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Resumen

El objetivo del presente trabajo de investigacion es conocer el crecimiento poblacional
de Isochrysis affinis galbana (T-ISO) cultivada con diferentes intensidades de diodos
emisores de luz (LEDs). Se evalu6 a Isochrysis aff. galbana durante 10 dias en una
camara de cultivo previamente acondicionada para 12 botellas de 1,5 L de capacidad;
la especie fue cultivada en agua de mar filtrada y esterilizada, con medio Guillard F/2,
sometida a un rango de iluminacion entre 1670 y 1990 lux, emitidas desde luces LED
y F. El modelo matematico de Gompertz, fue aplicado para determinar la cinética del
crecimiento, paralelamente con la prueba de rangos multiples de Tukey se determiné

las medias de densidad celular de los tratamientos y el control.

El comportamiento poblacional de Isochrysis aff. galbana fue afectado por la
intensidad de diodos emisores de luz en relacion directa (18 watts) con una densidad
celular de 9,46 x106cél. mL-1; demostrando que en este tratamiento se alcanzé la
maxima velocidad de crecimiento en menor tiempo, la maxima velocidad de
crecimiento especifico y el menor tiempo de generacion. El registro de los parametros
fisico-quimicos fue muy similar durante el proceso de cultivo y guardaron relaciéon

indirecta con las fases de desarrollo.

Palabras clave: Crecimiento, densidad celular, Isochrysis affinis galbana, diodos

emisores de luz.



Abstract

The objective of this research work is to know the population growth of Isochrysis affinis
galbana (T-ISO) grown with different intensities of light-emitting diodes (LEDS).
Isochrysis aff. galbana for 10 days in a culture chamber previously conditioned for 12
bottles of 1,5 L capacity; the species was cultured in filtered and sterilized seawater,
with Guillard F/2 medium, subjected to a lighting range between 1670 and 1990 lux,
emitted from LED and F lights. The Gompertz mathematical model was applied to
determine the growth kinetics; in parallel with Tukey's multiple range test, the average

cell density of the treatments and the control was determined.

The population behavior of Isochrysis aff. galbana was affected by the intensity of light-
emitting diodes in direct relation (18 watts) with a cell density of 9,46 x106cél.mL"(-1);
demonstrating that in this treatment the maximum growth speed was achieved in the
shortest time, the maximum specific growth speed and the shortest generation time.
The recording of the physical-chemical parameters was very similar during the

cultivation process and was indirectly related to the development phases.

Keywords: Growth, cell density, Isochrysis affinis galbana, light emitting diodes.
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Introduccioén

A nivel mundial el cultivo de microalgas se ha desarrollado significativamente
para ser suministrada en diversos sectores de produccion, en especial en el campo
acuicola; teniendo para este ultimo, el uso de menos de 20 especies de microalgas;
entre las que destaca Isochrysis, la cual es proporcionada como principal fuente de

alimento en la produccion de zooplancton, estadios larvarios de moluscos, crustaceos
y algunas especies de peces, criados en instalaciones controladas (Lopez et al 2009).
Es asi, que para satisfacer la alta demanda de este alimento, a través de los
afios se han disefiado y generado tecnologias como es el uso de Fotobiorreactores
(FBR’s), sistemas que podrian resultar economicamente viables; donde el cultivo
microalgal se desarrolla desde pequefios volimenes hasta niveles masivos; en los
gue la intensidad de luz (Cheirsilp y Torpee, 2012); la calidad espectral y el fotoperiodo
(periodos alternos de luz: oscuridad) desempefian un papel fundamental a nivel de la
actividad fotosintética (Humprey, 1979).
No obstante, actualmente se sigue empleando luz artificial de manera
tradicional como es el uso de tubos fluorescentes en cultivos a escala de laboratorio
(ambiente controlado) y aunque muestran resultados favorables para el cultivo
microalgal a nivel de biomasa y composicién estructural; su eficiencia, se ha
caracterizado por consumir alta energia; es asi que en la busqueda de optimizar ain
mas este tipo de cultivos, se ha presentado como una alternativa atractiva el uso de
diodos emisores de luz (LEDs), debido a que “consumen menos energia y generan
menos calor en la produccion de biomasa a partir de microalgas” (Prieto, 2017),
basicamente permiten obtener una biomasa exitosa a menores costos de produccion.
Bajo esa perspectiva, el objetivo general de esta investigacién es conocer el

crecimiento poblacional de Isochrysis affinis galbana (T-1SO) cultivada con diferentes



intensidades de diodos emisores de luz (LEDS) y sus objetivos especificos fueron;
determinar y comparar las curvas de crecimiento, periodo de duracion y rendimiento
de la biomasa de Isochrysis affinis galbana, describir las caracteristicas adaptativas
de Isochrysis aff. galbana a diferentes intensidades de iluminancia y seleccionar la
intensidad de luz que brinde un mejor crecimiento microalga; partiendo del problema:
¢Como influye la intensidad luminica de diodos emisores de luz (LEDs) en el
crecimiento de Isochrysis affinis galbana?; al cual se le plante6 la hipétesis: El
crecimiento de Isochrysis affinis galbana sera mayor con la intensidad méas alta de

diodos emisores de luz (LEDSs).



Marco tedrico

Antecedentes

En relacion con cultivo bajo diferentes intensidades de luz:

Kaplan et al. (1986) en su busqueda por determinar las condiciones éptimas
para el crecimiento de lIsochrysis galbana, realizaron cultivos discontinuos en
volimenes de 100 mL con iluminacion constante de 150 JE m—2s—1 (11100 lux) y 10
L a 200 HE m—2s—1 (14800 lux), para luego ser sembrados a un nivel masivo (150 L)
con inéculo inicial de 3,0x105 cél. mL-1, para este Ultimo nivel emplearon dos
tratamientos a una iluminacion constante con lamparas fluorescentes (blanco frio),
que oscila entre 50 pE m—2s-1 (3700 lux) y 150 pE m—2s-1 (11100 lux). En el cultivo
con mayor intensidad luminica se logréo una densidad algal de 5,0x10¢ a 1,2x107
cél. mL-1 durante el quinto y séptimo dia de cultivo, respectivamente.

Otros autores, trabajando con la misma especie, lograron obtener densidades
poblacionales de 8,65x10¢ cél. mL-1ly una tasa de crecimiento relativo (K) de 1,2
div. dia—1, luego de cultivar I. galbana en medio Walne a 2L de capacidad, con una
densidad inicial de 10x103 cél. mL-1, 15 °C de temperatura ambiental, salinidad 35
ppm, aireacion constante (5L/min) e iluminacién continua de 60 HE m—2s-1 (4440 lux),
Fernandez et al. (1989).

En otras investigaciones, Gonzales et al. (1999), obtuvieron densidades de 8,70

+ 0,7 x106 cél. mL-1 con una velocidad de crecimiento (k) de 0,47 + 0,02 div.dia~! para
la especie en mencion, cultivada en medio Guillard (f/2) a un volumen de 800 mL, con
un indculo de 2,5x10¢ cél. mL-1, adaptada a 12 horas luz con ldmparas fluorescentes
de una intensidad luminica de 45 umol quanta, m—2s-1 (3330 lux), aireacioén constante,
salinidad (30 ups) y temperatura promedio de 22,4 + 0,69 °C (ambiente) y 22,7 +

1,20°C (agua).



Afos mas tarde Velasco et al. (2009), emplearon lamparas fluorescentes de
75W colocadas a 0,15y 3 m de 1024 y 24 |lux respectivamente, para lo cual se utilizé
una densidad celular de 18x103 cél. mL-1) (10 mL de inéculo) en un volumen de 50
mL, temperatura (22°C y 28°C) y salinidad (27 y 35 ups) demostrando que luego de
ocho dias de cultivo la mejor densidad (4520 cél. mL-1) se logré a 28 °C, agitacion
manual y una intensidad de luz de 1024 lux y registrando una velocidad de crecimiento
de 0,13 div.dia—!. Todo lo contrario, sucede con una baja intensidad luminica (24 lux)
en donde se demuestra que el crecimiento tiene una tendencia negativa a lo largo del
experimento con densidades de 260 cél. mL-1, a una misma temperatura (28°C).

Posteriormente, se registraron datos obtenidos por Marchetti et al. (2011), en
donde las condiciones Optimas para el cultivo de Isochrysis galbana ocurrieron con
una iluminacion de 60 pmol fotones m—2s-1 (4002 lux); temperatura de 30°C y pH 6,8.

Asimismo, Cérdoba en el 2011 evalué la biomasa de |. galbana cultivada en
dos sitemas de iluminacion, estimulada con radiacion monocromatica (LEDs blancas
y rojas). Para un primer ensayo emple6 una iluminacion de 5 pmol m—2s-1 (333 lux) y
posteriormente una de 60 pumol m—2s-1; (4000 lux) teniendo a su vez un grupo control
con fluorescentes convencionales a una intensidad continua de 60 pmol m—2s-1(4400
lux); para esta experiencia se inocul6 200 mL de microalgas (2 - 3 x10¢ cél. mL-1),
nutridas con medio Guillard (f/2) a una capacidad de 700 mL, aireacion constante y 23
+ 1°C de temperatura ambiente. Alcanzado densidades de 8,27x10¢ a
10,9%10¢ cél. mL-1 al quinto dia en el grupo control; con un tiempo promedio de
duplicacién de 3,7 a 3,8 div. dia—1.

Sanchez et al. (2016); investigaron el efecto de diferentes espectros de luz
fluorescente (blanca, azul, verde y roja) sobre la composicion del crecimiento de

Tisochrysis lutea (Isochrysis aff. galbana), concluyendo que la luz blanca y azul



funciona mejor para el crecimiento, que la luz roja y verde. Este ensayo utilizo
un inéculo de 500 mL en envase de 1000 mL que contenia medio F/2, iluminacién
constante a 4440 lux (60 umol), temperatura de 33 = 1 °C, agitacion manual diaria,
pH de 7,9 a 8,8. Con luz blanca, se alcanzé mayor densidad algal (2,45 +0,22 , 106
cél. mL-1) y en relacion a la tasa de crecimiento esta fue mayor con luz azul (1,47 —
0,04 div.dia—1) en comparacion a luz blanca 1,43 +0,11 div. dia1).

Considerando trabajos experimentales de otras especies de microalgas a
diferentes intensidades de luz , se evaluo:

Escuredo (2014); empled tres intensidades de luz (60, 80 y 100 HE m—2s—1) en
el orden correspondiente a 4440, 5920 y 7400 lux, para el cultivo de Haematococcus

sp, desarrollando un mejor comportamiento exponencial de la microalga (72,0 x104
cél. mL-1) a una intensidad de luz de 60 pE m—2s—1 (4440 lux) con el medio Plantafol.

Paralelamente Hernandez et al. (2014), al emplear 10 LEDs de 1,3 W (promedio
de intensidad de luz emitida de 1000 a 1150 lux) en un sistema de FBR, determinaron
gue esta fue mas deficiente en comparacion al uso combinado de los dos tipos de
luces LEDs y tres fluorescentes, este ultimo con una potencia de 15 W (promedio 1200
a 1350 lux), permitiendo un mejor desarrollo del cultivo de Nannochloris atomus.

En otros estudios, como el de Ruiz et al. (2015), se evalu6 la biomasa de la
cepa de Chlorella vulgaris, mediante exposicion a diferentes longitudes de onda de
luz LED (azul hierro y rojo hierro) y un control con luz blanca (fluorescente); registrando
gue el comportamiento de la especie en cultivo se desarroll6 mucho mejor con la luz
azul hierro (>8,0 x10¢ cél. mL-1), sin desestimar el comportamiento de la luz blanca
(7,4x106 cél. mL-1).

Dos afios mas tarde Villalobos et al. (2017), cuando estudiaron el efecto de la

intensidad del diodo electroluminiscentes y el fotoperiodo en la optimizacién de la



produccion de biomasa de Arthrospira sp, obtuvieron mejores resultados utilizando luz
LED de 8,3+1,9 klux y un fotoperiodo de 12:12 h; mostrando una biomasa de 0,72 log
(N/No), fase de adaptacion (4,62 h), mayor densidad especifica de crecimiento
0,033 -1 Log (cél./h) y menor tiempo de consumo de energia (74,05 h) comparado con
el cultivo L/O de 24/0 h.

Garzén et al. (2019) estudiaron el efecto de la intermitencia de la luz LED 689
pmol. m—2, s—1 (45935 lux) sobre el crecimiento y produccién de metabolitos de
Scenedesmus obliqus en fotobiorreactores de placa plana, durante los 14 dias de
cultivo la temperatura promedio registrada fue de 18°C, con aireacién constante,
demostrando que la concentracion de pigmentos fotosintéticos fuer favorable para el
cultivo con luz intermitente, 12/12 h de luz/oscuridad.

Asimismo, Bravo et al. (2020); examinaron el impacto de luz LED y fluorescente
en el crecimiento y la biomasa de Thalassiosira pseudonana con una intensidad de
luz de 4200 + 5%, encontraron que después de 14 dias la densidad del cultivo
aumento, alcanzando cifras de (4 a 5 x10¢ cél. mL-1), con 1,26 div.dia?1) ; sin diferir
ambos tipos de tratamientos (Luz Fluorescente y Luz LED); a su vez la temperatura
registrada para la iluminacion con luz fluorescente durante todo el escalamiento,

fluctud de 23,7 y 24,0°C en comparacion a las luces LED (20,7 a 21,0 °C).



Bases tedricas

Generalidades de Isochrysis affinis galbana

Para Cordoba (2011) Isochrysis aff. galbana, es una microalga amarilla, con
presencia de dos flagelos idénticos de apariencia lisa (7 um de longitud), sin pared
celular, una membrana plasmaética, de forma elipsoidal, solitaria, movil, de 5-6 um de
largo, 2-4 um de ancho y espesor de 2,5-3 um.

En relacion a la variedad de cepas de Isochrysis, el autor antes sefialado,
sostuvo que existen dos variedades: Isochrysis galbana (T-1ISO) (Parke), cepa aislada
en el Mar de Irlanda, en 1938 por Mary Parke, e Isochrysis affinis galbana (T-ISO);
proveniente del archipiélago Sociedad, cerca de la costa de Tahiti del Pacifico Sur por
Kenneth Haines en 1977. Ambas pertenecen a la clase Haptophyceae y en diversos
estudios se les conoce comunmente como Isochrysis aff. galbana (T-ISO) aunque
existen algunas diferencias (Whyte, 1987).

La temperatura ideal para T-ISO en circunstancias favorables al desarrollo, es
27,15°C, mientras que la temperatura ideal para la cepa Parke es 20,00°C, (Molina et
al. 1994), FONDEPES en el 2004 establece que la temperatura para Isochrysis y
otras microalgas marinas en cultivo oscila entre 18,00 — 22,00°C, con agitacion
constante y adicion de CO2 de ser necesario, lo cual coincide con Fernandez en el
2016. Asimismo Ynga y Nifio en el 2019 establecen que la temperatura 6ptima es
del8 00 a 22,00 °C para el cultivo.

Respecto a los medios de cultivo utilizados para su desarrollo, Valenzuela et al.
(2005), hacen uso de medio Guillard F/2, Walne e incluso fertilizantes agricolas;
comprobandose que estos Ultimos pueden incrementar la biomasa de la especie, asi

como mantenerla a densidades similares que los otros medios de cultivo. Asimismo



para Ynga y Nifio (2019), empleando el medio Bayfoland, logra obtener un buen
comportamiento logaritmico a nivel masivo.

Las poblaciones naturales de microalgas estan expuestas a cambios continuos
de irradiacion (Steemann y Hansen, 1959; Steemann y Jorgensen, 2006; citado por
Cérdoba, 2011); por lo que son capaces de responder ante estas variaciones
modificando su fotosintesis; lo cual produce cambios en la composicion bioquimica

(Redalje y Laws,1983) y el volumen de las células (Prezelin y Sweeney 1978).



Marco metodologico

Materiales y Métodos
Localizacion del experimento

El presente trabajo de investigacién se desarrolld en las instalaciones del
laboratorio de cultivo de microalgas de la empresa Bioperu Vida SAC, ubicado en el
distrito, departamento y provincia de Lambayeque — Peru, entre los -6,7040579°

Latitud y -79,9051242° Longitud (Figura 1).

Material Bioldgico

Estuvo conformado por la cepa de Isochrysis aff. galbana (Figura 2).
Procedencia de la cepa

Isochrysis aff. galbana, fue obtenida del banco de cepas de Bioperu vida SAC.
La cual se mantuvo a 21 °C e iluminacién constante en tubos de ensayo.
Acondicionamiento del areade cultivo

Instalacién de la camara de cultivo.
Se elabor6 una camara para el cultivo de Isochrysis aff. galbana, de 2,70 m de largo
x 0,50 m de ancho x 0,50 m de altura; de melamina blanca, la cual estuvo dividida en
4 compartimentos, con sus respectivas puertas para el control y tratamientos
aplicados (Figura 3).

Instalaciéon de luminarias.
A cada compartimiento se le instalé iluminacion blanca a base de luz fluorescente y
luz LED. Para el control de las muestras se emplearon fluorescentes de 18 Watts (W)
con un rango de 2100 a 2300 lux y para los tratamientos, tubos LED de 18 W (2200

lux),14 W (1900) y 9 W (1700 lux) (Figura 3).



Figura 1

Ubicacion del Laboratorio de Bioperu vida SAC

|- o2 - 3 et O T ? o e i

LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO . t'-' T e :
. = .y o o A Juren T4

-y , - AT X ¥ # LASORATORIO BIOPERUVIDASAC  §

. i

s =

VIDASAC. |3
RSAL

Figura 2
Células de Isochrysis aff. galbana (T-1SO)
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Figura 3

Camara de cultivo de Isochrysis aff. galbana
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Mantenimiento del cultivo

Limpieza, desinfeccidn y esterilizacion.
Previamente a la investigacion, se realizo limpieza y desinfeccion del sistema de
aireacion e instalaciones utilizadas del laboratorio:

Linea de aireacion.
Al inicio del sistema de aireacién se ingresé 1 litro de alcohol de 96°, y para el
desplazamiento del mismo a través de la tuberia, se encendio el blower (0,2 HP)
marca Pentair, posteriormente se apagd y dejo actuar por 24 h; transcurrido este
tiempo se volvié a encender el blower para eliminar los residuos de alcohol.

Instalaciones.
Para la limpieza de los pisos, se prepar6 una solucion de hipoclorito de sodio a
concentracion de 200 ppm y para las superficies de trabajo (mesas, camara de cultivo)
se empled solucidén desinfectante de avlonwil a concentracion de 10 mL/L de agua
destilada.

Material de plastico y vidrio.
Se lavé con agua potable para eliminar impurezas y se desinfecté durante 24 h en una
solucion de hipoclorito de sodio. Transcurrido este tiempo se enjuagd con abundante
agua potable y se dej6 secar. Seco el material, se procedi6 a cubrir con papel kraft o
papel aluminio segun sea el caso; luego se esterilizé en horno marca INCASOL a 100
°C por 1 hy 2,5 h para el material de plastico y vidrio respectivamente.

Tratamiento de agua de mar.

El agua de mar fue tomada aproximadamente a 30 m del borde de orilladel mary a 1
m de profundidad de la playa ubicada en el Distrito San José, almacenada en una
bombona de 20 L de capacidad, previamente desinfectada; para luego ser filtrada con

una malla nytal de 20, 5y 1 um y con el uso de un hervidor eléctrico se sometio a
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ebullicion, para eliminar los microorganismos oportunistas que interfieren
negativamente en el cultivo. Posteriormente se vacié el contenido del agua a las
botellas de vidrio y de 1,5 L de capacidad, previamente desinfectadas y estériles para
el cultivo, las cuales fueron cubiertas con papel aluminio y papel Kraft. (Figura 4).
Preparacion del medio de cultivo

Para los procesos de siembra del cultivo de Isochrysis aff. galbana (T-1SO), se

empleod el medio (F/2) de Guillard y Ryther (1962) (Tabla 1).

Disefio experimental
La hipétesis propuesta se contrasté mediante el Disefio Experimental de
Estimulo Creciente, con tres tratamientos y tres repeticiones (Tabla 2). Siendo el factor

la iluminacién.

Cultivo de Isochrysis aff. galbana
El proceso de cultivo se dividio en 3 niveles (Figura 5):
Nivel inicial: Tubos de ensayo de 10 mL.
Nivel intermedio: Matraces de 300 mL.
Nivel final: Botellas de 1 L.
Obtencion del indculo.
La cepa de Isochrysis aff. galbana fue obtenida en primera instancia en volimenes de

5 mL en 4 tubos falcon de 15 mL (Figura 6),
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Figura 4

Tratamiento de agua de mar.

Nota. (A) 1° Filtracion del agua. (B) Almacenamiento. (C) 2° Filtracion del agua. (D) Agua de mar filtrada
no estéril. (E) Esterilizacion del agua. (F) Vaciado del agua de mar estéril en botellas de vidrio y (G)

Agua de mar estéril distribuida en botellas de vidrio.

Tabla 1
Composicién del medio F/2 de Guillard y Ryther (1962)

COMPUESTO PREPARACION DE CANTIDAD A USAR

TIPO DE SOLUCION NUTRIENTES
SOLUCION STOCK (g/L)
MACRONUTRIENTES NaNO3 75 1,0 mL
NaH2PO4H20 0,5 1,0 mL
MICRONUTRIENTES SOLUCION STOCK (g/L)
EDTA - 4,36 g/lL
FeCl2,6H20 - 3,15¢g/L
CuS04,5H20 9,8
SOLUCION METALES Na2Mo04,2H20 6.3
TRAZAS ZnS0O4,7H20 22,0
CoCl2,6H20 10,0
MnCI2,4H20 180,0
Soluciéon de metales
trazas . 1.0mL
Cianocobalamina (B12) 0,1
SOLUCION DE VITAMINAS Biotina 0.1
Thiamina 0,2¢g/L
- 1,0 mL

Solucién de vitaminas

Fuente: Fernandez (2016)

Nota. Para las microalgas flageladas no se emplea silicato de sodio.



Tabla 2

Disefio Experimental de Estimulo Creciente con tres tratamientos y tres repeticiones.

Isochrysis affinis galbana

Cultivo Control T1 T2 T3

Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 R1 R2 RS3
lluminacién Luz fluorescente 18 W Luz LED 9W Luz LED 14 W Luz LED 18 W
Medio de cultivo Guillard F/2 Guillard F/2 Guillard F/2 Guillard F/2
Vol. de siembra 300 mL 300 mL 300 mL 300 mL
Densidad celular (cél/mL) 1,57 x106 1,57 x106 1,57 x10¢ 1,57 x106

Nota. R: repeticion. Elaboracién propia (2022)

Figura5

Esquema de cultivo de Isochrysis aff. galbana. Cultivo inicial (A). Cultivo intermedio(B). Cultivo
final(C).

Matraces

Tubos de ensayo (300 mL)
(10mL)
l_'_J T

CULTIVO INICIAL CULTIVO INTERMEDIO

Botellas
(1L)

T
CULTIVO FINAL

Figura 6

Cepa de Isochrysis aff. galbana.

g=m=:&h
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la cual fue replicada a tubos de ensayo de 20 mL, afladiendo 1mL de muestra por
cada 9 mL de agua nutrida, para cubrir los tubos se emplearon taparrosca previamente
esterilizadas y posterior a ello los inéculos se llevaron al area de cepario con
iluminacion constante (1000-2000 lux) y un rango de temperatura entre 20°C a 22° C
por un periodo de tiempo de 7 dias, realizando una agitacion manual diariamente
(Figura 7).

Secuencia de siembray desarrollo del cultivo.
La secuencia de siembra se llevo a cabo a partir de la obtencion de inéculos replicados
en volumenes de 10 mL, los cuales fueron elevados de la siguiente manera:
Siembra en matraces de 500 mL
Se procedié a afadir el contenido de dos tubos (cepa), al matraz y se enrazo con agua
nutrida con medio Guillard (F/2) a un volumen de 300 mL, cubriéndose con papel
aluminio estéril y Parafilm; proceso que se desarrollé en el cepario, por un tiempo de
6 dias (Figura 8).
Siembra en botellas de 1,5L
Finalmente; en doce botellas de vidrio de 1,5 litros de capacidad se transfiri6 150 mL
del in6culo resultante y 850 mL de agua nutrida con medio Guillard (F/2) hasta cubrir
1 litro de su capacidad total, se coloc6 varillas plasticas y tapones de jebe (Figura 9).
Desarrollandose en la camara de cultivo con aireacion e iluminacion constante (Figura
10).

Parametros fisico-quimicos.

Temperatura Ambiental
La temperatura fue registrada tres veces al dia: 8; 13y 17 h, utilizando un termémetro

marca BRIXCO de rango -40 a +50 °C y 1°C de resolucion.
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Figura 7

Siembra de Isochrysis aff. galbana en tubos

Figura 8

Cultivo de Isochrysis aff. galbana en matraces de 500 mL
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Figura9

Siembra en Botellas de 1.5 L

Nota. Botella nutrida con Guillard F/2 (A 'y B). Inoculos (matraces) (C) y botellas nutridas con medio
F/2 para cultivo (D, E, F, G, H, |1y J). Siembra de Isochrysis aff. galbana en botellas de 1,5

Figura 10

Cultivo de Isochrysis aff. galbana en la cAmara de cultivo. Inicio del cultivo (A). Desarrollo del
cultivo (B).

cuLTIVG DE
Isochrysis aff, galbana
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Temperatura del Agua
Fue registrada tres veces al dia: 8; 13 y 17 h con un termometro infrarrojo digital sin
contacto, marca BENETECH, modelo GM320, con un rango de -50 a +400 ° Cy +0,1
de error.

Salinidad
Empleando un refractometro marca BOECO con un rango 0-100 ups, se registro la
salinidad una vez al dia a las 8 h.

lluminacion
Las unidades experimentales se ajustaron a diferentes potencias de luz (18 W; 14 W
y 9 W) a una distancia de 20 cm. Para estas potencias se registro la iluminacién
emitida a través del recipiente (botellas); tres veces al dia: 8, 13y 17 h; a medida que
el cultivo se desarrollaba; con un luxémetro BENETECH GM1010 de rango de
medicion de 0 lux a 200 000 lux y exactitud de = 3 %.
Determinacion del crecimiento poblacional

El recuento celular se realiz6 diariamente; retirando 1 mL de muestra del cultivo

en viales, para lo cual se afiadi6 1 gota de lugol y se homogenizé. Luego se retiré una
alicuota con una pipeta Pasteur y una bombilla para la absorcion rapida de la muestra,
y se agregd6 sobre la superficie del dispositivo (Camara de Neubauer de 0,1 mm de
profundidad), previamente acondicionada; para proceder con el conteo a través del
microscopio Optico binocular GREETMED EX20 a 100X (Figura 11). La densidad

celular se estimé mediante la siguiente formula (Ynga y Nifio 2019):

Densidad (N° cél. mL-1) = (X cél. C./5) * 250 000
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Figura 1l

Recuento celular

f-Tlefe Bepth e Neubauer
! deur improved
0.100mm bright-line

0,0025 mm?

Nota. Muestras extraidas al inicio y desarrollo del cultivo (A 'y B). CAmara de conteo celular:
Neubauer(C). Conteo de la densidad celular con el uso del microscopio (D).

Donde:
Ca: Suma de células de la diagonal central de la camara de Neubauer
Posteriormente se usé el modelo matematico de Gompertz modificado (Castro et al.

2008) para determinar el desarrollo del crecimiento de Isochrysis aff. galbana.

Log Nt = A + C*exp (-exp (-B (t-M)))

Donde:

Log : Logaritmo decimal de los recuentos celulares iniciales (log.

Nt cél/mL).

A : Fase de adaptacion o de latencia en horas.

C : Logaritmo decimal de la diferencia entre la poblacion inicial y final
de la fase estacionaria (log. cél/mL).

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

B : velocidad de crecimiento relativo al tiempo M en (horas).
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A través del software Statistic 19,0 se determinaron las constantes indicadas,

permitiendo calcular los valores de los parametros poblacionales de crecimiento, con

las siguientes formulas:

umax. =B * Cle
A=M-1/B

Tg=Ln2/u

MDP = A+C
Donde:
puméax. : Velocidad maxima especifica de crecimiento, dada en (log cél/mL)

ye=2,7182.

A :  Fase de adaptacion o de latencia en horas.
Tg :  Tiempo de generacion en horas
MDP : Maxima densidad poblacional dado en (log. cél/mL).

Analisis estadistico de datos

Para el procesamiento de los datos se emple6 una laptop HP con procesador
Intel COREL i5-sistema operativo Windows 10, haciendo el uso de los programas:
EXCEL 2013 y MINITAB 20, mediante la aplicacion de ANOVA simple (Ostle,1994)
con un nivel de significancia de 0,05 el cual permitio determinar el efecto de las

repeticiones sobre la densidad celular de Isochrysis aff. galbana en este modelo de

prediccion:

Yij = U + Ai + Ejj
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Luego, se estimo el promedio de cada tratamiento y se aplico el analisis de

varianza para un modelo factorial de dos factores fijos (Ostle, 1994):

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

Donde:

Yij : Una medicién cualquiera

U :  Numero de células /mL

A . Efecto del factor iluminacion sobre el crecimiento de Isochrysis aff.
galbana

Bj : Efecto del factor tiempo sobre el crecimiento de Isochrysis aff.
galbana

(AB)ij : Efecto de la interaccion de los dos factores (iluminacién y tiempo)
sobre el crecimiento de la microalga

Eij . Error experimental

Se plantearon las siguientes hipétesis:

Ho: El factor repeticiones, para el primer modelo y el factor iluminacion, tiempo
e interaccién para el segundo modelo no afectan el crecimiento de Isochrysis aff.

galbana.

Ha: El factor repeticiones, para el primer modelo y el factor iluminacion, tiempo
e interaccion para el segundo modelo si afectan el crecimiento de Isochrysis aff.

galbana.

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

Con la prueba de rangos multiples de Tukey se determiné las medias de la

densidad celular de los tratamientos y control.
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Resultados

Crecimiento de Isochrysis aff. galbana

Una vez completado el cultivo, los tratamientos mostraron un aumento
exponencial en la concentraciéon celular hasta el quinto dia con poca diferencia entre
réplicas, luego del cual comenzé la fase de inhibicion. Sin embargo, a partir de la
densidad celular diaria, se desprende claramente que el T3 (luz LED de 18 W) superé
a los otros tratamientos (Tabla 3 y Anexo 3).

El ANOVA reveld que las diferencias entre réplicas no fueron estadisticamente
significativas (p: 0,844; p>0,05), siendo el T3 el que tuvo la mayor concentracion
celular/mL.

En la Tabla 4 se establece el promedio de las repeticiones para cada tratamiento,
evidenciando notablemente que la mayor concentracion de cél. mL-1 se obtuvo en el
T3.

La evaluacién gréfica de la densidad algal media diaria, mostré que las
diferencias a favor del tratamiento antes mencionado, aparecieron a partir del primer
dia (Figura 12). Esto fue confirmado mediante analisis de varianza, el cual determiné
gue el crecimiento se vio afectado por la intensidad de la luz y el tiempo, mas no por
la interaccion de estos dos factores (p:0,00; p:0,00 y p:0,304), respectivamente.

Segun los resultados estadisticos de la prueba de Tukey (Figura 13), la poblacion
de Isochrysis aff. galbana se desarroll6 mas rapidamente para el T3, mejor que el T1,
T2 y Control; ademas, se confirmd que no hubo diferencias apreciables entre T2, T3

y el Control.

22



Tabla 3

Densidad celular (cél.mL-1) de Isochrysis aff. galbana en las repeticiones para cada tratamiento.

Tratamientos
Repeticiones

Tiempo (d)

Inicio

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

P
-

T1 R2

1,60x10°
1,55x10¢
1,55 x10°

2,65 x10¢
2,70 x10¢6
2,85 x10¢6

5,00 x106
5,10 x106
5,15 x106

6,40 x106
6,45 x106
6,25 x106

7,60 x106
7,65 x106
7,75 x106

8,40 x10¢
8,50 x10¢
8,35 x10¢

7,65 x106
7,40 x106
7,55 x106

7,40 x106
7,10 x106
6,75 x106

7,20 x106
7,00 x106
7,30 x10°6

6,55 x10¢
5,90 x10¢6
5,65 x10°

5,75 x106
4,40 x10¢
5,45 x106

T2 R2

1,60 x106
1,55 x106
1,55 x106

3,10 x106
2,70 x106
3,55 x106

5,75 x106
5,40 x106
5,15 x106

6,95 x106
6,80 x106
7,10 x106

8,15 x106
7,70 x106
8,40 x106

8,10 x10¢
8,60 x10¢
8,75x10°

8,15 x106
8,25 x106
8,20 x106

7,90 x106
7,20 x106
7,85 x106

7,00 x106
7,30 x106
7,40 x106

6,90 x10°0
6,90 x10¢
6,40 x10¢

5,15 x106
5,35 x106
4,85 x106

T3 R2

1,55 x106
1,60 x106
1,55 x106

4,10 x10¢
3,55 x10¢
3,70 x10¢

6,10 x106
6,50 x106
6,30 x106

7,75 x106
7,10 x106
7,80 x106

9,55 x106
9,05 x106
9,15 x106

9,35 x106
9,65 x106
9,30 x106

9,50 x106
9,45 x106
9,05 x106

9,25 x106
9,00 x106
8,60 x106

8,75 x106
8,45 x106
8,25 x106

7,40 x10¢
7,25 x10¢0
7,10 x10¢

6,40 x106
5,65 x106
4,90 x106

CONTROL R2

1,60 x106
1,55 x106
1,55 x106

3,50 x106
3,25 x106
3,10 x106

5,80 x106
6,05 x106
5,40 x106

7,40 x106
7,50 x106
7,20 x106

8,80 x106
8,20 x106
7,65 x106

8,90 x106
8,80 x106
8,60 x106

8,90 x106
8,35 x106
8,40 x106

8,30 x106
8,00 x106
8,00 x106

7,90 x106
7,90 x106
7,15 x106

6,40 x106
6,10 x106
6,75 x106

4,85 x106
5,05 x106
5,65 x106

Tabla 4

Crecimiento promediado de Isochrysis aff. galbana, cultivada bajo iluminaciéon LED y un control

(Fluorescente convencional) en el Laboratorio de Bioperu vida.

Tiempo Promedio diario
(horas) T1 T2 T3 CONTROL
Inicio 1,57 x106 1,57 x106 1,57 x106 1,57 x106
1 2,73x106  3,12x106 3,78 x106 3,28 x106
2 5,08x106 5,43x106 6,30 x10°¢ 5,75 x106
3 6,37 x106  6,95x106 7,88 x106 7,37 x106
4 7,67 x106 8,08 x106 9,25 x106 8,22 x106
5 8,42 x106 8,48 x106 9,43 x10¢ 8,77 x106
6 7,53x106  8,20x106 9,33 x106 8,55 x106
7 7,08x106  7,65x106 8,95 x106 8,10 x106
8 7,17 x106 7,23 x106 8,48 x10¢ 7,65 x106
9 6,03x106  6,73x106 6,92 x106 6,42 x106
10 5,17 x106 5,12 x106 5,65 x10¢ 5,18 x106
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Figura 12

Variacion promediada del crecimiento diario de Isochrysis aff. galbana en cada
tratamiento cultivada bajo iluminacién LED y un control en el Laboratorio de

Bioperu vida
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Figura 13

Diferencias de las medias para el numero de células de los tratamientos de
Isochrysis aff. galbana, cultivada en el Laboratorio de Bioperu vida

ICs simultaneos de 95% de Tukey
Diferencias de las medias para cel/ml

TI-CT I *
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T2-T1
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T3-T2
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5i um intervalo no contiene cero. los medios corresponadientes son significativoments

diferentes.
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Cinética de Isochrysis aff. galbana

Siguiendo el ajuste del modelo exponencial Gompertz modificado (Castro et al.
2008), se calcularon los parametros C, By M (Tabla 5). El buen acoplamiento de los
datos a este modelo matematico, se reflejé en los valores de correlacion que fluctuaron
de 0,9954 a 0,9978.

En relacion a la velocidad de crecimiento (B), esta fue superior para el T3
0,0567 log (cél. mL-1/h) (iluminacion LED de 18 W) y en segundo orden el Control
(Tabla 5).

Ademas, se observé que el T3: 19,45 h, tardd menos tiempo que el T1: 25,35
h (registro mas alto); para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (M); en

general, los tratamientos T2, T3 y el Control, alcanzaron sus picos mas altos que T1.

Tablab

Parametros obtenidos a partir del modelo Gompertz y pardmetros poblacionales de crecimiento de
Isochrysis aff. galbana, cultivada en diferentes tratamientos en el Laboratorio de Bioperu vida

Parametros Tl T2 T3 CONTROL

A 6,1950 6,1950 6,1950 6,1950

R 0,9940 0,9925 0,9994 0,9947

C 0,6899 0,7137 0,7658 0,7295

B 0,0527 0,0531 0,0567 0,0550

M 25,3537 22,5755 19,4510 21,5974

MMAx. 0,0134 0,0140 0,0160 0,0148

A 6,3863 3,7559 1,8246 3,4238

Tg 51,7985 49,6852 43,3695 46,9348

MDP 6,8849 6,9086 6,9607 6,9245
k 2,29 2,37 2,54 2,42

Nota. A: logaritmo decimal de los recuentos celulares iniciales log (cél/mL); R: coeficiente de correlacion;
C, By M: parametros de la ecuacion del Modelo de Gompertz; pmax.: Velocidad maxima de crecimiento
log (cél/mL/h); A: Duracién de la fase de latencia (h); Tg: Tiempo de generacion (h); MDP: Maxima
densidad poblacional log (cél/mL), k: Tasa de crecimiento especifico (div, dia-1)
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Paralelamente el mayor niumero de células logradas en la fase estacionaria
para la constante de crecimiento C, ocurrié en T3: 0,7657 log (cél. mL-1), registrando
menores medidas para el Control: 0,7296 log (cél. mL-1) seguido del T2: 0,7137 y
finalmente para el T1: 0,6899 log (cél. mL-1) (Tabla 5). Como resultado existe una
correlacion indirecta para T1, T2, T3 y el Control entre los pardmetros C y M, lo que
permite confirmar que alcanza el mayor numero de células en el menor tiempo (Figura
14).

En adelante se procedi6 a determinar las fases de cultivo para cada
tratamiento, a través del analisis de las curvas de crecimiento de Isochrysis aff.
galbana (Figura 15). Distinguiéndose que la Fase de Adaptacién ocurrié desde el inicio
del cultivo, hasta las 6,39 h (T1), 3,76 (T2), 1,82 h (T3) y 3,42 h para el control; la Fase
Logaritmica (exponencial) se extendi6 desde las 6,5 h hasta las 50 h
aproximadamente, seguido de la Fase Estacionaria que inicio alrededor de las 92 h
(T3) y 100 h T1, T2 y Control y finalmente se inicia la Fase de Muerte.

En comparacion a los demas tratamientos y el Control, el T3 produjo mayor
namero de células (9,43x106cél. mL—1) durante la Fase Logaritmica.

En cuanto a los parametros de crecimiento poblacional, se aprecia que la
maxima velocidad de crecimiento especifico se presenté en el T3: 0,0160 log
(cél. mL-1/h) y la menor T1: 0,0134 log (cél. mL-1. h—1); teniendo en cuenta también
gue el control: 0,0148 log (cél. mL-1. h—1) tiene una velocidad de crecimiento especifico
mayor al T1y T2. El tiempo de generacion mas largo se observa en el T1 (51,7985 h)
y el menor, en el T3 (43,3695 h) (Tabla 5 y Figura 16).

Por consiguiente, Isochrysis aff. galbana alcanzé la mayor densidad de

poblacion en el T3: 6,9607 log (cél. mL-1) y la menor cantidad en el T1: 6,8849 log
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Figura 14

Variacion de los parametros C y M del modelo de Gompertz por tratamiento de
Isochrysis aff. galbana, cultivada en el Laboratorio Bioperu vida
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Figura 15

Curvas de crecimiento del modelo Gomtperz por tratamiento de I. aff. galbana cultivada en el

Laboratorio de Bioperu vida, Lambayeque.
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Figura 16

Velocidad maxima de crecimiento y Tiempo de generacion de Isochrysis aff. galbana.
cultivada en diferentes tratamientos, en el Laboratorio de Bioperu vida
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(cél. mL-1), notandose también cifras menores para el T2 en relacién al Control
(Tabla 5y Figura 17).

El analisis de Densidad de Poblacion Maxima y el Tiempo de generacion
(Figura 17), revela una relacién indirecta entre estos dos parametros para todos los

Figura 17

Méaxima densidad poblacional y Tiempo de generacion de Isochrysis aff. galbana,
cultivada en diferentes tratamientos, en el Laboratorio de Bioperu vida
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tratamientos y control, aumentando la densidad de poblacién a medida que disminuye

el tiempo de generacion y viceversa.

Temperatura

Temperatura ambiental

Los valores de la temperatura ambiental promedio diariamente, mostraron una
tendencia similar (Tabla 6). EI comportamiento promedio de la temperatura ambiental
en general para la sala de cultivo oscil6 entre 26,70°C a 29,30°C.

Temperatura del agua de cultivo

Con respecto a los valores registrados en las repeticiones para cada
tratamiento, se puede observar que la diferencia numérica es minima (Tabla 7), siendo
reflejados en la temperatura promedio del agua de cultivo (Figura 18); la cual tuvo una
tendencia a aumentar desde el inicio del cultivo (28,13 °C) hasta el segundo dia
(29,34°C), para posteriormente disminuir hasta el quinto dia (28,00°C) y en adelante
continuar nuevamente con un comportamiento ascendente hasta el término del cultivo.

Salinidad

Las concentraciones de salinidad aumentaron ligeramente entre tratamientos y
repeticiones (Tabla 8), siendo este comportamiento mas notable a partir del quinto dia
hasta el final del cultivo con una tendencia promedio entre 35,93 a 37,40 ups (Figura
19).

Intensidad Luminica

Se observo que la intensidad luminica tuvo una tendencia a disminuir para
todos los tratamientos hasta el quinto dia y posteriormente el comportamiento empezo
a incrementar a partir del sexto dia hasta el final del cultivo (Tabla 9), promediando un

rango minimo de (907 lux) y un maximo de (1990 lux) (Figura 20).
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Tabla 6

Temperatura ambiental promedio en la sala de cultivo de Isochrysis aff. galbana, en el Laboratorio de
Bioperu vida.

Tabla7

Temperatura ambiental sala de cultivo (°C)

Tiempo
(horas)
Inicio
1

© 00 N o O b~ 0N

=
o

08:00h 13:00h 17:00h PROMEDIO

26,70
28,00
27,00
26,50
26,70
26,70
26,50
26,90
26,90
28,50
28,50

26,90 27,00
29,00 28,60
27,60 27,10
26,80 27,00
26,90 26,80
26,60 26,80
26,90 26,70
27,00 26,60
27,00 27,60
29,90 29,50
2990 29,30

26,87
28,53
27,23
26,77
26,80
26,70
26,70
26,83
27,17
29,30

29,23

Temperatura del agua diaria en las repeticiones de cada tratamiento, en el cultivo de Isochrysis aff.
galbana, en el Laboratorio de Bioperu vida

Tiempo _ Temperatura del agua (°C)
(horas) T1IR1 TI1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 CR1 CR2 CR3
Inicio 28,17 28,13 28,20 28,40 28,40 28,37 28,60 28,70 28,67 29,03 29,00 28,97
1 29,27 29,23 29,30 28,77 28,80 28,80 29,20 29,20 29,20 29,33 29,33 29,30
2 28,97 28,93 29,00 29,17 29,13 29,17 29,27 29,27 29,20 29,33 29,43 29,27
3 28,23 28,20 28,27 28,23 28,23 28,20 28,70 28,67 28,73 29,07 29,20 29,13
4 2790 27,87 28,23 28,07 28,07 28,03 2853 2857 28,60 28,97 29,07 28,97
) 28,10 28,07 28,13 28,20 28,17 28,23 28,37 2840 2840 2857 2880 28,70
6 28,17 28,13 28,20 28,43 28,27 28,27 28,77 28,80 28,73 28,77 28,73 28,80
7 28,73 28,63 28,73 29,23 28,90 28,87 28,73 28,73 28,73 28,73 28,73 28,73
8 28,73 28,63 28,73 28,57 29,00 29,00 2880 2893 2890 28,77 28,67 28,73
9 29,00 28,97 29,03 29,40 29,43 29,47 29,40 29,37 29,63 29,47 29,40 29,40
10 29,33 29,30 29,37 29,90 29,93 29,87 29,67 29,60 29,63 29,37 29,37 29,33
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Figura 18

Promedio diario de la Temperatura del agua de cultivo para cada
tratamiento, en el cultivo de Isochrysis aff. galbana, en el Laboratorio de

Bioperu vida.
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Tabla 8

Salinidad diaria en las repeticiones de cada tratamiento, en el cultivo de Isochrysis aff.

Laboratorio de Bioperu vida, Lambayeque.

galbana, en el

Tiempo Salinidad (ups)

(horas) TiR1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 CR1 CR2 CR3
Inicio 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00
1 36,40 36,30 36,30 36,40 36,30 36,30 36,40 36,40 36,30 36,40 36,30 36,30
2 36,50 36,40 36,40 36,70 36,60 36,60 36,60 36,60 36,50 36,60 36,50 36,50
3 36,20 36,10 36,10 36,30 36,20 36,20 36,50 36,40 36,40 36,40 36,30 36,30
4 36,20 36,10 36,10 36,20 36,10 36,10 36,40 36,30 36,30 36,30 36,20 36,20
5 36,00 3590 3590 36,10 36,00 36,00 36,30 36,20 36,20 36,20 36,10 36,10
6 36,20 36,10 36,20 36,30 36,20 36,30 36,40 36,40 36,40 36,40 36,30 36,40
7 36,30 36,20 36,30 36,40 36,30 36,40 36,50 36,50 36,50 36,70 36,50 36,70
8 36,40 36,20 36,40 36,50 36,40 36,50 36,50 36,50 36,50 36,60 36,50 36,60
9 36,70 36,60 36,70 37,10 37,00 37,10 37,30 37,30 37,30 37,10 37,00 37,10
10 3710 37,00 3710 37,10 37,30 37,10 37,40 3740 37,40 37,40 37,30 37,40
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Figura 19

Promedio diario de Salinidad para cada tratamiento, en el cultivo de
Isochrysis aff. galbana, en el Laboratorio de Bioperu vida.
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Tabla9

Intensidad luminica diaria para cada tratamiento, en el cultivo de Isochrysis aff. galbana, en el
Laboratorio de Bioperu vida

Intensidad luminica (Lux)

Tiempo T1 T2 T3 Control

(horas) gn 13h 17h 8h 13h 17h 8h 13h 17h 8h 13h 17h
Inicio 1670 1670 1670 1750 1760 1720 1870 1850 1880 1990 1990 1990
1662 1501 1635 1527 1448 1399 1607 1653 1602 1778 1604 1633
1123 1128 1152 1140 1071 1020 1267 1237 1184 1383 1239 1280
993 1128 1152 947 1071 1020 1139 1237 1184 1183 1239 1280
993 990 990 947 921 921 1139 1138 1140 1177 1160 1170
948 952 952 912 904 904 1100 1110 1103 1172 1047 1047
966 993 1025 1100 1150 1120 1056 1083 975 1180 1070 1065
1009 918 974 1150 1200 1170 1074 1097 1040 1200 1110 1100
1009 918 974 1200 1250 1210 1124 1107 1090 1220 1150 1140
1000 957 972 1207 1260 1220 1135 1120 1115 1250 1200 1190
1003 960 960 1225 1270 1230 1165 1150 1140 1300 1250 1250

© 00 N O O A W NP

(=Y
o
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Figura 20

Promedio diario de Intensidad luminica para cada tratamiento, en el cultivo
de Isochrysis aff. galbana, en el Laboratorio de Bioperu vida
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Discusion

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, se acepta la hipotesis
planteada en el proyecto que sostuvo que el crecimiento de Isochrysis affinis galbana
sera mayor con la mas alta intensidad de diodos emisores de luz (LEDS), puesto que
el mayor crecimiento y produccion se obtuvo con la intensidad luminica mas alta
correspondiente al Tratamiento 3 (Led de 18 Watts); lo cual fue ratificado por el andlisis
de varianza, prueba de Tukey y los parametros poblacionales del modelo de Gompertz
modificado (Castro et al., 2008), que establecio para el T3, la mayor velocidad de
crecimiento especifico, menor tiempo de generacion, menor tiempo para alcanzar la
maxima velocidad especifica y mayor densidad poblacional, difiriendo de la
iluminacion LED de 9, 14 y el Control de 18 Watts. Hecho que se explicaria porque la
mezcla de los elementos en las capas de diodos emisores de luz a concentraciones
de luminosidad 6ptimas (1867 lux) son excelentes para un mejor comportamiento
exponencial de la microalga, el cual se ve reflejado a nivel de densidades.
Corroborandose estos resultados con el trabajo de Velasco et al. (2009), quienes
determinaron que la densidad celular depende en forma directa de la intensidad
luminica; la cual interactia con la temperatura provocando diferentes efectos en la
densidad algal, demostrando que a intensidades altas (1024 lux), aumenta la biomasa
microalgal, de la mano con el factor temperatura (28°C) y que, por el contrario, a una
baja iluminacion (24 lux) el cultivo tiende a decrecer.

Aunque todas las intensidades empleadas de luz LED y luz fluorescente para
cada tratamiento y el control, en el orden dado, mostraron un buen comportamiento
para Isochrysis aff. galbana, Hernandez et al. (2014) reporta que se obtienen mejores
resultados con la combinacibn de ambos tipos de luz (fluorescente y LED),

incrementando en un 50% la intensidad luminosa al pasar esta por la base de FBR y
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en un 160%, en la superficie al ser emitida a una determinada distancia; a su vez
indica que como minimo deben de tener un aproximado 2500 lux para realizar sus
funciones metabdlicas.

Gonzales et al. (s.f), sostienen que los mejores resultados a nivel de recuento
celular y biomasa microalgal para Isochrysis (T-ISO) se lograron con luz fluorescente
58 W (5000 lux) y en menor cuantia para la iluminacién con luz LED 22 W (1900 lux);
sin embargo, no descartan la eficiencia de la luz LED a nivel de productividad en
relacion al aumento de potencia, eficacia luminica, espectro de emisién y
adaptabilidad de la especie.

La mayor producciéon de células en la fase estacionaria (C) se presentd en el
T3, porque en este tratamiento se alcanzé la mayor velocidad de crecimiento (B) y que
requirio de menor tiempo para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento (M), que
se tradujo en una acelerada multiplicacion celular.

Por otro lado, la mayor densidad poblacional alcanzada en el T3, se debi6 a
gue en este tratamiento se presentd la maxima velocidad de crecimiento especifico,
asi como el menor tiempo de generacion.

Asimismo, se observa que, al disminuir el tiempo de generacion, las células se
multiplican exponencialmente debido a que la velocidad de crecimiento aumenta por
lo que los valores de maxima densidad poblacional se manifiestan favorablemente
para el tratamiento T3; de manera que Isochrysis aff. galbana registré una tasa de
crecimiento (k) de 2,54 div. dia—!, alcanzando densidades de 9,43 x10¢cél. mL-1 a los
cinco dias de cultivo con temperaturas de 28,38°C. Asi, la tasa de crecimiento
especifico obtenida es de 2 a 20 veces mayor a aquellas obtenidas en investigaciones
realizadas por Velasco et al. (2009): 0,13 (1024 Lux; 28 °C y 35 ups), Gonzalez et al.

(1999): 0,47 (2430 Lux; 22,70 °C), Marin et al. (1994): 0,26 (4250 Lux; 22 °Cy 30
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ups) y Fernandez-Reiriz et al. (1989): 1,2 (3240 Lux; 15 °C y 35 ups); porque en este
estudio los niveles de intensidad de luminica, temperatura y salinidad se habrian
ajustado mejor a los requerimientos del alga.

Los parametros fisico-quimicos del agua de cultivo: temperatura, salinidad e
intensidad luminica presentaron un comportamiento muy similar durante el proceso
de cultivo y guardarian relacién con las fases de desarrollo algal de manera indirecta,
asi la fase de Adaptacion se present6 desde las 1,82 h (T3) hasta las 6,39 h (T1)
cuando los valores de estos parametros fueron altos, luego, se presentd la Fase
Logaritmica que ocurrié desde las 6,5 h hasta las 50 h, coincidiendo con el descenso
de los parametros hasta alcanzar el menor valor en ese dia y finalmente se dio la Fase
de Muerte que coincide con el alza de los pardmetros ya mencionados. Sin embargo,
el descenso de la intensidad luminica se produjo porque las algas inician un rapido
proceso de multiplicacion, enturbiando el aguay el paso de la luz a través de la botella
es cada vez menor. Herndndez et al., 2014 mencion6 que la fase de muerte es
basicamente la pérdida de productividad, puesto que se debe a una fotoinhibicion.

Si bien la temperatura y salinidad no tuvieron mayor trascendencia en la
densidad celular del estudio realizado, en otros casos resulta un factor limitante,
independientemente de la especie; asi Lopez et al. (2009), variando la salinidad: 15,
25 y 35 ups, obtuvieron resultados favorables a 35 ups. Igualmente, Velasco et al.
(2009) demostraron que la temperatura provoco efectos diferentes dependiendo de la
iluminacion del cultivo, donde mayores crecimientos se obtuvieron a altas
temperaturas (28°C) y a baja iluminacion los valores fueron superiores, a una
temperatura de 22°C. En investigaciones realizadas por Ynga y Nifio (2019) y el
FONDEPES (2004) establecen que la temperatura para un buen desarrollo del cultivo

es de 18° a 22° C respectivamente y la salinidad para este ultimo es de 30 ups.
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Conclusiones

1. El crecimiento Isochrysis affinis galbana fue afectado por la intensidad de diodos
emisores de luz (LEDs) en relacién directa siendo mejor con luces LED de 18
watts.

2. La mayor produccién algal con luces LED de 18 watts se debi6é a que en este
tratamiento se alcanz6 la maxima velocidad de crecimiento en menor tiempo, la
maxima velocidad de crecimiento especifico y el menor tiempo de generacion.

3. El comportamiento de la temperatura, salinidad e intensidad fue muy similar
durante el proceso de cultivo y guardaron relacion indirecta con las fases de

desarrollo del cultivo de Isochrysis affinis galbana.
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Recomendaciones

1. Experimentar el cultivo de Isochrysis affinis galbana utilizando luces LED de 18
watts con diferentes medios de cultivo.

2. Con el fin de estandarizar procesos, se deberia realizar otras pruebas, en
distintas escalas de produccién, teniendo como control la iluminacion LED
(18w).

3. Crear tecnologias que permitan la expansion comercial de la biomasa de
microalgas, reduciendo los costos de produccién y asegurando los mejores

resultados para los sectores de acuicultura y alimentacién saludable.
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Anexos

Anexo 1

ANOVA para determinar las diferencias entre réplicas para cada tratamiento sobre el crecimiento de
Isochrysis aff. galbana cultivada bajo iluminacién LED y un control (Fluorescente convencional) en el
Laboratorio de Bioperu vida.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Repeticiones 2 1,05804E+12 5,29021E+11 0,17 0,844
Error 117 3,65078E+14 3,12032E+12

Total 11¢3.66136E+14

Anexo 2

ANOVA para determinar el efecto de los tratamientos, tiempo y su interaccién sobre el crecimiento de
Isochrysis aff. galbana, cultivada bajo iluminacién LED y un control (Fluorescente convencional) en el
Laboratorio de Bioperu vida.

Fuente GL SCAjust. MC Ajust.  Valor F Valorp
Tratamiento 3 2,80636E+13 9,35453E+12 91,23 0,000
Tiempo 9 3,26671E+14 3,62968E+13 353,97 0,000
Tratamiento*Tiempo 27 3,19767E+12 1,18432E+11 1,15 0,304
Error 80 8,20333E+12 1,02542E+11

Total 119 3,66136E+14

* F:valor de prueba de F; P: valor de la probabilidad al nivel 0,05.

Anexo 3

Variacién del crecimiento diario de Isochrysis aff. galbana en las repeticiones para cada tratamiento,
cultivada en el Laboratorio Bioperu vida
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Anexo 4

Promedio diario de la Temperatura ambiental para cada tratamiento, en el cultivo de Isochrysis
aff. galbana, en el Laboratorio de Bioper( vida

Temperatura ambiental (°C)

Tiempo (dias) T1 T2 T3  Control

Inicio 27.20 27.40 27.50 27.93
27.43 27.63 28.30 28.50
28.00 28.17 28.27 28.07
27.23 27.27 27.73 27.93
27.00 27.03 27.50 27.53
27.23 27.33 27.43 27.70
27.20 27.27 27.53 27.87
27.57 27.93 28.00 27.57
27.73 27.93 28.00 28.13
28.03 28.67 28.47 29.30
28.27 28.93 28.67  29.23
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