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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el uso del fertilizante foliar 11N8P6K en el
aislamiento y cultivo de Scenedesmus sp. (Meyen, 1829) (Chlorophyta:
Scenedesmacea) en condiciones de laboratorio. Los experimentos se
realizaron en el laboratorio de cultivos auxiliares del [IAP. Para aislar a la
microalga presente en una muestra de agua natural se utilizd6 una pipeta
capilar y como fuente de nutrientes al medio Chu #10 y el fertilizante foliar en
las concentraciones de 0.5, 1, 1.5 y 2 ml-I'X. Luego, cada concentracién del
fertilizante fue asignado a un tratamiento de 100 ml con tres repeticiones, los
cuales fueron asignados aleatoriamente a doce matraces de 125 mi
utilizados como unidades experimentales. Se determind que la segunda
concentracion del fertilizante permitié el aislamiento de Scenedesmus
acutus, que cambié de forma colonial a unicelular en respuesta al medio y
las condiciones de cultivo. Luego, se estim6 que el mayor crecimiento
poblacional (46.56 x 10* células-mlt) fue obtenido con la menor
concentracion. Los resultados nos muestran que el fertilizante foliar puede
ser utilizado en el aislamiento y cultivo de Scenedesmus acutus, para
producir alimento vivo de peces tropicales.

Palabras claves: aislamiento, alimento vivo, medio de cultivo, microalgas,

Scenedesmus acutus.
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I. INTRODUCCION

Las microalgas cumplen un rol importante en la alimentacion de los primeros
estadios de peces, crustaceos y moluscos producidos en acuicultura (1). Sin
embargo, este proceso es una etapa critica en el ciclo de produccion de
peces amazoénicos, debido a la baja sobrevivencia de las postlarvas de
especies como Colossoma macropomum (gamitana), Piaractus
brachypomus (paco) y Prochilodus nigricans (boquichico) (2).

La baja sobrevivencia de las postlavas ha sido asociada con la produccién
de microalgas en estanques abiertos, una practica comun en los centros de
produccion de peces tropicales, debido a la ausencia de control sobre las
especies, las condiciones ambientales, la presencia de predadores y
organismos infecciosos (1,3). Sin embargo, éstos factores pueden ser
controlados en condiciones de laboratorio, donde la produccion mejora
significativamente, pero con una dependencia por los medios inorganicos
gue estan compuestos de sales minerales que tienen alto costo (4), limitando
Su uso en los procesos de aislamiento y cultivo de pequefio volumen.

Ante la dependencia por los medios inorganicos, se han desarrollado
diferentes medios alternativos que han sido utilizados en el cultivo masivo de
microalgas. Entre éstos se encuentran los fertilizantes agricolas, diversas
harinas, fermentos, ensilados y subproductos de otras industrias (5-10).
Entre los fertilizantes agricolas mas importantes se encuentran los
fertilizantes foliares, debido a su composicion definida de nutrientes y

vitaminas del complejo B, de facil absorcion y pH moderado. Asimismo,



existen antecedentes de su uso en el cultivo masivo de las microalgas
Ankistrodesmus gracilis (11) y Monoraphidium sp. (12).

La eficiencia de los fertilizantes foliares puede ser mayor si es utilizada en el
cultivo de microalgas con una gran adaptabilidad e importancia econdémica.
Las microalgas del género Scenedesmus pueden incluirse a este grupo,
debido a su alto contenido de nutrientes (13), rapido crecimiento, resistencia
a los procedimientos de aislamiento (5,14) y capacidad para colonizar casi
cualquier cuerpo de agua, como el rio Amazonas y ambientes donde otras
microalgas no pueden crecer (15).

La gran adaptabilidad de las especies de Scenedesmus para crecer en un
amplio rango de gradientes ambientes, suele relacionarse con la forma de
sus células y cenobios, el cual varia en respuesta a la composicién del
medio de cultivo, los factores ambientales y la presencia de predadores (16).
Ante lo expuesto, el presente estudio tuvé como objetivo general evaluar el
uso del fertilizante foliar 11N8P6K en el aislamiento y cultivo de
Scenedesmus sp. (Meyen, 1829) (Chlorophyta: Scenedesmacea) en
condiciones de laboratorio, y como objetivos especificos a) evaluar cuatro
concentraciones del fertilizante foliar 11N8P6K: 0,5; 1; 1,5 y 2-ml-I’%, en el
aislamiento de una microalga del género Scenedesmus a partir de una
muestra natural, b) determinar la concentracién mas eficiente del fertilizante
foliar que promueva las mayores densidades celulares de la microalga y c)
evaluar las variaciones morfolégicas de la microalga en repuesta a los
factores fisicos y quimicos de los cuatro concentraciones del fertilizante

foliar.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades de las microalgas

Las microalgas son un grupo diverso de organismos con poca 0 ausente
diferenciacion celular, de tamafo variado (de 5 a 50 ) y diversos niveles de
organizacion unicelular y colonial. Asimismo, la mayoria son eucariotas, con
cromoplastos que varian en forma, nidmero y posicién, mientras que un

pequefio grupo son procariotas, desprovistos de cromoplastos (15,17,18).

Las microalgas procariotas
Prochlorophyta, mientras que

Rhodophyta, Heterokontophyta,

incluyen a

Haptophyta,

las divisiones Cyanophyta y
las eucariotas incluyen a la divisién

Cryptophyta, Dinophyta,

Euglenophyta, Chlorarachniophyta y Chlorophyta (15,17).

Tabla 1. Esquema de clasificacion de los diferentes grupos algales.

Reino Divisién Clase
. . Cyanophyta Cyanophyceae
Eubacteria procariota Prochlorophyta Prochlorophyceae
Glaucophyta Glaucophyceae
Bangiophyceae
Rhodophyta Florideophyceae
Chrysophyceae
Xanthophyceae
Eustigmatophyceae
Heterokotophyta Bacillariophyceae
Raphidophyceae
Eukaryota Dictyochophyceae
Phaeophyceae
Haptophyta Haptophyceae
Cryptophyta Cryptophyceae
Dinophyta Dinophyceae
Euglenophyta Euglenophyceae
Chlorarachniophyta Chlorarachniophyceae

Chlorophyta

Prasinophyceae




Reino Division Clase

Chlorophyceae
Ulvophyceae
Cladophorophyceae
Bryopsidophyceae
Zygnematophyceae
Trentepohliophyceae
Klebsormidiophyceae
Charophyceae
Dasycladophyceae

Fuente: Algae: anatomy, biochemistry and biotechnology (19)

Las microalgas han colonizado casi todos los ambientes acuéticos y
terrestres del planeta, sean estos dulceacuicolas o salinos, con un amplio
rango de pH, temperatura, turbidez, concentracion de oxigeno y diéxido de
carbono (19,20). Sin embargo, en condiciones normales estos organismos
presentan rapido crecimiento, el cual pude ser hasta tres veces mayor que la
presentada por las plantas superiores, debido a su alta capacidad
fotosintética y produccion homogénea de biomasa (21).

La division Chlorophyta cominmente conocidas como algas verdes, es el
grupo con la mayor diversidad de especies (aproximadamente 4,500),
teniendo la mayoria tamafio microscopico y alta diversidad morfolégica que

ha sido asociada a su gran plasticidad metabdlica (18).

2.2. Generalidades del género Scenedesmus
Las especies de Scenedesmus son microalgas verdes que se caracterizan
por tener células en forma de uso, esférica y elipsoide, cuyo tamafio varia de

3 a 78 um de largo y de 2 a 10 um de ancho. En ambientes naturales, sus



células suelen estar libres o agrupadas en cenobios de 2 a 32 células,
siendo comun los cenobios de 4 a 8 células dispuestas linealmente o

alternadas hasta en tres filas (15,22) (Foto 1).
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Fuente: ttp://protist.i.hosei.ac.jp/taxonomy/Chlorophyta/Genus/Scenedesmus/index.html

Foto 1. Cenobios de algunas especies del género Scenedesmus (400x) en
ambientes naturales.

La mayoria de especies se reproducen a través de la formacion de
autocenobios. Es decir, mediante la division de una célula madre en un
namero definido de células hijas no flageladas, las cuales quedan libres
después de la ruptura de la pared celular. Posteriormente, las células hijas
crecen y adquieren la forma tipica y la ornamentacion de la célula madre.
Esta modalidad de reproduccion ha otorgado a las especies de este género
la gran capacidad para colonizar diferentes ambientes de agua dulce, donde

han sido descritas mas de 100 especies (15).



En el rio Amazonas y sus tributarios han sido descritas las especies
Scenedesmus ellipsopideus, Sc. inigsis. Sc. javanensis, Sc. longispana, Sc.
obliquus, Sc. serratus, y Sc. westii, Sc. maximus, Sc. perforatus, Sc.
acuminatus, Sc. aldavei, Sc. arcuatus, Sc. bijuga, Sc. bijuga var. alternans,

Sc. opoliensis, Sc. quadricauda y Sc. ecornis (23-27).

Clasificacion taxondémica del género Scenedesmus (15).

Reino: Plantae
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Chlorococcales
Familia: Scenedesmaceae

Género: Scenedesmus

La mayoria de especies cultivadas tienen concentraciones apreciables de
proteina bruta (25% a 35%), vitaminas, antioxidantes y &cidos grasos
(omega 3 y 6), por ello han sido utilizadas en la alimentacion de las
postlarvas de peces o como insumo para mejorar la calidad nutricional de los
alimentos convencionales (13). También han sido utilizados en la produccion
de hidrégeno molecular (28), sustancias bioactivas (29) y energia, debido a
que pueden producir lipidos en cantidades similares a las plantas superiores

utilizadas en la produccion biocombustible (5).



2.3. Técnicas de aislamiento y cultivo de microalgas

Son muchas las técnicas que han sido desarrolladas para el aislamiento de
diferentes especies de microalgas. Existen técnicas de facil aplicacion para
el aislamiento de especies resistentes y técnicas especificas para aislar
especies provenientes de ambientes extremos, los cuales, en muchos casos
son incapaces de crecer en condiciones ambientales normales (30,31).

Entre las técnicas mas usadas para el aislamiento de microalgas se
encuentran la pipeta capilar y siembra en medio sélido. La primera ha sido
utilizada en el aislamiento de una gran variedad de especies (14,32). Entre
las que se encuentran Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus dimorfus,
Ankistrodesmus falcatus, Ankistrodesmus spiralis, Selenastrum sp. (14),
Thalassiosira subtilis, Skeletonema costatum, Chaetoceros affinis (33) y
Dunaliella salina (34). Sin embargo, el éxito de esta técnica depende de la
habilidad del operador, la adaptabilidad de la microalga a las condiciones del
cultivo (35), el conocimiento taxonomico de la especie y los factores

ambientes del medio natural (32).

2.4. Sistemas de cultivo de microalgas

Las microalgas son indispensables en la nutricion de las postlarvas de peces
y los primeros estadios de moluscos y camarones producidos en ambientes
contralados (36). También han sido utilizadas en la alimentacion de estadios

adultos de peces planctéfagos (1).



La eficiencia nutricional de las microalgas depende de la calidad del medio y
las condiciones de cultivo (37), las cuales se relacionan con el tipo de
sistema (5). Por ejemplo, en un sistema abierto, el cultivo se encuentra
expuesto tanto al ingreso de microalgas competidoras, organismos
infecciosos y predadores, como a la variacion de los factores ambientales
como la temperatura, la composicion heterogénea del medio y la limitacion
de luz en los estratos inferiores (11,38,39). Cabe mencionar que en este
sistema existe una baja sobrevivencia de las postlarvas, pero debido a su
facil implementacion es la méas practicada en los centros de produccién de
peces amazonicos como “gamitana”’, Colossoma macropomum; “paco”,
Piaractus brachypomus; “boquichico”, Prochilodus nigricans y “doncella”,
Pseudoplatystoma fasciatum (2).

Las deficiencias de los sistemas abiertos suelen corregirse con los sistemas
cerrados, ya que en estos se suele aislar al cultivo y se tiene control sobre
los factores biolégicos, ambientales y nutricionales del medio, permitiendo

desarrollar niveles de produccion intensiva y masiva (11,38).

2.5. Medios alternativos para el cultivo de microalgas

Los medios utilizados para el aislamiento y cultivo de las microalgas de agua
dulce derivan de férmulas previas, las cuales fueron establecidas después
de conocer los requerimientos nutricionales de las microalgas (40). Por lo
general, estos medios tienen naturaleza inorganica y su uso incrementa el

costo de produccion en los sistemas cerrados (5).



Para disminuir los costos de produccion se han evaluado otras fuentes
nutritivas, como los medios elaborados con harina de pescado, melaza de
cafa, azlcar rubia (7), aceite de oliva (Alpechin) (6), bioabono liquido (8),
ensilado biologico de pescado (9), EM-Bokashi (10) y fertilizantes agricolas

(12).

Entre los fertilizantes agricolas, los utilizados para la nutricion foliar tienen
mayor potencial, debido a su composicion definida de macronutrientes,
micronutrientes y vitaminas del complejo B, que proporcionan pH moderado
al medio y son de facil absorcion por las plantas. Estos fertilizantes son
conocidos como fertilizantes foliares NPK, y vienen en presentaciones de

facil transporte y almacenamiento (41).

Los fertilizantes foliares han sido utilizados para estimular el incremento de
la produccién primaria en los centros de produccion de peces, ya sea en la
produccion masiva de Ankistrodesmus gracilis en tanques y recipientes de
politileno en condiciones de laboratorio (4,11), como en tanques expuestos

al ambiente para el cultivo masivo de Monoraphidium sp. (12).

2.6. Condiciones de cultivo de microalgas

Un cultivo puede ser definido como un ambiente artificial donde las algas
crecen. En teoria, las condiciones de cultivo deben ser similares al ambiente

natural, pero en realidad existen diferencias significativas, debido a la



variacion de los factores ambientales, como la temperatura, intensidad

luminica y potencial de hidrogeno (11).

2.6.1. Intensidad de luz

Es la energia indispensable para la fotosintesis y el crecimiento poblacional
de las microalgas, y es requerida a una intensidad luminica similar al
ambiente natural (42). En condiciones de laboratorio especies como
Scenedesmus obliquus requiere de una intensidad luminica en el rango de
200 a 400 pW/m2. Si la intensidad es mayor a este rango se inhibe la

produccion de oxigeno, y si es menor se reduce el crecimiento (5).

2.6.2. Temperatura

La temperatura es un elemento ambiental de importancia para el crecimiento
y composicién quimica de las microalgas del género Scenedesmus, las
cuales, estan adaptadas para desarrollarse en un rango de temperatura que

varia de 20 a 40°C (9) y 15 a 36°C (43).

2.6.3. Potencial de hidrégeno (pH)

El pH del medio depende de la concentracion de CO: y la actividad
fotosintética de la microalga. Sin embrago, el incremento del pH inhibe la
capacidad asimilacion del CO2 (H2COs, HCOs, COs?), minerales y las

moléculas de amonio. Asimismo, el nivel optimo de pH para el crecimiento
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de las microalgas del género Scenedesmus varia de 5.5 a 8, pero pueden
crecer fuera de este rango, cuando el nivel suele ser letal para otras

especies de microalgas (44).

2.7. Variaciéon morfologica de Scenedesmus

Bajo condiciones ambientales fluctuantes tanto al interior como al exterior de
las células, las especies de Scenedesmus sp. cambian su forma buscando
una manera de adaptarse a las condiciones de cultivo, como la temperatura
o intensidad luminica (45). En especial, especies como Scenedesmus acutus
suelen adoptar forma unicelular ante la ausencia de predadores
zooplanctonicos (Cladéceros, Copépodos y Rotiferos) en el medio de cultivo,
mientras que su inclusion influye en la formacion de cenobios en el periodo
de 48 horas (16).

La morfologia de Scenedesmus sp. varia de acuerdo a la composicion del
medio de cultivo. Asi, las células cultivadas en el medio Estandar 1 son
alargadas o redondas, y se agrupan para forma cenobios de 1 y 4 células.
En el medio Estdndar 2, las células son redondas y presentan lados
puntiagudos, y cuando forman cenobios las células estan separadas. Por
otro lado, las células en el medio Algal son semiesféricas y no tienen
apeéndices, pero forman cenobios a partir de la unién del extremo de sus
células (13).

El medio y condiciones de cultivo también tienen influencia sobre la variacion

del tamafio de las microalgas. Especies como Scenedesmus acutus var.
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globosus presento células que variaron de tamafio cuando fueron expuestas
a temperaturas de 30 a 40 °C e intensidad luminosa de 27.05 a 44.09

umol-m=*.s1 (45).

2.8. Experiencias en el cultivo de Scenedesmus

El uso del Medio Bold Basal (BBM) estimul6é el mayor crecimiento de
Scenedesmus acutus (5,000 000 células-ml?), respecto a lo obtenido en el
mismo medio cuando fue modificado. En este ultimo, el crecimiento de la
microalga fue mayor cuando el medio tuvo una concentracion de 0.4% de
nitrégeno y fue menor cuando su concentracion fue mayor (1 y 3%) o estuvo
ausente (44).

Otro estudio determiné que la produccion de Scenedesmus sp. en tres
medios de cultivo (Estandar 1, Estandar 2 y Algal) presenté diferencias tanto
cuantitativas como cualitativas. Es decir, la mayor produccion de biomasa
(0.41 g-I'') fue mayor en el medio Estandar 2, mientras que la mayor
concentracion de proteina total (35.18%) estuvo presente en la biomasa
producida con el medio Algal (13).

Otro estudio determiné que la produccién de Scenedesmus oblicuus en un
medio de cultivo de naturaleza organica (agar extracto de suelo) presento
biomasas de 24.7 a 72.7 mg-I%, los cuales fueron menores a las 34.6 y 85

mg-I"* obtenidos con un medio de cultivo inorganico (albafial sintético) (46).
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. MATERIALES Y METODOS.

3.1. Areade trabajo

Las actividades fueron realizadas en el laboratorio de Cultivos Auxiliares del
Centro de Investigacién Fernando Alcantara Bocanegra (CIFAB), del Instituto
de Investigaciones de la Amazonia Peruana (lIAP). Ubicada
geograficamente en las coordenadas zona 18M 068650 — 9577845, Km. 4.5
de la carretera Iquitos — Nauta, distrito de San Juan Bautista, provincia de

Maynas — Loreto. Entre el 7 de julio del 2010 al 16 marzo del 2011 (Foto 2).

Foto 2. Vista frontal de las instalaciones del Centro de Investigaciones
Fernando Alcantara Bocanegra — IIAP.

3.2. Aislamiento de la microalga

3.2.1. Colecta de muestras
Las muestras fueron colectadas de estanques piscicolas con agua verde, el

cual, es un indicador de alta productividad fitoplancténica. La colecta
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consistid en el tamizado de 20 | de agua con las mallas planctonicas de 75
um y 45 um, para retirar a los organismos zooplanctonicos. Posteriormente,
100 ml de esta muestra fue vertida en un recipiente colector de 200 ml, para

transportarlas al laboratorio de cultivos auxiliares del IIAP (32).

Foto 3. Colecta de muestra de un estanque piscicola del IIAP —
Quistococha.

3.2.2. Seleccion y adaptacion de muestras

En el laboratorio de cultivos auxiliares se vertié una gota de cada muestra
sobre una lamina portaobjetos, y luego de cubrirla con una lamina
cubreobjetos se procedié a observarla a través de un microscopio binocular
de marca Nikon, modelo Alphaphot YS2-T (ML), con un aumento de 100
veces su tamafo natural. Al confirmarse la presencia de Scenedesmus se
procedio a tamizar 30 ml de la muestra con una red plancténica de 20 pum.
La muestra resultante fue vertida en un matraz de 100 ml con 20 ml del

fertilizante foliar a una concentracion de 1 ml-I'1. Por Gltimo, a cada matraz

14



se le coloco tapa de algodon y se la expuso a las condiciones de cultivo,

como parte del proceso de adaptacion.

3.2.3. Determinacién taxondmica

La determinacién de la especie de Scenedesmus se hizo a través de la
clasificacion artificial, el cual consisti6 en la diferenciacion de las
caracteristicas morfologicas externas. Esta descripcion se hizo a partir de las
células presentes tanto en las muestras colectadas, como en los medios de
cultivos. La descripcién se hizo a través de observaciones realizadas con un
microscopio binocular de marca Nikon, modelo Alphaphot YS2-T (ML), con
aumentos de 100 a 400 veces, mientras que el reconocimiento del taxén se
hizo con las claves taxonémicas de Koméarek y Fott (47), Streble & Dieter

(48) y Godinho (49).

3.2.4. Establecimiento de las condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo corresponden al ambiente generado en el interior
del laboratorio de cultivos auxiliares, donde la temperatura fue proporcionada
por dos proyectores de luz, cada una equipada con dos lamparas
fluorescentes de 20 Watts. Ambos proyectores emitieron una intensidad
luminica de 3,110 lux durante 12 horas diarias. Para mantener la intensidad
luminica, se realizaron mediciones diarias con un luxémetro DBM 1 300 —
WELLEMAN, y para mejorar la exposicibn homogénea de las células a los

rayos de luz se agitd manualmente el cultivo.
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3.2.5. Medios cultivo

El medio de cultivo Chu #10 fue preparado con soluciones stock de sales

minerales en 950 ml de agua destilada (Tabla 2). El fertilizante foliar utilizado

como medio de cultivo, fue adquirido en soluciéon comercial de un litro, y

presenta concentraciones fijas de los macronutrientes nitrégeno, fosforo y

potasio (11-8-6), micronutrientes, aminoacidos y vitaminas del complejo B

(Tabla 3). Este producto fue fabricado por Agroindustria Grow More, una

empresa certificada con Resolucion de la SUNAT N° 000-ADSODT-2013-

147702-7.

Tabla 2. Composicion del medio modificado Chu #10.

Solucion stock Cantidad Concentracion
Componentes (g - It H0) usada media (M) final
Ca(NO3)2 20.0 1ml 1.22 x 10*
K2HPO,4 25 1ml 1.44 x 10°
MgSOs - 7H.0 12.5 1ml 5.07 x 10
Na.COs 10.0 1ml 9.43 x10°
FeCls 0.4 1ml 2.47 x 10°®
Solucion de metales

1mi -
traza

H3BO3 2.48 1ml 4.01 x 10*
MnSO, - H.O 1.47 1ml 8.70 x 10°°
ZnS04 - 7TH,0 0.23 1ml 8.00 x 10°1°
CuSO0, - 5H,0 0.10 1ml 4.01 x 1010
(NH4)6M07024 - 4H,0 0.07 1ml 5.66 x 101!
Co(NO3): - 6H.0 0.14 1ml 4.81 x 1010
Soluciéon de complejo B 1ml -
Complejo B 50 mg 1.48 x 10”7

Fuente: Watanabe (40).
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Tabla 3. Composicion del fertilizante foliar 11N8P6K.

Componente Concentracién Componente Concentracién
Macroelementos Manganeso 0.05%
Nitrégeno total 11% Molibdeno 0.0005%
Fosfato  disponible )

P,0s 8% Zinc 0.05%
Potasio soluble KO 6% Aminoéacidos 1.08 mg-kg*
Microelementos Vitamina B 1.4% mg-kg?
Boro 0.01% Fitohormonas

Cobalto 0.0005% Giberelinas 0.88 mg-kg?
Cobre 0.05% Auxina 0.56 mg-kg?
Hierro 0.10% Citoquinina 0.4 mg-kg?

Fuente: Etiqueta del producto, por Grow More, Marzo del 2009.

3.2.6. Desinfeccion y esterilizacion de los materiales de laboratorio

Los materiales de vidrio y los medios de cultivo fueron esterilizados en
autoclave, por un periodo de 15 minutos, a 121 °C y 15 libras de presion,
mientras que los materiales de plastico fueron desinfectados con lejia
comercial (hipoclorito de sodio al 5%). Algunos procedimientos se hicieron
en la proximidad de la llama de un mechero de Bunsen, para evitar la

contaminacion durante la siembra de las cepas y medio de cultivo.

3.2.7. Aislamiento y obtencion de cepas

3.2.7.1. Técnica de la pipeta Capilar
Con una pipeta Pasteur de vidrio se vertido una gota de la muestra adaptada

sobre una lamina portaobjetos, para observarlas a través del microscopio a
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un aumento de 100X. Si Scenedesmus estuvo presente en la muestra se
coloco sobre la lamina dos gotas del medio de cultivo (1 ml-I'Y). Luego, con
una pipeta capilar se capturé a una de las células y se la colocé en la gota
del medio de cultivo. Este procedimiento se repitio hasta obtener una célula
en una gota del medio de cultivo, la misma que posteriormente fue vertida en
los vasos de una placa con 0.5 mL del medio Chu #10 y cuatro
concentraciones del Fertilizante Foliar 11N8P6K: 0.5, 1.0, 1.5y 2 ml-I*%.

La placa con las células aisladas fue expuesta a las condiciones de cultivo,
para luego ser monitoreada cada 24 horas, durante los siguientes siete dias.
En este periodo se tratd de diferenciar si el medio de cultivo se torn6 verde
como resultado del crecimiento del numero de células de la microalga.

Los medios de cultivo de aquellos vasos que presentaron un incremento en
el numero de células fueron extraidos con una pipeta de Pasteur, para luego
verterlos en un tubo de ensayo conteniendo 10 ml del mismo medio cultivo

fresco.

3.2.7.2. Técnica siembra en medio sélido

El medio preparado con 1 ml-I'* de fertilizante foliar fue solidificado con 20 g
de agar-agar en tubos de ensayo inclinados. Luego, en la proximidad de la
llama del mechero Bunsen se utilizé un aza de siembra para extraer las
células de Scenedesmus presentes en los cultivos realizados en tubos de
ensayo de 10 ml, para luego esparcirlos en la superficie sélida del medio

agarizado en tubos de ensayo de 10 ml, al cual se le coloc6 una tapa de
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algodon y se la expuso a las condiciones de cultivo. Por dltimo, se hizo el

monitoreo diario de los tubos de ensayo hasta la aparicion de colonias.

Foto 4. Tubos de ensayo conteniendo 10 ml de cultivo.

3.2.7.3. Obtencién y mantenimiento de cepas

En la proximidad de un mechero de Bunsen se usé un aza de siembra para
extraer a las colonias de Scenedesmus crecieron en la superficie sélida del
medio sélido, para colocarlas en tres tubos de ensayo de 10 ml conteniendo
5 ml de medio de cultivo (1 ml-I?* de fertilizante foliar). A los cinco dias se
vertié 0.5 ml del cultivo a un nuevo tubo de ensayo conteniendo medio de
cultivo fresco. Asimismo, este procedimiento se repitio6 durante todo el

experimento.
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3.3. Medicién de la densidad celular

3.3.1. Disefo experimental

A la proximidad de la llama de un mechero de Bunsen se vertio el contenido
de un tubo de ensayo conteniendo cultivo stock en un matraz de Erlenmeyer
de 150 ml, conteniendo 100 ml de medio de cultivo. A los cinco dias de ser
expuesta a las condiciones de cultivo, cuando el medio se torné verde, se
extrajo doce muestras de 5 ml, para ser utilizadas como inéculos en los
cultivos experimentales.

Los cultivos experimentales fueron realizados en doce matraces de
Erlenmeyer de 150 ml, los cuales fueron distribuidos en cuatro tratamientos,
con sus respectivas tres réplicas. Cada tratamiento (Tn) consistio de 95 ml
de cada concentraciones del fertilizante foliar (T1: 0.5 ml-I"%, T2: 1 ml-I*, Ta:
1.5 mllty Ta: 2 ml-It).

Los experimentos fueron realizados aplicandose el disefio completamente al
azar (DCA) de las repeticiones o unidades experimentales, dentro de tres

columnas con cuatro filas (Figura 1).

[ Fuentes de iluminacion ]
T.C TsC T./A
g
(0]
TsB T4C T-B %
Q.
(0]
T4B T.C TsA g
g.
T2A TA T.B 2.
\i}

Figura 1. Distribucion de las unidades experimentales segun el disefio
completamente al azar (DCA).
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En la Tabla 4 se muestran las concentraciones de nitrogeno, fosforo y
potasio en los cuatro tratamientos del fertilizante foliar NPK, utilizados como

medio de cultivo de la microalga aislada.

Tabla 4. Concentraciones de nitrogeno, foésforo y potasio de los cuatro
tratamientos del fertilizante foliar 11N8P6K.

Tratamiento Nitrégeno Fosforo Potasio
(Tn) (g-100 ml?) (g-100 ml?) (g-100 ml?)
T 0.5 ml-I? 0.5x10* 0.4 x 10* 0.3x10°3
T2 1.0 ml-I*? 1.1x10% 0.8 x 10* 0.6 x 103
T3 1.5 ml-I? 1.65 x 10* 1.2 x10* 0.9x10°3
T4 2.0 ml-I? 2.2 x10* 1.6 x 10* 1.2x 103

Fuente: elaboracién propia

El cultivo experimental se realiz6 en dos oportunidades. En el primer
experimento se midid el crecimiento poblacional de la microalga (densidad y
tasas de crecimiento celular), las variaciones morfologicas, los parametros
fisicoquimicos del medio, la pérdida de medio de cultivo, el tamafio de sus
células y la pérdida del medio de cultivo. En el segundo experimento, se
midio el crecimiento poblacional (densidad y tasas de crecimiento celular),
los pardmetros fisicoquimicos del medio, la relacién entre la densidad
poblacional y los costos del fertilizante foliar en el cultivo experimental de la

microalga.
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Foto 5. Cultivo experimental de la microalga Scenedesmus acutus

3.3.2. Medicién del crecimiento celular

3.3.2.1. Conteo celular

Con una pipeta de vidrio se extrajo tres muestras de 0.2 ml de cada unidad
experimental, para luego colocarlas en cubetas de 1.5 ml, conteniendo
solucion formol al 5% de concentracion. Posteriormente, se usé una pipeta
Pasteur para extraer cuatro muestras de 0.1 ml de cada cubeta, para
colocarlas en las dos celdas de la cAmara de Neubauer de 0.1 mm de
profundidad. Por ultimo, la camara de conteo fue puesta en el campo de
observacion de un microscopio compuesto Nikon, modelo YS2-T (ML), para
contar las células de Scenedesmus presentes en el cuadrante central de la
camara (32,33).

El conteo de las células presentes en cada muestra fueron realizadas en

cuatro oportunidades, haciendo un total de 12 conteos por unidad
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experimental. Los datos de cada conteo fueron almacenados en una base de

datos disefiada en la hoja de calculo Excel version 2010.

3.3.2.2. Calculo de la densidad celular
Con los registros de conteo se calculd la densidad celular de la microalga en

un mililitro de medio (células-mlt), mediante la siguiente férmula:

D=C-10% ml?

Doénde: D = densidad de cultivo en células-mlt y C = NUmero promedio de

células.

3.3.2.3. Célculo de las tasas de crecimiento celular

3.3.2.3.1. Tasa de crecimiento especifico ()
La tasa de crecimiento especifico mide el namero de generaciones
(duplicaciones) que se producen por unidad de tiempo, y representa el
balance entre adicion por reproducciéon y pérdidas por mortalidad, siendo
calculado mediante la ecuacion siguiente:
Ln (Nt/No)

At
Donde At es el espacio del intervalo de tiempo (t: - to), No es el tamafio de la
poblacion al inicio del intervalo de tiempo, y Nt es el tamafio poblacional al

final del intervalo de tiempo.
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3.3.2.3.2. Duplicacion diaria (K)
Se calcula cuando r es igual a la tasa de crecimiento especifico (1) y la
mortalidad (m) es cero, y el tiempo (t) es expresado en dias. Entonces la
tasa de crecimiento (r) puede ser convertida a duplicaciones por dia (k), por r
division del logaritmo natural de 2, segun la ecuacion:

k=pu/0.6931

Donde r es la tasa de crecimiento especifico y 0.6931 se obtiene del

logaritmo natural de 2.

3.3.2.3.3. Tiempo de duplicacién (T2)

Es la fraccién de tiempo requerido para que la poblacion algal crezca al
doble de la cantidad del periodo precedente, y se calcula mediante la
siguiente formula:

T2 =0.6931/

3.4. Evaluacién de la variacion morfolégica

3.4.1. Evaluacion del polimorfismo

La evaluacion del polimorfismo se realizdé segun lo descrito por Quevedo et
al. (13), el cual consiste en la descripcion del niumero y disposicién de las
células para formar los cenobios. Luego, se cuantifico a cada forma con la

camara de Neubauer y observaciones a través del microscopio.
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3.4.2. Medicién del tamafio de la microalga

Cuando los cultivos experimentales presentaron microalgas en la fase
exponencial de crecimiento, se utilizd una pipeta Pasteur para extraer 0.2 ml
de una réplica de cada tratamiento, para luego colocarla en una cubeta de 1
ml con 0.8 ml de medio de cultivo fresco. Posteriormente, se extrajo una gota
de cada cubeta, se la coloc6 sobre una lamina portaobjetos y se la cubri
con una lamina cubre objetos. Por dltimo, la ldmina con la gota fue colocada
en el campo de observacién de un microscopio, para medir el largo y ancho
de 30 células de Scenedesmus, utilizando una regla micrométrica

incorporada al lente ocular del microscopio (51).

3.5. Medicién de los pardmetros fisicos y quimicos

El potencial de hidrégeno (pH) y la temperatura fueron medidos con un pH-—
metro digital - WWT (pH330i) de 0.01 de sensibilidad, mientras que el
oxigeno disuelto se midié con un Oximetro digital (Ysi 55) de 0.01 ppm de
sensibilidad. Por otro lado, pardmetros como la alcalinidad célcica y el nitrito
fueron medidos con el Kit colorimétrico La Motte.

La medicion de los parametros en el primer cultivo experimental se hizo de
una pseudo-replica de 200 ml de cada tratamiento, las cuales compartieron
las mismas condiciones de cultivo. La medicion consistio en la introduccion
de los electrodos (pH-metro y Oximetro) en el interior del matraz (Foto 6).
En el segundo cultivo experimental se utilizd una jeringa de 20 ml para

extraer una muestra 10 ml de la pseudo-repeticion, para colocarla en un tubo
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de ensayo de 50 ml, evitando la formacion de burbujas. Luego, se introdujo
los electrodos del pH-metro u Oximetro en el interior del tubo de ensayo y se

colocé una tapa de algodon para evitar el ingreso de aire (Foto 7).

Foto 6. Medicion de los parametros fisicos y quimicos en el primer
experimento.

Foto 7. Medicion de los parametros fisicos y quimicos en el segundo
experimento.
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3.6. Analisis estadistico

Los registros de densidad celular, tasas de crecimiento celular y parametros
fisicoquimicos fueron tabulados de calculo Excel (Microsoft Office 2010).
Luego, se utilizo el programa estadistico BioEstat (version 5.0), para estimar
la distribucion de los datos.

Si los datos presentaron distribucion normal el analisis descriptivo consistid
de la estimacion de la media y la desviacion estandar, pero si presentaron
distribucion no normal, se procedié a estimar la media y el rango total. En
ambos casos, los datos fueron resumidos en tablas y figuras, para una mejor
presentacion y analisis.

Si los registros de densidad poblacional y las tasas de crecimiento
presentaron distribucion normal, se procedié a calcular la diferencia entre
sus medias con la prueba de analisis de varianza (ANOVA, P < 0.05) de una
via para muestras independientes, pero si los datos presentaron distribucion
no normal, se procedi6é a estimar la prueba de Kruskal Wallis (P < 0.05).

El grado de asociacion que pudo presentar la densidad poblacional con los
cuatro tratamientos del fertilizante foliar y los parametros fisicoquimicos, fue
estimado a través del indice de correlacion de Pearson (r), si variables
presentaron distribucion normal, pero si la distribucion no fue normal se

estimo el indice de correlacion de Spearman (rs).
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IV. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas de la muestra colectada

La muestra de agua de donde se aislé a la microalga fue extraida del
estanque de cultivo de paiche, Arapaima gigas. Esta muestra tuvo como
poblacién predominante a una microalga del género Scenedesmus, y como
flora acompafante a Scenedesmus quadricauda, Chlorella sp., Palmella sp.,

Crucigenia sp., Cosmarium sp., y Ankistrodemus falcatus.

4.2. Caracteristicas de la microalga aislada

La microalga aislada pertenece a la especie Scenedesmus acutus (Meyen,
1829) (Foto 8 y 9), el cual se caracteriz6 por presentar células adultas en
forma de uso, no agrupadas en cenobios, y cuya reproduccién se dio por
division de la célula madre en dos o mas células hijas de forma tipica y
atipica. Las células atipicas fueron de menor tamafio y presentaron de forma
variada. Estas formas fueron el resultado de la division acelerada de las

células, el cual inici6 antes concluir la separacién entre células hermanas.
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Fuente:http://protist.i.hosei.ac.jp/taxonomy/Chlorophyta/Genus/Scenedesmus/index.html

Foto 8. Scenedesmus acutus de una muestra natural.
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Foto 9. Scenedesmus acutus expuesto a las condiciones de cultivo en el
presente estudio.

4.3. Eficiencia del fertilizante en el aislamiento
El segundo tratamiento del fertilizante foliar (1 ml-I'Y) promovié un mayor

crecimiento de la microalga, el cual se evidencié por la apariencia verde que
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adquirié el medio de cultivo y la formacion de colonias en el fondo de los
vasos de la placa. Estos cambios fueron poco perceptibles en el menor
tratamiento (0.5 ml-IY) e imperceptible en el tercer (1.5 ml-IY) y cuarto
tratamiento (2 ml-I't), mientras que en el medio Chu #10 fue perceptible a
partir del décimo dia.

A los cinco dias de cultivo, la microalga pudo crecer y formar colonias sobre
la superficie del medio sélido (1 ml-I"Y). Luego, las colonias continuaron

dividiéndose hasta formar cultivos en los tubos de ensayo y matraces.

4.4. Primer experimento
4.4.1. Crecimiento celular de la microalga

4.4.1.1. Densidad de la microalga

Las densidades de la microalga acortaron y aumentaron sus diferencias a
los largo de la curva de crecimiento. Por ejemplo, las densidades en los
menores tratamientos (Ti1 y T2) acortaron sus diferencias en la fase
exponencial, a tal punto que coincidieron con un registro de 46.56 x 10
células-ml't, mientras que los mayores tratamientos (T3 y Ta) presentaron
densidades que pudieron diferenciarse entre si y con los menores
tratamientos, al presentar valores de 33.78 x 10 y 30 x 10* células-ml,
Posteriormente, en la fase estacionaria de crecimiento ocurri6 una mayor
diferenciacion entre las densidad de los cuatro tratamientos (Figura 2, Tabla

5).
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Figura 2. Curvas de densidad celular de Scenedesmus acutus (células-ml?)

en los cuatro tratamientos del fertilizante foliar 11N8P6K

Tabla 5. Densidad de Scenedesmus acutus en los cuatro tratamientos del
fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.

) T1: 0.5 ml-I*? T2: 1 mll? T3: 1.5 mlI? T4: 2 mlI?t
P X S X S X S X S
0 1.09 0.00 1.09 +0.00 1.09 +0.00 1.09 =0
1 1.70 +0.22 260 +0.72 1.70 0.42 2.05 +£0.52
2 10.38 +0.94 7.88 £0.69 8.85 +2.13 6.98 £2.55
3 14.20 +0.43 13.23 £2.80 7.74 £1.09 6.49 £0.33
4 2441 +£2.34 17.81 +£1.93 12.21 £1.53 11.72 +3.86
5 24.06 16.24 2719 +3.58 26.01 #4.32 22.60 +£3.70
6 26.49 +£1.05 37.36 +3.31 33.78 *4.67 30.00 +£3.33
7 46.56 +25.46 39.08 341 30.14 +5.99 27.01 +£1.61
8 4545 1221 46.56 +8.51 36.39 *4.06 29.03 +£3.56
9 51.13 £12.94 48.27 0.74 33.89 £3.84 3243 455
10 51.93 £19.71 41.35 +2.81 29.62 18.57 31.74 +5.63
11 4851 +16.38 41.85 +3.71 31.24 £9.09 28.58 £2.38
12 55.14 £21.80 4595 18.94 36.70 £15.43 29.13 £3.46
13 47.70 15.64 41.67 +12.03 46.62 9.47 2790 +4.80
14 59.53 £26.94 41.78 +6.58 48.50 +3.10 27.34 +4.40
15 58.16 £27.99 50.76 +7.03 44,16 +6.65 26.59 £4.75

Media (X) y Desviacion estandar (S)
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Las mayores densidades de la microalga estuvieron relacionados con el
incremento del tratamiento del fertilizante foliar en la fase de crecimiento
exponencial (r= -0.9366) y estacionaria (r= -0.9546) (Figuras 3y 4). Por otro
lado, los registros medios de densidad en la fase de crecimiento exponencial

en los cuatro tratamientos no presentaron diferencias (P > 0.05) (Tabla 6).
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Figura 3. Relacion entre densidad celular y los tratamientos del fertilizante
foliar 11N8P6K, primer experimento
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Figura 4. Relacién entre la densidad celular y los tratamientos del fertilizante
foliar LIN8P6K, primer experimento
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Tabla 6. Andlisis de varianza de la densidad de Scenedesmus acutus en la
fase de crecimiento exponencial, primer experimento

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 3 815.96 271.99
Error experimental 8 15.3 e+02 191.86
F calculado 1.4176

(p) = 0.3072

4.4.1.2. Tasas de crecimiento celular

Los registros medios de la tasa de crecimiento especifico (u), tasa de
duplicaciéon (K) y tiempo de duplicaciéon (T2) de Scenedesmus acutus en la
fase de crecimiento exponencial, no presentaron diferencias significativas

entre los cuatro tratamientos (P > 0.58) (Tabla 7 - 9).

Tabla 7. Analisis de varianza de la tasa de crecimiento especifico de
Scenedesmus acutus en la fase exponencial de crecimiento, primer
experimento.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados medio

Tratamientos 3 0,183 0,061

Error experimental 8 0,711 0,089

F calculado 0,6873

(p) = 0,5868

Tabla 8. Analisis de varianza de la tasa de duplicacion de Scenedesmus
acutus en la fase exponencial de crecimiento, primer experimento.

Fuentes variacion Grados de Sumade Cuadrado medio
libertad cuadrados

Tratamientos 3 0.182 0.061

Error experimental 8 0.713 0.089

F calculado 0.6795

(p) = 0.5910
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Tabla 9. Analisis de varianza del tiempo de duplicacién de Scenedesmus acutus en
la fase exponencial de crecimiento, primer experimento.

Fuentes de variacion Grgdos de Suma de cuadrados Cuadrados medio
libertad

Tratamientos 3 0.182 0.061

Error experimental 8 0.713 0.089

F calculado 0.6822

(p) = 0.5896

4.4.1.2.1. Tasa de crecimiento especifico (u)

En la Figura 5 se observa que el menor tratamiento (T1) del fertilizante tuvo
la mayor tasa de crecimiento especifico (1) (0.65 dia* + 0.36 S), seguida del
cuarto y tercer tratamiento, con registros de 0.56 dia' + 0.07 Sy 0.55 dia* +
0.07 S, respectivamente. Por UGltimo, el menor registro de 0.43 dia?
corresponde al segundo tratamiento (1 ml-I%). Asimismo, la Figura 6
muestra la relacion débil presente entre las tasas de crecimiento especifico y

los tratamientos del fertilizante (r = -0.2268).

jury
=

A
©
©
e
c 08
Qo
E
(&]
@ g ° "
(8]
2 - ° =]
° =
(]
g 04 _ =
|_

0.z

T1 T2 T3 T4

Tratamiento

Figura 5. Tasa de crecimiento especifico de Scenedesmus acutus en los
tratamientos del fertilizante foliar L1IN8P6K, primer experimento.
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Figura 6. Relacion entre la tasa de crecimiento especifico y los tratamientos
del fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.

4.4.1.2.2. Tasa de duplicacion diaria (K)

La microalga no duplicé su densidad en los cuatro tratamientos (Figura 7), y
su mayor registro fue obtenido en el menor tratamiento (0.94 dia! + 0.52 S),
seguido de los 0.81 dia® + 0.1 Sy 0.79 dia® + 0.1 S del cuarto y tercer
tratamiento, respectivamente. Por Ultimo, el menor registro (0.62 dia? + 0.12
S) corresponde al menor tratamiento (1 ml-I'Y). Estos registros no estuvieron

asociados con los tratamientos el fertilizante (r = - 0,0227) (Figura 8).

4.4.1.2.3. Tiempo de duplicacion (T2)

La microalga duplic6 su densidad en 1.64 dia! + 0.29 S en el T2, seguida del
Tscon 1.25diat £ 0.15 S, Tsy Ticon 1.28 diat + 0.15 Sy 1.29 dia* + 0.63
S, respectivamente (Figura 9). Asimismo, estos registros no estuvieron

asociados con los tratamientos del fertilizante (r = - 0.3323) (Figura 10).
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Figura 7. Tasa de duplicacion de Scenedesmus acutus en los tratamientos
del fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.
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Figura 8. Relacion entre la tasa diaria de duplicacion y los tratamientos del
fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.
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Figura 9. Tiempo de duplicacion de Scenedesmus acutus en los
tratamientos del fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.
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Figura 10. Relacion entre el tiempo de duplicacion de Scenedesmus acutus
y los tratamientos del fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.

4.4.2. Formas de la microalga

4.4.2.1. Polimorfismo de la microalga

En la muestra natural, Scenedesmus acutus presentd cenobios de 4, 6, 8 y
12 células, pero cuando fue expuesta al medio y condiciones de cultivo,
adopto la forma unicelular. Esta forma fue la Gnica que estuvo presente en

los cultivos experimentales.

Foto 10. Células libres de Scenedesmus acutus en cultivo experimental.
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4.4.2.2. Tamafo de la microalga

La microalga fue mas pequefia cuando se utiliz6 mayores concentraciones
del fertilizante (Figura 11). El menor tratamiento (T1) tuvo células de 11.77
um de largo, el cual, fue menor a los 10.87 um y 9.73 um observadas en el
segundo y tercer tratamiento, respectivamente. Asimismo, el menor registro
(9.05 um) fue obtenido con el mayor tratamiento (T4) (Tabla 10). Por otro
lado, el ancho de las células fue similar en los cuatro tratamientos, con

registros medios de 4.19 um a 4.97 um.
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Figura 11. Variacion del largo (TL) y ancho (TA) de Scenedesmus acutus en
los cuatro tratamientos del fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Tabla 10. Media y desviacion estandar (S) del largo (TL) y ancho (TA) de las
células de Scenedesmus acutus en los tratamientos del fertilizante foliar
11N8P6K, primer experimento.

Tratamiento Lar'go (cm) An(.:ho (cm)
Media S Media S

T:. 0,5 ml-I? 11.77 1,72 4.27 0,83

To. 1mll? 10.87 1,25 497 £0.18

Ts. 1,5 mlI? 9.73 1,01 4.23 +0.57

Ta. 2mlI? 9.05 1.74 419 *0.97
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4.4.3. Pardmetros fisicoquimicos del medio

4.43.1. Temperatura

El laboratorio tuvo una temperatura media de 30.9 °C, con fluctuaciones
entre 29.8 °C y 31.6 °C en la mafiana y tarde, respectivamente. Estos
registros fueron similares a las tomadas en las unidades experimentales, los
cuales presentaron una media de 30.6 °C, con variaciones en el rango de

29.7 °Cy 31.9 °C en la mafnana y tarde, respectivamente.

4.4.3.2. Potencial de hidrégeno (pH)

Los cuatro tratamientos presentaron un pH mayor al valor neutro, con
registros que se encontraron entre 7.39 (T1) y 7.45 (T4). Asimismo, el pH
incrementd levemente cuando lo hizo la densidad de la microalga y el tiempo

de iluminacién (6:00 h - 18:00 h) (Tabla 11).

Tabla 11. Registros del potencial hidrégeno (pH) en los tratamientos del
fertilizante foliar 11N8P6K, primer experimento.

T1: 0.5 mlI? T2: 1 mll? Ts3: 1.5 mlI? Ta: 2 ml-I?t
DIA° " Mafana  Tarde Maflana Tarde Mafana Tarde MafRana  Tarde
1 7.14 7.08 7.35 7.45 7.37 7.39 7.36 7.39
2 7.08 7.30 7.40 7.90 7.35 7.50 7.37 7.46
3 7.45 7.52 8.01 8.01 7.77 8.08 7.42 7.60
4 7.58 7.63 7.67 7.63 8.13 8.09 7.52 7.55
5 7.18 7.09 8.16 7.95 8.14 8.05 7.91 7.55
6 7.30 7.37 8.03 7.99 8.01 8.05 8.06 7.80
7 7.48 7.55 7.95 8.25 7.80 7.76 7.90 7.49
8 7.69 7.7 8.12 8.09 7.70 7.70 7.38 8.29
9 - - 8.02 8.10 7.63 7.94 8.26 8.21
10 - - 8.22 8.20 7.15 8.09 8.15 8.13
15 7.70 0.00 7.81 0.00 7.98 0.00 7.69 0.00
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La ausencia de registros esta asociada con la suspension de los mediciones,
debi6 a la contaminacién de las pseudo-replicas al final del experimento. Sin
embargo, mediciones realizadas a las réplicas de cada tratamiento el dia 15
de cultivo, se observé que el pH fue similar a las obtenidas en la pseudo-

repeticion de cada tratamiento.

4.4.3.3. Oxigeno disuelto, alcalinidad y nitrito

La contaminacion de la seudoréplica con otros microrganismos afecto la
concentracion de oxigeno. Estos organismos ingresaron al medio a través de
los electrodos del pH-metro y oximetro, haciendo que el medio adquiera
apariencia blanquecina, el cual fue méas pronunciada en el menor de los
tratamientos (T1) (Figura 12). Por otro lado, la alcalinidad célcica present6
concentraciones entre 16 mg-ml! (T1) a 124 mg-ml? (T4), siendo importante

la ausencia de nitrito en todos los tratamientos (Tabla 12).
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Figura 12. Media y desviacion estandar del pH en horas de la mafiana (TA)
y tarde (TB) en los tratamientos del fertilizante foliar, primer experimento.
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Tabla 12. Parametros fisicos y quimicos de los tratamientos del fertilizante
foliar 11N8P6K, primer experimento.

Parametro T:0.5mllt T2:05mllt T 0.5 mld? T4 0.5 ml-I?
Nitrito (mg-I') - - - -
Alcalinidad (mg-l™) 16 64 92 124

(-) Ausente

4.4.4. Pérdida del medio de cultivo

La pérdida de medio de cultivo en los cuatro tratamientos fue
aproximadamente 17.9 ml (17.9%). Asimismo, éste no incluye al volumen de
las muestras extraidas para la evaluacion del crecimiento celular de la

microalga.

4.4.5. Segundo experimento

4.45.1. Densidad de la microalga

La densidad de la microalga Scenedesmus acutus fue similar a la observada
en el primer experimento. Sin embargo, el menor tratamiento (T1) se
diferencié del segundo al presentar una mayor densidad (53.39 x 10%
células-ml?), seguida del segundo (46.02 x 104 células-ml?) y tercer
tratamiento (35.29 x 10 células-ml?). Por dltimo, el mayor tratamiento (Ta)
presenté el menor la densidad celular (33.58 x 10* células-mlt) (Figura 13,

Tabla 13).
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Figura 13. Curvas de densidad de Scenedesmus acutus en los cuatro
tratamientos del fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Tabla 13. Densidad de Scenedesmus acutus en los cuatro tratamientos del
fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Dias Ti: 0.5 ml-I? To: 1 ml? Ts: 1.5 ml-I? Ta: 2 ml-I?
Media S Media S Media S Media S
1 2.19 +0.98 1.30 +0.48 1.56 +0.78 1.72 +0.27
3 6.56 +2.98 5.16 +0.47 5.83 +0.50 7.35 +2.05
6 23.96 +1.74 28.70 +6.82 23.75 #4.35 2490 +3.62
9 38.33 +6.41 31.77 +1.88 40.28 +4.98 29.58 +3.07
12 37.40 +0.24 38.73 +8.96 30.83 +7.80 34.32 +5.32
14 53.39 +10.92 45.05 +5.35 35.29 +13.74 33.58 +4.98
15 40.81 +10.85 25.31 +3.33 29.43 +1.94 27.46 +3.92

4.4.6. Pardmetros fisicos y quimicos del medio de cultivo

4.4.6.1. Temperatura

Los cuatro tratamientos presentaron una temperatura media de 28.71 °C, y

temperaturas que oscilaron de 26.8 a 30.6 °C en horas de la mafiana y

tarde, respectivamente. Esta fluctuacion fue similar a la presentada en el
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interior del laboratorio, donde la temperatura fluctué de 30.5 a 29.1 °C en

horas de la mafana y tarde, respectivamente (Figura 14).

30.51 1

™ T AM AT
(n=8) (n=6) (n =8} (n=5)
¥=26.8333 ¥= 30.5819 %= 30.5454 ¥=20.1350

Figura 14. Registros medios de temperatura utilizados en el cultivo de la
microalga Scenedesmus acutus, segundo experimento.

4.4.6.2. Potencial de Hidrégeno (pH)

El nivel de pH de los cuatro tratamientos fue mayor al neutro, y su
incremento estuvo directamente relacionado con el aumento de la
concentracion del fertilizante (R?= 0.8995) (Figura 15), presentando registros

gue se encontraron entre los 7.52 £0.40 (T1) y 8.31 £0.29 (T4) (Tabla 14).
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Figura 15. Potencial de hidrégeno (pH) de los cuatro tratamientos del
fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Tabla 14. Potencial de hidrogeno (pH) en los cuatro tratamientos del

fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Dias T1 T2 T3 T4
0.5 ml-I* 1.0 ml-I* 1.5 ml-I? 2.0 ml-I?

1 7.2 7.3 7.36 7.9

3 7.46 7.68 7.63 8.03

6 8.13 8.19 8.37 8.56

9 7.84 8.45 8.41 8.58

12 7.40 8.45 8.46 8.53

15 7.08 7.98 8.21 8.28
Media 7.5183 8.0083 8.0733 8.3133

Desviacion

estandar 0.3971 0.4546 0.4637 0.2936

4.4.6.3. Oxigeno Disuelto (OD)

El aumento de la concentracion de oxigeno disuelto estuvieron directamente
relacionados con los tratamientos del fertilizante foliar y el crecimiento de la
densidad celular en la fase exponencial. En esta etapa, los registros se
encontraron en el rango de 4.02 mg:! y 5.19 mg-l%, los cuales

corresponden al menor y mayor tratamiento, respectivamente. En un sentido
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contrario, la concentracion de oxigeno disminuy6 en la fase de crecimiento

estacionario (Figura 16, Tabla 15).
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Figura 16. Concentraciones de oxigeno disuelto en los tratamientos del
fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Tabla 15. Concentraciones de oxigeno disuelto (mg-I"!) en los tratamientos
del fertilizante foliar 11N8P6K, segundo experimento.

Dias T1 T2 T3 Ta
0.5 ml-I? 1.0 ml-I? 1.5 ml-I1? 2.0ml-I?
1 3.05 3.13 3.25 3.45
3 3.55 5.4 4.88 5.68
6 4.99 5.14 5.36 5.84
9 4.45 5.8 6.9 7.06
12 4.67 5.44 4.69 5.7
15 3.38 3.36 3.08 3.4
Media 4.0150 47117 4.6933 51883
Desviacion 0.7899 1.1577 1.4167 1.4595
estandar
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4.4.7. Relacion entre la densidad celular y parametros fisicoquimicos

4.4.7.1. Relacion densidad poblacional — pH

El nivel de pH en tres de los cuatro tratamientos del fertilizante foliar (T2, Ts,
Ta) estuvo asociado con el aumento de la densidad celular de la microalga.
Sin embargo, ésta asociacién estuvo ausente en el menor tratamiento (T1)

(Figura 17 - 20).

8.2 -
2
8 4
7.8 A y = 0.0025x + 7.4564 *
R*=0.0113
L 76 - ’f/
7.4 - 4
72 1@
2
7 T T T T 1

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

Células-ml?t

Figura 17. Relacion densidad celular - pH del primer tratamiento, segundo
experimento.
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Figura 18. Relacion densidad celular - pH del segundo tratamiento, segundo
experimento.
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Figura 19. Relaciéon densidad celular - pH del tercer tratamiento, segundo
experimento.
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Figura 20. Relacion densidad celular - pH del cuarto tratamiento, segundo
experimento.

4.4.7.2. Relacién densidad celular — concentraciéon de oxigeno disuelto
El incremento de la densidad celular de Scenedesmus acutus estuvo

directamente asociado con la produccion de oxigeno disuelto en el primer
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(T1) y segundo tratamiento (T2). Por otro lado, este parametro no estuvo

asociado con el tercer (T3) y cuarto tratamiento (T4) (Figura 21 - 24).

y=1,084x-1,128
55 - R?=0,7755
2 ? .
o
3
5 43 7 *
o
G 4
o
3 3,5 \ 4
3 L
2,5 T T T 1
0 2 4 6 8
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Figura 21. Relacion densidad celular - oxigeno disuelto del primer
tratamiento, segundo experimento.

o
3]
(=]

y =0,0971x + 2,2827
R2 = 0,4494

=
=}
=1

*

Oxigeno disuelto
s o o
(4] [a=] (4]
=] =] =]

oy
=}
=1

3,50 : : : : :
0,00 1000 2000 3000 4000 50,00

Células-ml-

Figura 22. Relacién densidad celular - oxigeno disuelto del segundo
tratamiento, segundo experimento.
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Figura 23. Relacién densidad celular - oxigeno disuelto del tercer
tratamiento, segundo experimento.
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Figura 24. Relacion densidad celular - oxigeno disuelto del cuarto
tratamiento, segundo experimento.

Oxigeno disuelto

4.4.8. Costo del fertilizante foliar en el cultivo de la microalga

El uso del fertilizante foliar (11N86PK) en la presentacion de un litro de
solucion fue adquirido a un costo de 14 nuevos soles. Asimismo, en toda la
fase experimental solo se utiliz6 10 ml, lo que se traduce en términos

monetarios a un costo de 2.8 nuevos soles.
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V. DISCUSION

La microalga Scenedesmus acutus presenta confusibn nomenclatural con
Scenedesmus Obliquus, el cual tiene células de forma arqueada y
ligeramente convexas, mientras que la microalga en estudio las tiene rectas
y son de tamafio homogéneo (22,47). Sin embargo, algunos autores
consideran que ambas especies son la misma y la nombran como
Scenedesmus acutus (52).

Las técnicas de la pipeta capilar y el agar en tubo inclinado permitieron el
aislamiento de la microalga Scenedesmus acutus. Otro estudio demostroé la
eficiencia de ambas técnicas en el aislamiento de Scenedesmus
quadricauda, Scenedesmus  dimorphus, Ankistrodesmus falcatus,
Ankistrodesmus spiralis y Selenastrum sp. (14).

El crecimiento poblacional de Scenedesmus acutus en los cuatro
tratamientos del fertilizante, evidencia la capacidad de adaptacion de la
especie a nuevos gradientes ambientales (32). Esta comportamiento
también fue observado en las especies Scenedesmus quadricauda,
Scenedesmus dimorphus, Ankistrodesmus falcatus, Ankistrodesmus spiralis
y Selenastrum sp. (14).

La microalga Scenedesmus acutus adopté forma unicelular en los cuatro
tratamientos del fertilizante foliar. Esto coincide con otro estudio, el cual
atribuyd como causa a la ausencia de organismos predadores (rotiferos,
claddceros y copépodos) en el medio. Por el contrario, la presencia de estos

organismos estimul6 la formacién de colonias en 48 h (16).
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La mayor densidad de Scenedesmus acutus en la fase exponencial (59.53 x
10* células-mlt) fue menor a lo reportado en otro estudio, donde la misma
especie alcanzé los 3 x 108 células'mlt al ser cultivada con el Medio Bold
Basal (BBM) (44).

Las menores concentraciones de nitrégeno (0.5 x 104 g-I'') y fésforo (0.3 x
104 g-It) en el primer tratamiento, favorecieron a un mayor crecimiento de la
microalga. Este crecimiento fue menor a la reportada en un estudio que
utilizé concentraciones menores de Nitrogeno (4.12 x 10?2 g-I') y Fosforo
(5.34 x 102 g-I'Y), las cuales, fueron establecidas como las éptimas para la
microalga Scenedesmus acutus (44).

La fase prolongada de crecimiento estacionario en el presente estudio,
puede ser atribuida a la capacidad de Scenedesmus acutus para almacenar
polifosfatos intracelulares en forma granulos, los cuales son utilizados
cuando su concentracion disminuye en el medio circundante (44,53).

La baja densidad de Scenedesmus acutus respecto a otros reportes, puede
ser atribuida a la falta de agitacion del medio de cultivo, ya que su ausencia
ha sido asociada con el bajo crecimiento poblacional de las microalgas. En
un sentido contrario, la agitacion homogeniza los nutrientes del medio y a las
microalgas, permitiendo incrementar su exposicion a la luz, evitando el auto-
sombreado, la produccién de altas concentraciones de oxigeno fotosintético
y mejorar el uso del COz (5).

La tasa de crecimiento especifico (0.65 dial) y el tiempo de duplicacion
(1.25 dial) fueron mejores a las presentadas en otro estudio, cuando

Scenedesmus acutus fue cultivada con el medio BBM, present6 una tasa de
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crecimiento especifico equivalente a 0.3 dia! y un tiempo de duplicacién de
1.9 dia?t (44).

Los registros de intensidad luminica (3,110 lux) y temperatura (30.8 °C) en
los dos experimentos, fueron mayores a las utilizadas en otro estudio (44),
donde de Scenedesmus acutus fue cultivada a 23 °C y con una intensidad
luminica de 1,400 lux.

La capacidad de la microalga Scenedesmus acutus para dividirse y alcanzar
la etapa de crecimiento exponencial (dia 6 y 7), fue menor a lo reportado en
otro estudio, donde la misma especie alcanzo esta etapa a los nueve dias de
cultivo (44).

El crecimiento celular de Scenedesmus acutus se vio favorecido por la
temperatura de cultivo, el cual se encuentra muy cerca de la temperatura
optima (30 °C) establecida para esta especie en cultivos realizados con los
medios M-8 y Urea (54).

La relacion existente entre el incremento de pH en el medio de cultivo con el
crecimiento de la densidad de Scenedesmus acutus, también fue observada
en otro estudio que utiliz6 fotobioreactores en la producciéon de
Scenedesmus sp. una microalga que ademas de adoptar forma unicelular,
fue capaz de producir hidrégeno molecular (Hz), que luego fue transferido al
medio circundante (42).

El incremento de la concentracion de oxigeno disuelto en los cuatro
tratamientos, también fue reportado en otro estudio, donde Scenedesmus
tuvo la facultad de incrementar la concentracion de oxigeno en el medio de

cultivo a causa de su eficiencia fotosintética, el cual depende de una

52



adecuada intensidad luminica (55). En otro estudio, la produccion de
oxigeno en el medio de cultivo fue utilizado para estimar la densidad celular
de Scenedesmus sp. (56).

En el presente estudio se estimo6 que en 1,000 | de cultivo con el fertilizante
foliar 11N8P6K genera un gasto de 14 nuevos soles ($ 4,4), el cual, es
mayor a los 14.84 délares (S/. 40,06) reportados en otro estudio, donde
utilizaron un medio quimicamente puro (medio F) (57). Sin embargo, la
produccion disminuye significativamente con el uso de medios analogos,
como los fertilizantes agricolas bayfolan, nikofan y triple 17 en 1,000 I, los

cuales implican costos de 0.23, 0.14 y 0.05 délares, respectivamente (12).
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VI. CONCLUSIONES

e Las técnicas de pipeta capilar y siembra en medio sélido permitieron aislar
y obtener cultivos unialgal de Scenedesmus acutus en condiciones de
laboratorio.

e La menor concentracion del fertilizante foliar 11N8P6K (0.5 ml-I') fue la
mas eficiente, al promover un mayor crecimiento celular y la obtencién del
cultivo unialgal.

e Scenedesmus acutus fu capaz de crecer en las cuatro concentraciones
del fertilizante foliar 11N8P6K (0.5, 1, 1.5y 2 ml-I').

e La eficiencia del fertilizante foliar 11N8P6K para promover el incremento
de la densidad celular de Scenedesmus acutus fue mayor conforme
disminuy6 su concentracion.

e La densidad celular de Scenedesmus acutus en la fase de crecimiento
exponencial y estacionaria no fueron diferentes (ANOVA, P>0.05) en las
cuatro concentraciones del fertilizante foliar 11N8P6K.

e Las condiciones de cultivo tuvieron influencia sobre la forma unicelular y
tamafio de las células de Scenedesmus acutus.

e El aumento de la concentracion de oxigeno disuelto y el pH estuvo
asociado con el crecimiento celular de Scenedesmus acutus cultivado con
el fertilizante foliar 11N8P6K.

o El fertilizante foliar 11IN8P6K es un medio alternativo de bajo costo para el

cultivo de microalgas en condiciones de laboratorio.
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Vil. RECOMENDACIONES.

e Aislar a otras especies de microalgas con potencial acuicola para
obtencién de cultivos unialgales que permitan la diversificacion de las
fuentes nutricionales en la acuicultura amazonica.

e Evaluar la eficiencia de menores concentraciones del fertilizante foliar
11N8P6K sobre crecimiento celular de Scenedesmus acutus.

e Evaluar la eficiencia del fertilizante foliar 11N8P6K en la produccion
masiva, composicion nutricional y la digestibilidad de Scenedesmus
acutus.

e Realizar estudios detallados sobre las causas que influyen sobre la
variacion morfolégica de Scenedesmus acutus en cultivo unialgal

desarrollado en condiciones de laboratorio.
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