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Resumen

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con el objetivo de evaluar el rendimiento
poblacional de D. salina en diferentes medios de cultivo, para lo cual se aplicé el disefio
experimental clasico con un control y tres tratamientos con tres repeticiones cada uno.

El cultivo se realiz6 durante 15 dias en una cdmara con iluminacion en el Laboratorio de
produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque, en la que se acondicionaron
12 botellas de 2 L de capacidad. EI control de crecimiento poblacional de las microalgas fue
evaluado diariamente, para lo cual se tomé una alicuota de 3 mL de cada tratamiento,
procediendo luego a realizar el recuento de las algas en la cdmara de Neubauer de 0,1 mm
de profundidad. La cinética del crecimiento fue analizada aplicando el modelo matematico
de Gompertz interpretando los pardmetros poblacionales de cada tratamiento; asimismo,
para establecer el efecto de los medios de cultivo sobre el crecimiento poblacional, se aplico
el andlisis de varianza y prueba de Tukey. También se hicieron los registros de los
parametros fisico - quimicos del agua.

El rendimiento poblacional de D. salina fue afectado por el medio de cultivo, encontrandose
que la maxima densidad celular se dio con el medio Bayfolan en el que se obtuvo la maxima
velocidad de crecimiento, el menor tiempo para alcanzar la maxima velocidad de
crecimiento y la mayor cantidad de células en la fase estacionaria (4,03E+06 cél mL™).
Ademas, se presentd relacion directa entre el nimero de células al finalizar la fase

exponencial y la maxima velocidad de crecimiento (40 h).

Palabras clave: Cultivo de Dunaliella salina, medios de cultivo, crecimiento y

rendimiento poblacional.



Abstract

The present research work was carried out with the objective of evaluating the population
yield of D. salina in different culture media, for which the classic experimental design was
applied with a control and three treatments with three repetitions each.

The culture was carried out for 15 days in a chamber with lighting in the Laboratory for the
production of microalgae - Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque, in which 12 bottles of 2L
capacity were conditioned. The population growth control of the microalgae was evaluated
daily, for which an aliquot of 3 mL of each treatment was taken, then proceeding to count
the algae in the Neubauer chamber 0,1 mm deep. The growth kinetics were analyzed
applying the Gompertz mathematical model, interpreting the population parameters of each
treatment; likewise, to establish the effect of culture media on population growth, analysis
of variance and Tukey's test were applied. Records of the physical-chemical parameters of
the water were also made.

The population yield of D. salina was affected by the culture medium, finding that the
maximum cell density occurred with the Bayfolan medium, in which the maximum growth
speed was obtained, the shortest time to reach the maximum growth speed and the greater
amount of cells in the stationary phase (4,03E+06 cell mL™). In addition, there was a direct
relationship between the number of cells at the end of the exponential phase and the

maximum growth rate (40 h).

Keywords: Culture of Dunaliella salina, culture media, growth and population yield.



Introduccion

La acuicultura de las microalgas constituye el futuro, asi como la parte esencial de la
denominada “revolucion verde” en post de un planeta sostenible, generando alimentos para
el ser humano, piensos y aditivos alimentarios para la agricultura y la acuicultura (Lluis,
José, Minguez, Pavés, Montafiez y Diaz, 2021).

Asimismo, dicha revolucion alcanza mayor importancia en cuanto al tratamiento de
aguas residuales, generando con ello biofertilizantes y biopesticidas sostenibles y rentables.

El cultivo de microalgas representa una actividad de importancia econémica que
provee la produccion de alimentos, materia prima de uso industrial - farmacéutico y en la
generacion de organismos Vvivos para la reproduccion, repoblacion u ornamentacion.

Dentro de las microalgas més destacadas encontramos al género Dunaliella debido a
su excepcional habilidad para proliferar en ambientes con un gran intervalo de salinidad,
estos organismos, en especial D. salina y D. tertiolecta se encuentran entre las especies mas
estudiadas para realizar cultivos masivos. Su gran capacidad extremofila y eurihalina se debe
a que son capaces de acumular masivamente glicerol en su interior (50% en peso seco) como
respuesta al estrés osmotico del medio (Chitlaru y Pick,1991, Das y Arora, 2001).

Considerando esta situacion panoramica, se ha realizado el trabajo de investigacién
titulado: Rendimiento poblacional de D. salina (Chlorophyceae) en diferentes medios de
cultivo, que tuvo como objetivo: Evaluar el rendimiento poblacional de D. salina en
diferentes medios de cultivo; habiéndose formulado el problema: ; Cémo afecta el medio de
cultivo, el rendimiento poblacional de D. salina en un sistema controlado?; al cual se plante6
como hipdtesis: El rendimiento poblacional de D. salina serd mayor con el medio de cultivo
Bayfolan; empleandose en este un Disefio Experimental Clasico con un control y tres

tratamientos experimentales con tres repeticiones, respectivamente.



Marco Tedrico
Antecedentes
Ahora, referente al desarrollo efectuado en esta investigacion, se tomd en

consideracién las experiencias en el cultivo de la especie materia de estudio.

En el caso de cultivo bajo diferentes salinidades:

Aguilar (1995), cultivd D. salina en distintas concentraciones de salinidad (1M;
1,5M; 2M; 2,5M; 3M; 3,5M; 4M; 45 M y 5 M) en donde la maxima densidad algal se
produjo a 1,5 M con 4,603x10° céls.ml™ en la cepa de Chimus; los cultivos se desarrollaron
con el medio Johnson modificado (J/1), en un pH de 7,5y con una temperatura promedio de
29,9 + 1C°.

Serpa y Calderén (2005), cultivaron cuatro cepas de D. salina provenientes de las
salinas de Los Chimus, Huacho, Chilca y Otuma; en un medio enriquecido se probaron
diferentes niveles de salinidad 1,5 M; 2,5 M; 3,5 My 4,5 M, en el que se expusieron a un
fotoperiodo de 12:12, con una densidad de flujo fotonico de ~272 uE/m?.s. en donde present6
una temperatura semicontrolada que abarco desde 19,9 a 30,4 C°; ahora concerniente a la
cepa de Huacho, esta obtuvo en el dia 21 con 1,5M un nivel de clorofila de 2,04 mg/l. asi
como una gran densidad celular y concentracion de carotenoides ascendiendo a 724 467
células/ml y 1,97 mg/l respectivamente.

Suarez (2012), cultivo dos cepas de D. salina bajo dos salinidades de 1,5M y 2,5M
en estanques con material de elaboracion diferente (vidrio, plastico traslucido y plastico de
color blanco); en la salinidad de 1,5 M la densidad obtuvo 9 849 000 cel./ml. y en el caso
de 2,5 M la densidad alcanzé 4 410 000 cel./ml.; se desarrollaron en luz artificial (7200 lux),
con una temperatura de 27 °C a 30 °C y con medio de cultivo de agua de mar tratada y
nutrientes, en donde el estanque de plastico blanco fue el mas eficiente con una salinidad de
1,5M.

Moncayo (2014), cultivd Dunaliella sp. en diferentes concentraciones de salinidad
(0,1 M; 0,5 M; 2 M) y de nitrégeno (2 mM, 10 mM, 20 mM), siendo que el dia 18 registro
la maxima densidad celular con 2,7x10” cél/ml en 0,5 M y 20mM; se desarrollé con una
intensidad luminica bilateral de 285 pmol/m2s?, fotoperiodo 12:12 luz: oscuridad,

temperatura de 25°C + 2°C y un pH 7,5 usando el medio de cultivo Johnson.



Garcia, Lopez, Medina, Garcia y Fimbres (2020), cultivaron D. tertiolecta bajo tres
salinidades (35, 45 y 55 UPS) y tres concentraciones de nitrégeno (F, F/8 y F/16), donde
la maxima densidad celular se dio a 35 UPS en el medio F con 2,94 x 108 + 4,51 x 10° cél
mL; el cultivo se desarroll6 con una iluminacién 274+52,5 umol fotéon m™ seg™. a una
temperatura de 20£1°C.

Teniendo en cuenta los trabajos experimentales en cultivo bajo diferentes
fuentes de nitrdgeno, se aprecia:

Serpay Calderdn (2006), cultivaron cuatro cepas de D. salina Teod. provenientes de
Huacho, Chilca, Otumay los Chimus, con cinco fuentes de nitrogeno (NOsNHa, SO4(NHa4)2,
NO:sK, NOsNay Urea); al dia 27 del cultivo se obtuvo la maxima densidad celular en la cepa
proveniente de Huacho SO4(NHa). con 431 633 células/ml; en cuanto a la concentracion de
carotenoides totales se obtuvo la mayor cantidad en la cepa de Chilca con 2,3129 (mg/l) y
por ultimo tenemos que la maxima concentracion de clorofila se dio en la cepa de Chilca
con 2,1753(mg/l).

Tejeda, Henao, Alvear y Castillo (2015), cultivaron a Chlorella sp. y D. salina con
diferentes concentraciones de pH y nitrégeno (mg L™); en el caso de D. salina, alcanzé una
méaxima concentracion celular en el dia 6 con 1,15x10° células mL™?; pH 8,5y 0,1 mg L*
concentracion de nitrégeno, en cambio Chlorella sp. presenté una maxima concentracion
celular en el dia 14 con 2,6x107 células mL™, pH 7,5 y 0,1 mg L concentracion de
nitrégeno; en cuanto al contenido de lipidos, se obtuvo que Chlorella sp., con el 40,23 %,
presento la mayor cantidad de lipidos a comparacion de D. salina que obtuvo el 23,48 %;
estos cultivos se desarrollaron con el medio Conwy modificado.

Respecto al cultivo con diferentes medios:

Fimbres, Mercado, Murguia y L6pez (2010), cultivaron Dunaliella sp. con f/2 de
Guillard, asi como Ryther (control) y los medios f/4, /6 y f/8 como medios limitantes en
nitrogeno; la mayor densidad celular se dio en el medio /2 con 1,2 x 108 cél/mL, mientras
que en el medio f/4 se mantuvo entre 0,7 y 0,8 x 10° cél/mL y en los medios /6 y f/8 fluctu6
entre 0,3 y 0,5 x 10° cél/mL; en el caso de la produccidn de la biomasa se increment6 de 100
a 436 pg/cel. (picogramos/célula) conforme disminuyd la cantidad de nitrogeno en el cultivo;
el cultivo se desarrolld a una temperatura 26 £ 1 C° con una aireaciéon e iluminacion
constante.

Lopez y Pantoja (2016), cultivaron D. salina con el extracto acuoso de lodo

originario de un cultivo de concha de abanico, asi como el contenido de B caroteno, en



condiciones de laboratorio. Se utilizo en dosificaciones de 20, 40 y 60 ml.L™, los que fueron
contrastados con el tratamiento control (Guillard f/2); obteniendo un méximo desarrollo
poblacional de 7,2 x 10° cél mL™* en el tratamiento de 40 ml.L *; ahora, referente al B-
caroteno, se alcanzd un maximo de 29,487 mg.L™ con el medio control; concluyendo que
los tratamientos con extracto acuoso obtuvieron un maximo desarrollo celular y un menor
contenido de B-caroteno tomando como referencia al control; el cultivo se desarrollé en un
rango de pH 7,50 a 9,57 con una temperatura entre 26,20 a 26,63 °C.

Bases Tedricas

Desarrollo de microalgas bajo diferentes medios de cultivo

Yahaut y Mota (2006), cultivaron tres microalgas (D. salina, Tetraselmis chuiie e
Isochrysis galbana) con medio End-Schereiber a una temperatura 24 - 28 C°, con una
salinidad de 34 ppm e iluminacion constante de 40 W; encontrando que Isochrysis galbana,
logro la mayor concentracion algal en el menor tiempo de cultivo, seguida de D. salina.

Zepeda (2017), cultivé Dunaliella sp. en dos medios (Guillard y Johnson),
encontrando que las concentraciones maximas se alcanzaron el dia 14, pero con mayores
valores para el medio Guillard.

Calderon y Serpa (2003), cultivaron D. tertiolecta en medio de cultivo Paraquat, bajo
diferentes concentraciones (0,001; 0,002; 0,004; 0,008; 0,01; 0,02; 0,04 ppm) y en dos
ambientes (externo: 20,5-23,5 C° e interno: 18,25-23 C°); siendo el ambiente exterior el que
logré la mejor maxima densidad celular, en menor tiempo de cultivo.

Ortiz, Cortés, Sanchez, Padilla'y Otero (2012), cultivaron Chlorella sorokiniana bajo
tres medios (Sueoka, Guillard y (Remital y fertilizante NPK: 1, 2, 3, 4, 5¢/l)), logrando la
méaxima densidad celular con el medio Remital (1g/L) con 86,5+0,75 x 10’ células/ml;
desarrollado en un fotoperiodo de 12 h, con una intensidad luminosa de 2629 + 306 lux, y
temperatura de 24 + 2°C.

Arenas, Rodriguez, Vega, Juantorena y Sebastian (2015), cultivaron Verrucodesmus
verrucosus bajo diferentes medios de cultivo (lixiviados organicos de elefante, lombriz,
borrego, agua residual y Bayfolan forte); logrando la méxima densidad celular en el medio
Bayfolan y el agua residual con 14 000 000 cel/ml, y obteniendo a la vez la maxima
produccion de lipidos.

Escuredo (2014), cultivd Haematococcus sp con fertilizantes como el Miracle Gro,

Plantafol, Nitrocel+agro-K y Bayfolan, utilizando a Basal Bold como control, empleando



tres intensidades de luz (60, 80 y 100 umol ms?), alcanzando la maxima densidad celular
con el medio Plantafol con 72,0x10% cél. mL™ a una intensidad de luz de 60 pmol.m?. s,

Zare (2018), cultivd Tetraselmis suecica bajo tres fertilizantes (FBRT, Yashima,
Bayfolan forte), a una Temperatura de 21+2 °C, salinidad de 30 UPS y fluorescentes de 40
W, logrando la maxima densidad celular en el medio FBRT con 142,816 x 10* cél ml™.

Zevallos (2017), cultivd Ankistrodesmus sp, Tetraselmis striata y Stichococcus sp.
en dos medios (F/2 Guillard y Bayfolan); siendo la maxima densidad celular en el medio
Bayfolan con concentraciones de 5,55x10° cél/mL; 7,85x10° cél/mL y 6,35x10° cél/mL en
comparacion con el medio Guillard que obtuvo las menores concentraciones 2,69x10°
cél/mL; 4,68x10° cél/mL y 5,82x10° cél/mL.

Mercado (2016), cultivé Scenedesmus Obliquus var. Dimorphus (TURPIN) bajo tres
medios (Bayfolan, Guillard, BG-11), a temperatura de 22 °C y pH = 8; obteniendo la maxima
densidad celular con el medio Bayfolan Forte con 3 451 500 unidades celulares, siendo el
valor promedio de la biomasa de 243 mg. I"t/d y el valor promedio de lipidos con 82,79 %.

Mamani (2018), cultivé Chaetoceros gracilis bajo cuatro medios (Kelpway,
Panteranitro, Bayfolan y F/2 Guillard), a una temperatura de 20 = 0,5 °C, con una intensidad
luminica de 3000 Lux, pH promedio de 8,30 y salinidad 33,2 UPS, alcanzandose la maxima
densidad celular con Bayfolan: 1,75 x 108 cel/ml.

Morfologia y caracterizacion de la microalga D. salina

Parra, Gonzélez, De la Rossa, Cifuentes y Conejeros (1990), indicaron que D. salina,
presenta células de forma elipsoidal a cilindrica, siendo su forma muy variable bajo
condiciones de cultivo. Posee dos flagelos isomorfos de igual tamafio y de una longitud
similar al cuerpo celular. Carece de pared celular. Su tamafio celular varia entre 10-29 pm
de longitud y de 8-21 um de ancho.

Suarez (2012), nos manifiesta que D. salina, no disputa por el agua ya que habita en
medios hipersalinos, motivo por la cual dicha microalga no tiene competidores, patégenos o
depredadores; no presenta pared celular, lo cual la hace mucho mas digestible, tiene un gran
contenido de carotenoides y capacidad nutritiva para utilizarla como alimento.

Borowitzka y Silva (2007), exponen que Dunaliella presenta células de forma
elipsoidal, ovoide a casi esféricas, piriformes o fusiformes, las cuales al ser sometidas a
condiciones extremas son esféricas durante algin para después retornar a su estructura

inicial.



El tamafio celular estd inversamente correlacionado con la tasa de crecimiento
(Uriarte, Farias, Hawkins y Bayne, 1993) y puede cambiar ligeramente con las condiciones
de crecimiento y la intensidad de la luz.

Las células rojas de D. salina son significativamente mas grandes que las
amarillas/naranjas de D. parva y las verdes de D. viridis y D. tertiolecta (Massyuk, 1973,
Ginzburg y Ginzburg, 1985), por lo cual el tamafio de la célula es un caracter taxonémico

atil.



Material y Métodos
Lugar de ejecucién

El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de cultivo de microalgas de
la empresa Bioperu vida - S.A.C, situada en el distrito, provincia y departamento de
Lambayeque.

El Laboratorio de cultivo de microalgas conté con los siguientes ambientes:
Sala de Microscopia

En este ambiente se realizd las observaciones del indculo y de los cultivos de D.
salina en los diferentes niveles de siembra (Figura 1), asi como la preparacion de los medios
de cultivo y la esterilizacion de los materiales de laboratorio.

Sala de siembra

Area donde se recepciond el agua de mar, para ser filtrada con una malla de nytal de

20 um, para que posteriormente se desarrolle D. salina en todos los niveles (Figura 2).
Sala Cepario

Area en donde se mantienen las cepas de microalgas y cultivos en diferentes fases de
desarrollo (Figura 3) con aireacion e iluminacién con fluorescentes de 40 watts
permanentemente.

Sala de lavado y secado del material

Area en el que se realizo el lavado, desinfeccion y secado del material para su uso.
Limpieza y desinfeccion

El paso previo al inicio de la fase experimental, fue la limpieza y desinfeccion de los
ambientes a utilizar como las salas de microscopia, siembra, cepario, lavado y secado del
material.

El material de plastico y vidrio se lavo con agua potable y colocado en solucién de
hipoclorito de sodio durante 24 horas, seguidamente se emple6 agua para enjuagarlo,
dejandose secar, para asi cubrir con papel aluminio el segundo material antes mencionado,
y de esa manera se concluya esterilizdndolo a 100 °C, durante 2 horas en la estufa marca
INCASOL.

Tratamiento del agua

El agua fue extraida de la Caleta San José, filtrada con una malla nytal de 20 micras,

luego se sometio a autoclave a 100° C y se dejo enfriar, para posteriormente ser depositada

en un recipiente de pléastico de 18 L previamente desinfectado y esterilizado. (Figura 4).



Figural
Sala de microscopia del Laboratorio de produccién de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.

Figura 2
Sala de siembra del Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.

Figura 3

Sala cepario del Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.

Siembra en tubos Siembra en matraces Siembra en botellas
Figura 4

Procedimiento del tratamiento del agua de mar

Filtrado de agua de_z mar Agua de mar filtrada Recipiente de 18L
con malla de 20 micras (hierve a 100°C) (envasado final)



Obtencidn de la Cepa

La microalga D. salina fue aislada de la muestra de agua proveniente de un humedal
ubicado cerca al distrito San José, provincia y departamento de Lambayeque (6°46°10,3” S
79°57°14,0” W), (Figura 5) y fue recolectada con un balde de 5 L de capacidad, luego filtrada
mediante una malla de 20 micras y vaciado en botellas de vidrio estériles y trasladadas al
Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C (Figura 6), donde se realizé
el aislamiento de D. salina utilizando un microscopio binocular marca Boeco.

Asimismo, se recabaron los parametros fisico - quimicos del agua: temperatura (C°),
salinidad, pH y color aparente (medio visual).
Adaptacion y purificacion de D. salina

A través de una pipeta Pasteur se tom6 1mL de indculo de la cepa D. salina 'y se le
afiadio 9 mL de agua de mar nutrida a los tubos de 15 mL con medio Guillard F/2 (Guillard,
1975) (Figura 7). Diariamente se realiz6 una disminucion gradual de la salinidad (300 UPS
a 36 UPS), observandose que el color varié de anaranjado a verde, después de 7 dias.

Los tubos, previamente rotulados, se ubicaron en la sala del cepario y se mantuvieron
a 26°C, con agitacion manual.

Disefio experimental

La comprobacion de la hipdtesis se realizé a través del Disefio Experimental Clasico
con tres tratamientos y un control con tres repeticiones cada uno: Medio Guillard (control):
R1, R2 y R3; Medio Nutafol (Tratamiento 1): R1, R2 y R3; Medio Vitafol (Tratamiento 2):
R1, R2 y R3y Medio Bayfolan (Tratamiento 3): R1, R2 y R3 (Tabla 1).

Para materializar el disefio experimental se realizaron los siguientes pasos:

Primero: Se preparo soluciéon de agar agar con agua nutrida, esterilizada a ebullicion y
enfriada; para de ahi, vaciarla a placas Petri; luego, haciendo uso de un asa de platino estéril,
se tomo el indculo del tubo de 15 mL, donde se realizo la adecuacion de la cepay se transfirio
a las placas, en las cuales se permitid el desarrollo de D. salina durante treinta dias, a

temperatura ambiente (Figura 8).

Segundo: Las células de D. salina que desarrollaron en las placas Petri, fueron sembradas
en tubos de ensayo de 15 mL de capacidad que contenian 10 mL de agua nutrida, los cuales

se taparon con algodon y se agitaron manualmente durante trece dias (Figura 9).
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Figura 5

Ubicacidn geogréfica del lugar de recoleccién de la microalga D. salina, ubicado en el

Departamento de Lambayeque

Humedal salobre

6°46°10.3” S 79°57°14.0” W

Ubicacion del humedal salobre mediante
GPS

Figura 6
Procedimiento realizado en la recoleccion de muestra de agua para identificacion y

aislamiento de D. salina (A) y Vista al microscopio 10x (B)

-

Recoleccion

Cepa de la microalga
D. salina

(A)

Vista microscopica 10x

(B)



Figura 7

Flujograma de adaptacién de la microalga D. salina

Adaptacion de la microalga

Dunaliella salina

Cepa Dunaliella
salina

Tubos
15mL

9mL

agua
nutrida

+

| mL

Inoculo
Dia de siembra

Cada dia se le hizo una disminucion de
salinidad 300UPS-36 UPS

Obtuvo una
variacion de color
anaranjado a
verde

Dia 7

11



12

Tabla 1
Disefio experimental, denominacién de los tratamientos y poblacion inicial de D. salina,

cultivada en el Laboratorio de produccién de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.,

Lambayeque
Tratamientos Repeticiones Poblacion inicial
(cél mLY)
R1 1,00E+05
Medio Guillard R2 1,03E+05
R3 1,05E+05
R1 1,03E+05
Medio Nutafol R2 1,00E+05
R3 1,05E+05
R1 1,08E+05
Medio VitaFol R2 1,05E+05
R3 1,03E+05
R1 1,00E+05
Medio Bayfolan R2 1,08E+05
R3 1,03E+05
Figura 8

Siembra en placas

Vaciado del agar agar
en placas Petri

Dilucion del agar Toma del inéculo

agar en _horno del tubo con un asa Estriado
_ clectrico de platino estéril
Figura 9

Siembra nivel 15 mL (Tubos)

Dia 0 Dia 10
Siembra de in6culo
en tubos de 15 mL
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Tercero: El contenido de tres tubos de 15 mL con el in6culo de D. salina, fue colocado en
matraces de 500 mL que se enrasaron a 300 mL de agua nutrida, se taparon con algodoén y
se agitaron. Los matraces fueron rotulados con el nombre de la especie y fecha de siembra,
colocandose en la sala de cepario con aireacion lenta por un lapso de diez dias a 28°C (Figura
10).
Cuarto: De los matraces de 500 mL, se tomaron 150 mL de in6culo y se adicionaron a
botellas de 2L de capacidad, las cuales se enrasaron a 1L con agua nutrida con los medios
experimentales: Medio Guillard (F/2), Medio Nutafol, Medio VitaFol, y Medio Bayfolan,
cuya composicion se presenta en las (Tablas 2,3,4 y 5). Finalmente, se les colocé tapdn y un
paliglobo plastico conectado a las mangueras de aireacion, por quince dias, manteniendose
en condiciones controladas los parametros fisico - quimicos (Figura 11).
Todo el proceso se realiz6 en la camara de cultivo (Figura 12), hecha a base de melanina de
dimensiones 3,05 m largo x 70 cm ancho x 1m de altura, dividida en cuatro compartimentos,
cada uno con dos fluorescentes (20 watts). La aireacion se suministro mediante un Blower
(0,2 Hp), adaptando mangueras y paliglobos color blanco para el paso del aire hacia el
cultivo.
Parametros fisico-quimicos
Temperatura ambiental

El control de la temperatura ambiental de la sala cepario, se realizd6 mediante un
termometro protegido de rango 0 a 120° C marca Boeco. El registro se realizé diariamente a
las 9 hy 16 h, durante la etapa del cultivo.
Temperatura del agua del cultivo

Se realiz6 con un termémetro digital de rango 0 a 100 ° C marca Babyly. El registro
se realizé diariamente a las 9 h y 16 h, durante la etapa del cultivo en botellas de 2L.
pH

Se registré diariamente usando Universal Test Paper cintas de pH con una escala de
0 - 14, en forma diaria a las 10 h.
Salinidad

La salinidad se registro diariamente, usando el refractometro ATC con un rango de
0 -100 UPS (unidades practicas de salinidad).



Figura 10
Siembra nivel 500 mL (Matraces)

Siembra de indculo
en matraces

Tabla 2

Composicién del medio Guillard F/2

Dia0

Componente Solucidn stock Cantidad
NaNOs 75 g/L dH20 1mL
NaH2PO4.H20 5g/L dH20 ImL
NazSi03.9H20 30 g/L dH20 imL
Solucién de metales trazas 1mL
FeCls.6H20 3159
Na2EDTA.2H:0 4,369
Cu SO4.5H20 9,8 g/L de H20 ImL
Na:Mo0O4. 2H20 6,3 g/L de H20 imL
ZnS04.7H0 22,0 g/L de H20 1mL
CoCl2.6H20 10,0 g/L de H20 1mL
MnCl2.4H.0 180,0 g/L de H20 1mL
Solucién de vitaminas 0,5mL
Tiamina HCL (vitamina By) 200 mg
Biotina (vitamina H) 1,0 g/L de H20 imL
Cianocobalamina (Vitamina B12) 1,0 g/L de H20 1mL




Tabla 3

Composicidn del fertilizante Nutafol 20-20-20
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Nutafol 20-20-20

Composicion quimica

Nitrogeno (N) 20%
Fésforo (P20s) 19,2%
Potasio (K20) 19,3%

Micronutrientes
Magnesio (Mg) 0,5%
Hierro (Fe) 0,026%
Cobre (Cu) 0,03%
Zinc (2Zn) 0,03%
Boro (B) 0,05%

Manganeso (Mn) 0,0028%
Cobalto (Cb) 0,0001%

Molibdeno (Mo) trazas

Vitaminas B-C trazas

Humectantes 0,5%

Algas marinas trazas
Aminoécidos trazas
Acido félico trazas
Tabla 4
Composicion del fertilizante VitaFol NPK 20-20-20
VitaFol NPK 20-20-20
Composicién quimica
Nitrogeno 20%
Fosforo 20%
Potasio 20%
Hierro 1%
Magnesio 1%
Zinc 0,5%
Cobre 0,025%
Manganeso 0,4 %
Boro 0,3%
Molibdeno 0,03%
Cobalto 0,0005%
Niquel 0,0005%
Vitamina B1 0,025%
2%

Acidos carboxilicos




Tabla 5
Composicion del fertilizante Bayfolan 11-8-6

Bayfolan 11-8-6

Composicidn quimica

Nitrogeno total(N) 11,470%
Clorhidrato de tiamina 0,004%
Fésforo(P20s) 8,000%
Azufre(S) 0,230%
Potasio(K20) 6,000%
Calcio (Ca) 0,025%
Boro(B) 0,036%
Cobalto (Co) 0,002%
Cobre (Cu) 0,040%
Manganeso (Mn) 0,036%
Fierro (Fe) 0,050%
Magnesio (MgO) 0,025%
Molibdeno (Mo) 0,005%
Acido Indol Acético 0,003%

Zinc (Zn) 0,080%
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Figura 11
Preparacion de los diferentes medios en botellas de 2 L

Material esterilizado Materiales - Componentes
Guillard

Preparacion de
medio Guillard

Hlar B

Materiales - Componentes

utafol Preparacion de Materiales - Preparacion de
medio Nutafol Componentes medio VitaFol
VitaFol

Materiales -Componentes
Bayfolan

Preparacion de
medio Bayfolan



Figura 12
Siembra de D. salina en biorreactores de vidrio
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Determinacion del Crecimiento poblacional de D. salina

Al respecto, se debe sefialar que dicho control se realizé de manera diaria, para ello,
haciendo uso de una pipeta se tomo una alicuota de 3 mL de las 12 botellas de cultivo
(Figural3) y se vacio en viales de 5 mL; para de ahi, realizar el recuento celular con camara
de Neubauer de 0,1 mm de profundidad (Figura 14).

Finalizada la fase experimental del cultivo, a fin de determinar diferencias
significativas en el desarrollo de D. salina entre repeticiones de cada medio, se desarrollé el
analisis de varianza simple (Ostle, 1994):

Yij = U + Ai + Eik

Posteriormente, se promediaron las poblaciones de las repeticiones en cada
tratamiento y se aplicé el analisis de varianza para un modelo factorial de dos factores fijos
(Ostle, 1994):

Yijk = U + Ai + Bj + (AB)ij + Eijk

Donde:
Yijk: Una medicion cualquiera
U: Numero de cél mL™*
Ai: Efecto del factor repeticiones para el primer modelo y del factor medios de cultivo para

el segundo modelo, sobre el crecimiento de D. salina.
Bj: Efecto del factor tiempo sobre el crecimiento de D. salina.
(AB)ij: Efecto de la interaccion de los dos factores sobre el crecimiento de D. salina.
Eijk: Error experimental
Se plantearon las siguientes hipotesis:
Ho: El factor repeticiones, para el primer modelo y el factor medios de cultivo, tiempo e
interaccion, para el segundo modelo, no afectan el crecimiento y la produccion de D. salina.
Ha: El factor repeticiones, para el primer modelo y el factor medios de cultivo, tiempo e
interaccion, para el segundo modelo si afectan el crecimiento y la produccion de D. salina.
Las decisiones se tomaron teniendo en cuenta lo siguiente:
Aceptar Ho si P es mayor que 0,05
Aceptar Ha si P es menor o igual que 0,05

La comparacion de las medias, se realizd a través de la prueba de rango multiple de

Tukey.
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Los andlisis estadisticos fueron procesados con una Laptop hp con procesador Intel
Core i5 — Sistema Operativo Windows 10, utilizando los programas: Excel, Minitab 19 y
Statistica 13.3, con un nivel de significacion de 0,05.
Figura 13
Camara de cultivo de D. salina ubicada en el Laboratorio de produccion de microalgas -

Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque

C_:ontrql Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Medio Guillard Medio Nutafol Medio VitaFol Medio Bayfolan

. )
’

| -y A\ AN AN 9 \—‘ N \

Figura 14

Extraccion y distribucién de muestra (D. salina) en la camara Neubauer

Extraccion de indculo Distribucion de inéculo
en cdmara Neubauer



21

Andlisis estadistico
Cinética del crecimiento de D. salina

La cinética del crecimiento de D. salina, fue analizada mediante el modelo
matematico de Gompertz modificado (Castro, Valbuena, Sanchez, Brifiez, Vera y Leal,
2008):

Log Nt = A + C*exp(-exp(-B(t-M)))
Donde:
Log Nt: logaritmo decimal de los recuentos celulares (log (cél mL™)) al tiempo (t)
en horas.
A: logaritmo decimal de los recuentos celulares iniciales (log (cél mL™)).
C: logaritmo decimal de la diferencia de la poblacion final e inicial en la fase
estacionaria (log (cél mL™)).

M: tiempo para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (horas).

B: velocidad de crecimiento maxima relativa al tiempo M (log (cél/ mL /h)).
Los parametros sefialados se estimaron mediante el software Statistica 13.3 y posibilitaron

el célculo de los indicadores poblacionales de crecimiento, con las férmulas siguientes:

umax. =B * Cle

pumax = Velocidad maxima especifica de crecimiento,
dada en (log (cél /ml/h))y,e=2,7182. .................. (n)
A=M-1/B

A = Fase de adaptacion en horas.

Tg=Ln2/u

Tg= Tiempo de generacion en horas

MDP = A+C

MDP = Maxima densidad poblacional dado en (log (cél mL™)).



Resultados
Morfologia y taxonomia
Morfologia de D. salina

D. salina, presentd células cuya forma vario de cilindrica a elipsoidal, su tamafio
celular oscil6 de 10 a 12 um (Figura 15)

La microalga recolectada en ambiente natural present6 un color anaranjado, el cual,
al ser aislada y sembrada, después de 7 dias vird a verde (Figura 16)

Clasificacion Taxonomica
Division: Chlorophyta
Clase: Chlorophyceae
Orden: Volvocales
Familia: Dunaliellaceae
Género: Dunaliella
Especie: D. salina (Teodoresco)
Crecimiento de D. salina

El crecimiento poblacional de D. salina en las repeticiones de cada tratamiento y el
control, presentd claras diferencias, apreciandose también, que todos los tratamientos
superaron al control y que los valores mas altos del nimero de células se obtuvieron en el
medio Bayfolan (Tabla 6).

Las diferencias observadas en el crecimiento poblacional entre repeticiones de cada
tratamiento, no evidenciaron significacion estadistica a través del andlisis de varianza (p:
0,513, p > 0,05).

No habiendo diferencias entre las repeticiones, se obtuvieron los promedios para
cada tratamiento, evidenciandose que la mayor densidad poblacional de D. salina se alcanz6
con el medio Bayfolan. (Tabla 7). El analisis grafico del crecimiento diario (Figura 17),
permitio reconocer que el mayor crecimiento poblacional fue con Bayfolan al evidenciarse
desde el dia 1 de cultivo.

El analisis de varianza (Tabla 8) aplicado al promedio de crecimiento poblacional en
los medios de cultivo, manifesto diferencias significativas, sefialando que el crecimiento fue
afectado por los tratamientos, asi como el tiempo e interaccion de estos factores.

Las pruebas de Tukey (Figura 18), ratificaron estadisticamente, el mayor crecimiento

poblacional de D. salina en el medio Bayfolan, superando a los medios Nutafol, VitaFol y



Figura 15
Medicion de la microalga D. salina en el microscopio invertido

Figura 16

Microalga D. salina
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Tabla 6

Crecimiento diario en cada tratamiento con sus repeticiones, de D. salina, cultivada en el Laboratorio de produccion de microalgas -

Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque

24

Tratamientos Repeticiones

Tiempo (Dias)

Inicio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

R1 1,03E+05 2,45E+05 4,65E+05 9,40E+05 1,08E+06 1,17E+06 1,23E+06 1,30E+06 1,42E+06 1,49E+06 1,61E+06 1,94E+06 1,89E+06 1,72E+06 1,59E+06 1,38E+06

vall.li:;(c))l R2 1,00E+05 2,30E+05 3,05E+05 4,09E+05 8,98E+05 1,00E+06 1,41E+06 1,49E+06 1,51E+06 1,51E+06 1,67E+06 1,72E+06 1,64E+06 1,53E+06 1,43E+06 1,27E+06
R3 1,05E+05 2,83E+05 3,33E+05 4,15E+05 7,55E+05 8,03E+05 9,50E+05 1,25E+06 1,29E+06 1,43E+06 1,53E+06 1,65E+06 1,41E+06 1,33E+06 1,27E+06 1,20E+06

R1 1,08E+05 2,95E+05 4,14E+05 7,13E+05 9,49E+05 1,47E+06 1,62E+06 2,10E+06 2,24E+06 2,44E+06 2,97E+06 2,45E+06 2,38E+06 2,27E+06 2,16E+06 1,94E+06

\'::I;(::izl R2 1,05E+05 3,25E+05 4,23E+05 6,93E+05 1,55E+06 1,98E+06 2,16E+06 2,42E+06 2,64E+06 2,72E+06 3,11E+06 3,04E+06 2,89E+06 2,74E+06 2,52E+06 2,37E+06
R3 1,03E+05 3,65E+05 5,73E+05 7,35E+05 1,36E+06 2,18E+06 2,29E+06 2,62E+06 2,71E+06 3,15E+06 3,35E+06 2,91E+06 2,84E+06 2,75E+06 2,68E+06 2,59E+06

R1 1,00E+05 5,10E+05 1,05E+06 1,82E+06 2,09E+06 2,29E+06 2,78E+06 3,04E+06 3,38E+06 3,65E+06 3,84E+06 3,32E+06 3,25E+06 3,12E+06 3,10E+06 2,73E+06

B';/li:ilta)m R2 1,08E+05 7,30E+05 1,34E+06 2,07E+06 2,57E+06 3,10E+06 3,39E+06 3,52E+06 3,64E+06 3,93E+06 4,11E+06 3,96E+06 3,84E+06 3,77E+06 3,70E+06 3,63E+06
’ R3 1,03E+05 8,40E+05 1,50E+06 2,23E+06 2,63E+06 3,37E+06 3,42E+06 3,63E+06 3,85E+06 4,02E+06 4,15E+06 3,73E+06 3,63E+06 3,54E+06 3,48E+06 3,40E+06
R1 1,00E+05 2,08E+05 4,38E+05 4,83E+05 5,31E+05 6,45E+05 9,68E+05 1,07E+06 1,19E+06 1,29E+06 1,42E+06 1,46E+06 1,43E+06 1,29E+06 1,26E+06 1,25E+06

Control R2 1,03E+05 2,23E+05 3,56E+05 6,40E+05 8,90E+05 9,28E+05 1,02E+06 1,11E+06 1,27E+06 1,29E+06 1,57E+06 1,63E+06 1,57E+06 1,50E+06 1,44E+06 1,43E+06
R3 1,05E+05 2,28E+05 3,30E+05 4,58E+05 4,79E+05 5,85E+05 8,76E+05 1,16E+06 1,20E+06 1,34E+06 1,44E+06 1,50E+06 1,37E+06 1,32E+06 1,14E+06 9,40E+05




Tabla 7

25

Crecimiento diario de D. salina cultivada en diferentes medios de cultivo y un control, en

el Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque

Tiempo Medios de cultivo

Dias Nutafol VitaFol Bayfolan Control

Inicio 1,03E+05 1,05E+05 1,03E+05 1,03E+05
1 2,53E+05 3,28E+05 6,93E+05 2,19E+05
2 3,68E+05 4,70E+05 1,30E+06 3,75E+05
3 5,88E+05 7,13E+05 2,04E+06 5,27E+05
4 9,11E+05 1,29E+06 2,43E+06 6,33E+05
5 9,92E+05 1,88E+06 2,92E+06 7,19E+05
6 1,20E+06 2,02E+06 3,20E+06 9,54E+05
7 1,35E+06 2,38E+06 3,40E+06 1,11E+06
8 1,41E+06 2,53E+06 3,62E+06 1,22E+06
9 1,48E+06 2,77TE+06 3,86E+06 1,31E+06
10 1,61E+06 3,14E+06 4,03E+06 1,48E+06
11 1,77E+06 2,80E+06 3,67E+06 1,53E+06
12 1,65E+06 2,70E+06 3,57E+06 1,45E+06
13 1,53E+06 2,59E+06 3,47E+06 1,37E+06
14 1,43E+06 2,45E+06 3,42E+06 1,28E+06
15 1,28E+06 2,30E+06 3,25E+06 1,21E+06

Figura 17

Variacion del crecimiento diario en cada tratamiento de D. salina cultivada con diferentes

medios y un control en el Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida -

S.A.C., Lambayeque
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Tabla 8
Analisis de varianza para determinar el efecto de los tratamientos, tiempo y su interaccion
sobre el crecimiento de D. salina cultivado con diferentes medios y un control en el

Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque

Fuente de variacion F p
Medios de cultivo 682,64* 0,000
Tiempo 104,38* 0,000
Interaccion 5,25* 0,000

*Valor significativo al 0,05

Figura 18
Diferencias de las medias para el nimero de células de los tratamientos de D. salina,
cultivada en el Laboratorio de produccién de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.,

Lambayeque
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control; observandose también, que entre el medio Nutafol y el control no hay diferencias
estadisticas.

El analisis de la prueba de Tukey en funcién al tiempo (Tabla 9), determind que el
crecimiento significativo a favor del medio Bayfolan, se presentd desde el quinto dia de
cultivo.

Cinética de crecimiento de D. salina

Las constantes de crecimiento poblacional: C, By M, de D. salina, fueron obtenidos
a través del modelo matematico de Gompertz modificado (Castro, et al., 2008), tanto para
los tratamientos como para el control (Tabla 10); observandose que hubo un buen ajuste de
los datos al modelo matematico, ya que los valores de R oscilaron entre 0,9837 y 0,9917. La
mayor velocidad de crecimiento (B) se present6 en el Tratamiento Bayfolan (T3): 0,0437
log (cél. /mL/h), los valores de velocidad de crecimiento de los medios Nutafol (T1) y
VitaFol (T2) fueron muy cercanos y superaron al medio Guillard (control): 0,0193 log (cél.
/mL/h).

Por otro lado, el menor tiempo requerido para alcanzar la maxima velocidad de
crecimiento (M) se logré con el medio Bayfolan (T3): 19,1129 h, mientras que el mayor
valor de este parametro correspondi6 al medio Guillard (control): 40,4668 h , superando a
los medios Nutafol (T1): 36,6454 hy VitaFol (T2): 38,6616 h. Asimismo, con respecto a la
constante de crecimiento C, el medio Bayfolan (T3) alcanzo6 la mayor cantidad de células en
la fase estacionaria: 1,5151 log (cél mL™?), seguido del medio VitaFol (T2): 1,4468 log (cél
mL™) y en menor cuantia el medio Nutafol (T1): 1,1850 log (cél mL™) y el medio Guillard
(control): 1,1417 log (cél mL™?) (Tabla 10).

Se observa también que existe una relacion indirecta entre el valor de C y el valor de
M (Figura 19), pues en el medio Bayfolan se ha alcanzado la mayor cantidad de células en
la fase estacionaria y el menor tiempo para lograr la maxima velocidad de crecimiento.

Luego, se procedio a analizar las curvas de crecimiento de D. salina a fin de
establecer las fases del mismo en cada tratamiento (Figura 20). En ellas se puede apreciar
que no se presento la fase de adaptacion en ningln tratamiento ni en el control; mientras que
la fase exponencial finaliza en 40 h para el medio Bayfolan y para los tratamientos VitaFol,
Nutafol y control es de (80 h) continuando, la fase estacionaria en el medio Bayfolan finaliza
en (210 h), en tanto que los tratamientos Nutafol (222 h), VitaFol (215 h) y el medio control
(240 h).La cantidad de celulas generadas durante la fase exponencial fue superior en el
tratamiento Bayfolan (4,03E+06 cél mL™) en relacion a los otros medios de cultivo y control.



Tabla 9

Comparacion de medias a través de Tukey para numero de células y tiempo de D. salina,

cultivada en el Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.,

Lambayeque
Tiempo N Media Agrupacion

10 12 2563021 A

11 12 2440625 A B

9 12 2354063 A B

12 12 2343333 A B

13 12 2238854 A B

8 12 2194792 A B C

14 12 2145313 A B C

7 12 2058229 A B C

15 12 2010000 A B C

6 12 1842188 A B C D

5 12 1625938 A B C D

4 12 1314896 B C D E

3 12 966563 C D E

2 12 627396 D E

1 12 373333 E
Tabla 10

Parametros de la cinética crecimiento de D. salina ajustado al modelo de Gompertz

cultivada en diferentes tratamientos, en el Laboratorio de produccién de microalgas -

Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque

Pardmetros T1 T2 T3 Control
R 0,9917 0,9906 0,9837 0,9867
C 1,1850 1,4468 1,5151 1,1417
B 0,0235 0,0220 0,0437 0,0193
M 36,6454 38,6616 19,1129 40,4668
Hmax 0,0102 0,0117 0,0244 0,0081
A -5,9078 -6,7929 -3,7704 -11,3467
Tg 67,6582 59,1937 28,4567 85,5062
MDP 6,1957 6,4680 6,5293 6,1557

R: coeficiente de correlacion; C, B y M: parametros de la ecuacion del modelo de Gompertz; pmax.: Velocidad maxima de
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crecimiento log (cél/ml/h); A: Fase de adaptacion (h); Tg: Tiempo de generacion (h); MDP: Méxima densidad poblacional log (cél. mL™).



Figura 19
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Variacion de los parametros C y M del modelo de Gompertz por tratamiento de D. salina,

cultivada en el Laboratorio de produccién de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.,

Lambayeque
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En relacion a los parametros poblacionales de crecimiento, se observa que la maxima
velocidad de crecimiento especifico se presentd en el tratamiento Bayfolan: 0,0244 log (cél.
/mL/h)y lamenor en el control: 0,0081 log (cél. /mL/h); debiendo hacer notar que los medios
de cultivo VitaFol, Nutafol y Bayfolan presentaron mayor velocidad de crecimiento
especifico que el control. EI mayor tiempo de generacion se evidencio en el control (85,5062
h) y el menor, en el tratamiento Bayfolan (28,4267 h); siendo los tiempos de generacion
menores en los medios Nutafol, VitaFol y Bayfolan con respecto al control (Tabla 10 y
Figura 21).

La mayor densidad poblacional de D. salina se logré en el medio Bayfolan con
6,5293 log (cél mL™) y en menor cantidad en el control con 6,1557 log (cél mL™); los medios
Nutafol, VitaFol y control ostentaron menores densidades poblacionales que el medio
Bayfolan (Tabla 10 y Figura 22).

Analizando la méaxima densidad poblacional y el tiempo de generacion (Figura 22)
se aprecia una relacion indirecta entre estos dos parametros, pues a menor tiempo de
generacion mayor densidad poblacional y viceversa.

Temperatura

Temperatura ambiental

Se observo que los valores de la temperatura ambiental respecto al tiempo (Figura
23), presentaron una tendencia similar en los dos horarios (9 h -16 h), con valores diferentes.
En general, la temperatura ambiental oscil6 de 25 °C a 26,1 °C en el horario 9 h'y de 27,1
°C a 27,6 °C en el horario de 16 h.

Temperatura del agua de cultivo

Referente a este punto, debemos indicar que la temperatura promedio del agua
(Figura 24), fue muy semejante entre los cuatro tratamientos, observando la tendencia a
disminuir su valor desde el primer dia de cultivo (27, 67 °C) hasta el dia 12 (26,07 °C), para
de ahi incrementarse nuevamente hacia el final del cultivo.

pH

Los valores de pH de los tratamientos fueron muy similares y sin ningun patrén de
variacion en funcion al tiempo de cultivo. En general, varié de 7,1 a 7,5 (Tabla 11).

Salinidad

Las concentraciones salinas fueron iguales hasta el dia 11 (36 UPS), a partir del cual
se incremento hacia el final del experimento y con pequefias diferencias entre tratamientos
(Tabla 12). En general, vario de 36 UPS a 45 UPS.



Figura 21
Velocidad méaxima de crecimiento y tiempo de generacion de D. salina, cultivada en
diferentes tratamientos en el Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida -

S.A.C., Lambayeque

100
0.0260
_ A A 85 @
J S
£ 00200 <
3 S
(@) A 70 'S
o ©
= 0.0160 S
: A 5
é W 55 o
= 00110 . P
S g
> A %
0.0060 40 =
A
0.0010 25
T1 T2 T3 Control
Tratamientos -~ \/elocidad Maxima
A Tiempo de generacion
Figura 22
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Figura 23
Temperatura ambiental diaria en el cultivo de D. salina, cultivada en diferentes

tratamientos, en el Laboratorio de produccién de microalgas - Bioperu vida - S.A.C.,
Lambayeque
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Figura 24
Temperatura del agua promedio de cada tratamiento, en el cultivo de D. salina, en el

Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C., Lambayeque
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Tabla 11
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pH diario promedio en cada tratamiento, en el cultivo de D. salina, en el Laboratorio de

produccién de microalgas - Bioperu vida - S.A.C. Lambayeque

Tiempo

(dizs) Nutafol VitaFol Bayfolan Control

Inicio 7,33 7,17 7,17 7,33
01 7,17 7,33 7,33 7,17
02 7,33 7,17 7,33 7,33
03 7,33 7,33 7,33 717
04 7,17 7,33 7,17 7,33
05 7,33 7,33 7,33 7,33
06 7,33 7.33 7,33 717
07 7,17 7,33 7,33 7,33
08 7,33 7.33 7,33 7,33
09 7,33 7.33 7,50 7,17
10 7,17 7,33 7,17 7,33
11 7,33 7,33 7,33 7,33
12 7,33 7,33 7,50 7,17
13 7,17 7,33 7,17 7,33
14 7,33 7,33 7,33 7,33
15 7,17 7,33 7,17 7,17

Tabla 12

Salinidad diaria promedio en cada tratamiento, en el cultivo de D. salina en el

Laboratorio de produccion de microalgas - Bioperu vida - S.A.C- Lambayeque

Tle’m ko Nutafol VitaFol Bayfolan Control

(dias)

Inicio 36,00 36,00 36,00 36,00
01 36,00 36,00 36,00 36,00
02 36,00 36,00 36,00 36,00
03 36,00 36,00 36,00 36,00
04 36,00 36,00 36,00 36,00
05 36,00 36,00 36,00 36,00
06 36,00 36,00 36,00 36,00
07 36,00 36,00 36,00 36,00
08 36,00 36,00 36,00 36,00
09 36,00 36,00 36,00 36,00
10 36,00 36,00 36,00 36,00
11 36,00 36,00 36,00 36,00
12 42,00 39,67 40,67 39,67
13 42,00 42,00 42,00 41,33
14 43,33 43,67 45,00 43,33
15 42,00 44,00 43,00 42,00




Discusion

En este estudio se aceptd la hip6tesis establecida referente al medio de cultivo
Bayfolan, donde se obtuvo el mayor crecimiento y produccion de D. salina, lo cual fue
corroborado con el analisis de varianza y prueba Tukey; lo cual se deberia a que los
componentes de este medio satisfacen mejor los requerimientos nutritivos de esta alga, que
se evidencia al presentar la mayor velocidad de crecimiento especifico, menor tiempo de
generacion y el menor tiempo para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento, en
contraposicion a los medios Nutafol, VitaFol y control que presentaron, menor velocidad de
crecimiento, mayor tiempo de generacidn y mayor tiempo para alcanzar la maxima velocidad
de crecimiento; asimismo, si bien todos los medios empleados en la experiencia, contienen
Nitrégeno, Fosforo y Potasio, que son beneficiosos para el desarrollo de la microalga, sus
proporciones fueron mayores en Nutafol y Vitafol (NPK 20-20-20) en comparacion con el
Bayfolan (NPK 11-8-6) que fue el mas especifico con las cantidades de NPK al obtener el
mejor crecimiento poblacional; concordando con Vanthoor, Cordoba, Arredondo, Lozano,
Garcia y Rodriguez (2014) quienes indicaron que el fertilizante conformado por nitrégeno,
asi como fosforo , al igual que el potasio, generando el desarrollo de la cepa equivalente a
otros medios comerciales; Rahardini, Helmiati y Triyatmo (2018) que sostuvieron que el N
y el P suelen ser factores limitantes para el crecimiento de las microalgas, que ademas de
macro y micronutrientes, también necesitan vitaminas para apoyar su crecimiento; y Guillard
(1973) y Herrero, Cid y Abalde (1991) que sostienen que el medio Guillard es adecuado para
el cultivo de las microalgas marinas por el aporte de macro y micronutrientes.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, coinciden con Arenas, Rodriguez,
Vega, Juantorena y Sebastian (2015), quienes cultivaron Verrucodesmus verrucosus bajo
diferentes medios de cultivo (lixiviados orgéanicos de elefante, lombriz, borrego, agua
residual y bayfolan forte); logrando la méxima densidad celular en el medio Bayfolan y el
agua residual con 14 000 000 cel/ml; Zevallos (2017), quien cultivd Ankistrodesmus sp,
Tetraselmis striata y Stichococcus sp. con dos medios (F/2 Guillard y Bayfolan); siendo la
méaxima densidad celular en el medio Bayfolan con concentraciones de 5,55x10° cél/mL;
7,85x10° cél/mL y 6,35x10° cél/mL, respectivamente; Mercado (2016), quien cultivd
Scenedesmus Obliquus var. Dimorphus (TURPIN) bajo tres medios (Bayfolan, Guillard,
BG-11), a temperatura de 22 °C y pH=8; obteniendo la maxima densidad celular con el
medio Bayfolan Forte con 3 451 500 unidades celulares; y Mamani (2018), que cultivo
Chaetoceros gracilis bajo cuatro medios (Kelpway, Panteranitro, Bayfolan y F/2 Guillard),
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a una temperatura de 20 = 0,5 °C, con una intensidad luminica de 3000 Lux, pH promedio
de 8,30 y salinidad 33,2 UPS, alcanzando la m&xima densidad celular con Bayfolan: 1,75 x
106 cél/mll.

Por otro lado, en lo que se refiere al desarrollo algal, fue muy similar entre el medio
Nutafol y control hasta el onceavo dia que alcanzaron el maximo; mientras que los medios
Vitafol y Bayfolan lograron su méximo desarrollo algal el décimo dia, con mayores valores
para el segundo de los nombrados, por las razones ya expuestas anteriormente. Este tiempo
de diez dias, para alcanzar su maximo desarrollo algal de D. salina es menor a aquellos
logrados por Suarez, Ldépez y Borowitza (1999), que cultivaron D. salina con dos medios:
el organico conformado con glicerol, acetato de sodio y agua residual y Johnson modificado,
obteniendo la mayor densidad celular en el medio organico con 1.00E+06 cél mL™* a los 19
dias de cultivo; Yahaut y Mota (2006),cultivaron D. salina, Tetraselmis chuiie, Isochrysis
galbana con el medio Erd Schreiber, obtuvieron la maxima densidad celular de D. salina
4.58E+06 cél mL? en el dia 42 de cultivo, Tetraselmis chuiie 2.58E+06 cél mLen el dia
35 de cultivo e Isochrysis galbana 9.69E+06 cél mL™ en el dia 42 de cultivo; y contradictorio
con respecto a Araneda, Tapia y Gomez (1992),quienes al cultivar dos cepas de D. salina
en cuatro medios de bajo costo(KHP(KNO3,H2PO4,NaCl);NHP(NaNOs,H2PO4,KCI,NaCl);
CHP((NH2)2CO,H2P0O4,NaCl)y KSP(KNO3,CaH4 (PO4)2,NaCl )),encontraron que el medio
KSP fue el mas eficiente para la Cepa de Laguna la Rinconada con 8.40E+05 cél mL™ en el
dia 8 de cultivo y para la Cepa de Salar de Atacama con 9.20E+05 cél mL™en el dia 13 de
cultivo.

Con respecto a los parametros de crecimiento, se aprecia una aparente relacion
inversa entre la maxima velocidad de crecimiento especifico que fue mayor en el medio
Bayfolan y el menor tiempo de generacion logrado en este mismo medio, sin embargo, esto
no es asi porque al acortarse el tiempo de generacion, la velocidad de crecimiento especifico
se maximiza. De igual manera, esta aparente relacion inversa se observa entre la maxima
densidad poblacional y el tiempo de generacidn, ya que al disminuir el tiempo de generacion
las células se multiplican rapidamente con lo que los valores de maxima densidad
poblacional se hacen mayores.

El analisis de la curva de crecimiento de la microalga D. salina, permitié evidenciar
la ausencia de la fase de adaptacion, observandose la fase exponencial y estacionaria en todos
los tratamientos, hecho que estaria indicando que se habria colocado la dosis adecuada de
inéculo y que los nutrientes de los medios de cultivo utilizados habrian cubierto
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satisfactoriamente los requerimientos de la microalga, de manera que empezaron con
celeridad su crecimiento exponencial.

Los parametros fisico-quimicos del agua de cultivo de los diferentes tratamientos
observaron valores muy similares durante el proceso de cultivo y ello es un indicador de su
homogeneidad, asi como de la no interferencia de los mismos con el factor motivo de la
experiencia de cultivo.

La temperatura del agua, en general, varié de 26 °C a 27 °C, las cuales coinciden con
los rangos de temperatura de Moncayo (2014), que cultivd Dunaliella sp. con una
temperatura de 25°C £ 2°C., Fimbres, Mercado, Murguia y L6pez (2010), que cultivaron
Dunaliella sp. con una temperatura de 26 + 1 C° y Lopez y Pantoja (2016), que cultivaron
D. salina con una temperatura 26,20 a 26,63 °C; asimismo, se encuadran en el amplio rango
de tolerancia del género Dunaliella que segtin Garcia, Manzano, Moreno y Guerrero (2000),
esté entre 20 °C y 40 °C e igualmente con el rango establecido por Abu, Al y Dangly (2010),
para dos cepas de D. salina que esta entre 20 °Cy 32 °C.

Los niveles de pH registrados entre 7,1y 7,5 tienen concordancia con Aguilar (1995),
que cultivo D. salina en un pH de 7,5; Moncayo (2014), quien cultivé Dunaliella sp. a un
pH 7,5; encontrandose también en el rango de dptimo crecimiento de 7 a 9 que para
Dunaliella sp. consideran Ben y Avron (1989), quienes afirman que, los pH superiores o
inferiores a estos intervalos reducen la tasa de desarrollo alrededor de dos tercios. Sin
embargo, no coinciden con Tejeda, Henao, Alvear y Castillo (2015), quienes encontraron
que D. salina alcanz6 una maxima concentracion celular con 8,5 pH, mientras que Chlorella
sp, presentd una maxima concentracion celular con 7,5 pH.

En cuanto a la salinidad tenemos que se mantuvo uniforme con 36 UPS llegando
hasta 45 UPS en los ultimos dias de cultivo teniendo concordancia con Garcia, Lopez,
Medina, Garcia y Fimbres (2020), quienes cultivaron Dunaliella tertiolecta bajo tres
salinidades (35, 45 y 55 UPS) y se obtuvo la maxima densidad celular con 35 UPS.

Las concentraciones salinas del agua de los tratamientos fueron iguales en todos
tratamientos hasta el dia 11 (36 UPS), para de ahi incrementarse hasta el final del cultivo
hasta 44 - 45 ups; siendo que el maximo desarrollo algal fue logrado el dia diez en los medios
Bayfolan y Vitafol y el dia once en los medios Nutafol y control, hecho que estaria indicando
que esta es la salinidad adecuada para el cultivo del alga en estos medios; lo cual estaria

concordando con Garcia, Lopez, Medina, Garcia y Fimbres (2020), quienes cultivaron
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Dunaliella tertiolecta bajo tres salinidades (35, 45 y 55 ups), obteniendo la maxima densidad
celular con 35 ups.



Conclusiones
1. El medio de cultivo afectd el rendimiento poblacional de D. salina, obteniendo la
mayor velocidad de crecimiento especifico, el minimo tiempo de generacién, asi como la
mayor cantidad de células en la fase exponencial: 4,03E+06 cél mL™en el medio Bayfolan.
2. En la curva de crecimiento de la microalga D. salina no se presento la fase de
adaptacion, apreciandose solo las fases exponencial y estacionaria.
3. Los pardmetros fisico - quimicos del agua fueron muy similares entre los

tratamientos y se encontraron dentro de los niveles adecuados para el desarrollo de D. salina.



Recomendaciones
1. Realizar el cultivo de D. salina con diferentes concentraciones del medio Bayfolan
para determinar el nivel adecuado que optimiza su rendimiento poblacional.

2. Realizar el cultivo de D. salina con otros fertilizantes considerando el medio

Bayfolan como testigo.
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