el que

indica que la fase exponencial de los cultivos microalgales se presentan al segundo o
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tercer dia de inoculados y se pueden prolongar cuatro dias, demostrando que S. acutus
estaria utilizando satisfactoriamente los nutrientes presentes en un determinado medio de
cultivo, esto lo haria un medio de cultivo adecuado para los cultivos microalgales, para

este caso en S. acutus.

Ademas, se conoce que las mayores concentraciones de nutrientes tienen un punto de
saturacion en donde el incremento en la tasa de crecimiento se ve limitado, necesitando
dosis mas equilibradas para evitar efectos inhibitorios del medio de cultivo (Rodriguez et
al., 2007), esto sumado al efecto de una menor penetracion de la luz en el cultivo, que
afectaria el crecimiento poblacional (Helm et al., 2006); siendo evidenciado en el
tratamiento con 2,0 g L™ de LCP, en el que comparado con el dosificado a 1,5 . L™ de
LCP, no existe diferencia significativa en los promedios de sus densidades celulares, puy
TD, posiblemente 2,0 g L de LCP por una concentracion de mayor saturacion de
nutrientes, por lo que una concentracién intermedia y Optima estaria cercana a los 1,5 g

L de LCP en cultivos de S. acutus.

La composicion quimica de las microalgas esta influenciada también por cambios de los
pardmetros fisicos y quimicos del medio de cultivo (de Lima et al., 2021; Huang et al.,
2012). Encontramos que el porcentaje de lipidos al quinto dia de cultivo de S. acutus,
present6 el mayor promedio con 1,0 g L™t de LCP con 24,32 %; seguido con 1,5¢g Ly
2,0 g Lt de LCP con 22,87 % y 22,74 %, respectivamente; siendo menor en el HM con
21,59 %. Estando los promedios de lipidos en porcentaje de los cultivados con LCP
cercanos a los reportados por Vereau & Quiroz (2015), que utilizaron lodo marino como
fuente de nutrientes para S. acutus y dosificados con 100 mL.L™%, 15 m. L'y 20 mL.L* de

EAS, cuyos promedios fueron 26,13 %, 24,58 % y 24,21 % de lipidos, respectivamente.

Estos porcentajes de lipidos al expresarse en términos de biomasa se muestran similares
en todos los tratamientos con LCP, pero son mayores a los contenidos en el control con
HM; asi, encontramos al quinto dia de cultivo en S. acutus se presentaron los mayores
promedios con 1,0, 1,5y 2,0g L de LCPcon 161,5mg L?,1724mg Lty 177,4mg L
! respectivamente; y fue menor en el control HM con 123,2 mg L. Siendo estos
promedios menores a lo reportado por Quiroz & Vereau (2015), en S. acutus al quinto dia
de cultivo, en donde los mayores promedios estuvieron a 15 mL.L™? y 20 mL.L™ de EAS

con 223,7 mg L™ty 203,2 mg L%, respectivamente; y menores en el control HM y con 10
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mL L de EAS con 158,2 mg L'y 176,4 mg L%, respectivamente. Aunque los reportados
en el presente experimento fueron mayores que los promedios de biomasa de lipidos
encontrados por Ortiz & Senmache (2016), con lodos en T. suecica, que al quinto dia de
cultivo fueron mayores con 30 mL Ly 40 mL L™ de EALS con 125,7 mg L y 126,4
mg L, respectivamente, y menor con 20 mL L*de EALS con 100,7 mg L1,

La acumulacién de lipidos en las células microalgales es un proceso estrechamente
relacionado con su crecimiento poblacional, y esta interaccion ha sido objeto de estudio
en diversas investigaciones (Nzayisenga et al., 2020; Maet al., 2022; Merino et al., 2024).
Un ejemplo claro de este fendbmeno se presenta en el trabajo de Chiu et al. (2009), quienes
Ilevaron a cabo un estudio con células de Nannochloropsis oculata en un entorno con
limitaciones de nitrogeno, sus observaciones revelaron que los porcentajes de lipidos en
las células variaban significativamente a lo largo de las diferentes fases de crecimiento.
Durante la fase logaritmica, se registré un contenido de lipidos del 30.8%, que aumento
a un 39.7% en la fase estacionaria temprana y finalmente alcanzé un nivel de 50.4% en
la fase estacionaria final (Chiu et al., 2009). Esto sugiere claramente que, a medida que
las células microalgales avanzan en su ciclo de crecimiento y se ven limitadas por la

disponibilidad de nutrientes, la acumulacion de lipidos tiende a aumentar.

Un hallazgo interesante se obtuvo al evaluar el efecto de la concentracion de nutrientes
en el crecimiento y la acumulacién de lipidos en las microalgas. Al tratar el medio de
cultivo con 1.0 g L™ de LCP, se observo un crecimiento sustancial, pero con un contenido
de nutrientes relativamente bajo. Como resultado, se encontré que los porcentajes de
lipidos en estas condiciones eran ligeramente mas altos en comparacion con los cultivos
que recibieron 1.5g Lty 2.0g L de LCP.

Singh et al. (2022) destacan en su investigacion, que la dilucion del medio de cultivo, es
decir, la concentracion de nutrientes disponible ejerce un impacto significativo en la
acumulacién de lipidos en las microalgas, como lo demuestra el caso de S. vacuolatus.
Por lo tanto, el manejo de los nutrientes en el entorno de cultivo es un factor clave a
considerar para optimizar la produccion de lipidos en microalgas, lo que puede ser de
gran relevancia en aplicaciones diversas, como la produccién de biocombustibles y

productos quimicos derivados.
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La acumulacion de lipidos se promueve con el agotamiento de nutrientes en
dosificaciones menores de LCP, principalmente el nitrégeno que, es un componente muy
importante en la produccion de biomasa microalgal y esta limitacion hace que los
carbohidratos y los lipidos se incrementen, mientras que las proteinas decrecen (Ho et al.,
2013). Aungue la biomasa lipidica se ve disminuida, de acuerdo a Park et al. (2011), una
limitacion de nitrégeno estimularia la acumulacion de lipidos en las células, pero con la
reduccion del crecimiento poblacional debido a la falta de soporte de nutrientes para la
produccidn de proteinas, y que tanto un alto contenido en lipidos y una alta productividad,

pueden apuntar en diferentes direcciones.

Ademas, se conoce que, las reservas de N son utilizadas para la biosintesis de proteinas,
pigmentos y acidos nucleicos, y otro nutriente mayormente limitante como el fosforo es
el componente presente en los acidos nucleicos y fosfolipidos (Geider & LaRoche, 2002;
Rosli, 2020); por lo que a decir de Rosli et al. (2020) & Maneechote & Cheirsilp (2021),
mientras el cultivo tenga suficiente contenido de nutrientes, sobre todo N, las células
sintetizaran principalmente proteinas y mantendran el crecimiento y la division celular en
Optimas condiciones, pero cuando estos nutrientes, producto del crecimiento poblacional,
se vean limitadas para mantener el aumento en la densidad celular, aumentaran productos
de reserva como lo hidratos de carbono y lipidos, a costa de la sintesis proteica dado estas
limitaciones en nutrientes, ello con el fin de mantener la supervivencia, desarrollo y
sintesis de biomasa; como lo observado en este estudio con la menor concentracion de
LCP, que presenta un mayor contenido de lipidos, pero se ve disminuido la densidad

celular de S. acutus.

La temperatura tiene una influencia proporcionalmente directa en la produccion de
microalgas, es decir que, con el aumento de la temperatura, los cultivos pueden crecer a
mayor velocidad, pero esta determinada a un rango que depende la especie, aunque en
general estan entre 28° y 35°C (Park et al., 2011) y para Scenedesmus estaria alrededor
de 28 °C (Garibay et al. (2009). En la presente investigacion se registraron promedios
entre una minima de 26,4 °C y una maxima de 27,3 °C, estando cercanos los valores
mencionados, por lo que este parametro no tendria influencia en la comparacion de los

tratamientos evaluados.
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Sobre el pH, este factor debe encontrarse por encima de las 7 unid. y se consideran que
estos deberian estar entre 7 y 8 unid. y pueden variar en algunas unidades sin afectar su
crecimiento, creciendo bien entre valores de estando las condiciones 6ptimas de pH para
un buen crecimiento microalgal entre 6,5 a 9,5 unid. (Sanchez-Borroto et al., 2019;
Garibay et al., 2009) con un rango éptimo de 8,2 unid. a 8,7 unid. (Morales et al., 2018).
En el presente experimento, lo promedios se presentaron con un minimo de 7,46 unid. y
un maximo de 8,90 unid, los mismos que estan en el rango mencionado, evidenciado por

el crecimiento en todos los tratamientos.

En la presente investigacion, se evidencia que las mejores condiciones para el cultivo de
S. acutus estan con las concentraciones de 1,5 g Lty 2,0 g L™ de LCP, en la cual, una
dosificacion de 1,5 g L™t de LCP en el cultivo de S. acutus, asegurara una buena densidad
celular, una importante tasa de crecimiento, bajo tiempo de duplicacion y con una 6ptima

produccion de lipidos.
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VI. CONCLUSIONES

La densidad celular en el quinto dia cultivo de S. acutus fue significativamente
mejor (p<0,05) en los tratamientos dosificadosa1,5g Ly 2,0 g L de LCP con
23,67 x10° cél mL' y 2453 x10° cél mL?, respectivamente; y fue
significativamente menor (p<0,05) en el tratamiento dosificadoa 1,0 g L™ de LCP
con 20,83 x10° cél mL™2.

La tasa de crecimiento en el quinto dia cultivo de S. acutus fue significativamente
mejor (p<0,05) en los tratamientos dosificados a1,5g Lty 2,0 g L de LCP con
0,489 d!y 0,497 d, respectivamente; y fue significativamente menor (p<0,05)
en el tratamiento dosificado a 1,0 g L™ de LCP con 0,464 d™.

El tiempo de duplicacion en el quinto dia cultivo de S. acutus fue
significativamente mejor (p<0,05) en los tratamientos dosificadosa1,5g L1y 2,0
g Lt de LCP con 1,417 d y 1,396 d, respectivamente; y fue significativamente
menor (p<0,05) en el tratamiento dosificado a 1,0 g L™ de LCP con 1,495 d.

Los porcentajes de lipidos de S. acutus al quinto dia de cultivo, present6 el
promedio significativamente mejor (p<0,05) en el tratamiento dosificado a 1,0 g
Lt de LCP con 24,23 %; y fue significativamente menor (p<0,05) en el
tratamiento dosificado a 1,5 g Ly 2,0 g L de LCP con 22,87 % y 22,74 %,

respectivamente.

La biomasa de lipidos de S. acutus al quinto dia de cultivo, se present6 con
promedios significativamente similares (p>0,05) en los tratamientos dosificados
al0gLY159gLty20gLtdeLCPcon161,5mgL? 1724 mgLty 1774

mg L, respectivamente.
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VII. RECOMENDACIONES

¢+ Determinar la variacion de lipidos, proteinas y carbohidratos en S. acutus,

cultivados con 1,0g L™, 1,59 L1y 2,0 g L™ de LCP durante 7 dias en laboratorio.
¢+ Determinar la produccién de biomasa, lipidos, proteinas y carbohidratos en S.
acutus, cultivadoscon 1,0g L™, 1,5g Lty 2,0 g L™ de LCP durante 7 dias en aire

libre.

« Evaluar un proyecto de inversion a escala piloto, cultivando S. acutus con 1,5 g

L de LCP en un sistema semicontinuo durante 30 dias.
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Anexo 1. Densidad celular (x10° cél mL™) en las unidades experimentales de los cultivos

de S. acutus dosificados con LCP y control HM.

DIA DE LCP@ELY
CULTIV CONTROL 1,0 1,5 2,0
o (HM)
RI R2Z R3 Rl R2Z R3 RL R2Z R3 Rl R2 R3
0 205 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 205 2,05 2,05 2,05
1 270 2,95 3,04 326 340 3,42 292 3,02 3,14 3,02 3,04 3,24
2 6,44 6,65 7,01 8729 759 7,88 864 883 7,79 7,48 7,67 8,20
11,5 119 12,1 146 155 16,1 14,2 149 156
3 8,85 9,20 9,40 > 4 6 o o 0 e 5 g
4 142 135 148 183 17,9 190 19,2 20,3 21,1 21,3 19,6 20,9
5 0 5 5 0 5 5 0 0 5 0 0
5 17,1 18,1 186 20,6 20,1 21,8 23,8 229 243 258 237 241
0 0 0 0O 0 0 0 0 O 0 0 O
6 193 19,8 202 21,9 213 225 247 241 257 269 262 26,3
0 0 0 0O 0 0 0 0 O 0 0 O
- 20,1 216 207 22,1 226 229 259 259 26,7 275 26,8 27,1
0 0 0 0O 0 0 0 0 O 0 0 O

Anexo 2. Densidad celular promedio (x10° cél mL™) con desviacion estandar, en los
cultivos de S. acutus dosificados con LCP y control HM.

DIA DE LCP (L™
CULTIVO CO(ﬁT\;;“ 1.0 15 2,0
0 2,05 +0,00a 2,05 +0,00a 2,05 +0,00a 2,05 +0,00a
1 2,90 +0,18b 3,36 +0,09a 3,030,1lab  3,10£0,12ab
2 6,70 +0,29b 7,92 +0,35a 8,42 +0,55a 7,78 +0,37a
3 0,15+0,28c  11,87#0,33b  1540%0,75a 14,93 +0,68a
4 1420 +0,68c 18,430,580  20,22+0,93ab 20,62 £0,91a
5 17,93+0,76c  20,83+0,87b  23,67+07la 2453 +112a
6 19,77+0,45d  21,90+0,60c  24,830,81b 26,47 +0,38a
7 20,80 £t0,75c 22,530,400 26,170,462 27,13 0,35a

La letra diferente en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 3. Tasa de crecimiento (1) y tiempo de duplicaciéon (TD) poblacional en las

unidades experimentales de los cultivos de S. acutus dosificados con LCP y control HM.

LCP (g LY
PARAMETR CONTROL
o (HM) 1,0 15 2.0
RL R2 R3 RL R2Z R3 RlL R2 R3 Rl R2 R3
NO 205 2,05 205 205 2,05 205 205 2,05 2.05 2.05 2,05 2.05
- 171 18,1 186 20,6 201 21,8 238 229 243 258 237 24.1
o 0 0 0 O O O 0 0 0 0 O
Dia (d) 5 5 5 5
@1y 042 043044 046 045 047 049 048 049 050 0,49 049
H 4 6 1 1 7 3 0 3 5 7 0 3
D@ 163 159 157 150 151 146 141 143 140 136 141 140
5 0 2 4 7 5 5 5 0 7 5 6

Anexo 4. Biomasa total, absorbancia, porcentaje y biomasa de lipidos de S. acutus en las

unidades experimentales dosificados con LCP y control HM.

1
PARAMET LCP @ L™)
ROS CONTROL
HM) 1,0 15 2.0
Biomasa
(mg x10mL- 544 576 592 6,56 6,41 6,94 7,58 7,31 7,73 8,19 7,54 7,68
1
)
Biomasa 544, 576, 592, 656, 641, 694, 758, 731, 773, 819, 754, 768,
(mg LY) 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 OO
Absorbancia 052 054 058 070 068 0,76 0,77 0,75 0,77 081 0,77 0,79
8 1 0 4 9 9 9 6 3 4 1 0
Lipidos (06) 2-7 210 2L9 240 240 248 230 231 224 222 229 230
5 5 6 5 9 3 3 8 1 7 1 5
Lipidos (mg 118, 121, 130, 157, 154, 172, 174, 169, 173, 182, 172, 177,
L1) 3 2 0 8 4 3 6 4 2 4 71 0
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Anexo 5. Temperatura (°C) en las unidades experimentales de los cultivos de S. acutus

dosificados con LCP y control HM.

DIA DE
CULTIVO

LCP(gL?)

CONTROL

(HM)

1,0

1,5

2,0

R1

R2 R3

R1

R2 R3

R1

R2 R3

R1

R2 R3

~N o o B~ 0N -, O

27,1
26,9
26,7
27,2
26,4
27,3
26,5
26,8

27,0
27,1
26,9
27,3
26,5
27,4
26,4
26,7

27,2
26,8
26,6
27,1
26,4
27,2
26,4
26,7

27,1
27,0
26,8
27,2
26,5
27,3
26,6
27,0

27,1 27,2
26,9 26,8
26,7 26,8
27,3 27,3
26,3 26,3
27,2 27,2
26,5 26,4
26,8 26,8

27,1
26,8
26,8
27,3
26,4
27,1
26,5
26,8

27,0 27,2
26,9 26,8
26,6 26,6
27,1 27,3
26,4 26,5
27,3 27,2
26,4 26,5
26,7 26,9

27,0
26,9
26,8
27,1
26,5
27,3
26,6
26,9

27,1 27,2
26,9 27,1
26,7 26,8
27,2 27,2
26,4 26,3
27,4 27,3
26,3 26,6
26,7 26,8

Anexo 6. Temperatura promedio (°C) y desviacion estandar, en los cultivos de S. acutus

dosificados con LCP y control HM.

DIA DE LCP@ELY
CULTIVO CO(’%*S'— 1 1,5 2,0
0 27,140,1a 27,120,1a 27,120,1a 27,140,1a
1 26,9 0,2a 26,9 0,1a 26,8 0,1a 27,020,1a
2 26,7 +0,2a 26,8 0,1a 26,7 0,1a 26,8 0,1a
3 27,2 +0,1a 27,3 40,1a 27,2 +0,1a 27,2 +0,1a
4 26,4 20,1a 26,4 0,1a 26,4 20,1a 26,4 20,1a
5 27,320,1a 27,2 0,1a 27,2 0,1a 27,320,1a
6 26,4 £0,1a 26,5 +0,1a 26,5 +0,1a 26,5 +0,2a
7 26,7 0,1a 26,9 0,1a 26,8 0,1a 26,8 0,1a

La letra diferente en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 7. pH (unidades) en las unidades experimentales de los cultivos de S. acutus
dosificados con LCP y control HM.

LCP(gL?)

DIADE CONTROL
CULTIVO (HM)

Rl RZ R3 Rl1 R2Z R3I Rl1 R2 R3 Rl R2 RS
7,46 755 7,41 751 7,44 748 7,53 7,45 7,47 7,54 7,42 7,43
768 7,74 762 768 7,67 766 762 7,71 7,79 781 781 7,88
796 7,89 7,88 7,75 7,81 7,78 7,94 7,82 794 8,19 8,14 8,09
8,12 8,29 7,99 8,11 8,18 8,03 8,35 8,46 8,36 8,32 8,39 8,26
8,47 8,34 831 859 8,64 842 8,72 881 892 897 8,86 8,84
8,63 8,68 8,63 8,65 8,79 861 8,89 8,73 896 8,69 8,53 8,49
8,82 895 8,71 8,82 8,75 8,85 8,97 8,89 8,84 8,77 8,90 8,87
8,74 8,72 8,76 8,79 8,92 8,69 8,84 8,78 8,89 8,78 8,86 8,72

1,0 1,5 2,0

~N o o B~ 0N -, O

Anexo 8. Temperatura promedio (°C) y desviacion estandar, en los cultivos de S. acutus

dosificados con LCP y control HM.

DIiA DE LCP (gL
CULTIVO cONTROL (HM) 1,0 15 2,0
0 7,47 +0,07a 7,48 +0,04a 7,48 +0,04a 7,46 +0,07a
1 7,68 +0,06b 7,67 +0,01b 7,71+0,09ab 7,83 +0,04a
2 7,91 +0,04b 7,78 +0,03b 7,90 +0,07b 8,14 +0,05a
3 8,13 +0,15b 8,11 +0,08b 8,39+0,06ab  8,32+0,07a
4 8,37 +0,09b 8,55 +0,12b 8,82 +0,10a 8,89 +0,07a
5 8,65 +0,03ab 8,68 +0,09ab 8,86 +0,12a 8,57 +0,11b
6 8,83 +0,12a 8,81 +0,05a 8,90 +0,07a 8,85 +0,07a
7 8,74 +0,02a 8,80 +0,12a 8,84 +0,06a 8,79 +0,07a

La letra diferente en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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