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GLOSARIO Y TERMINOLOGIA

Fotobiorreactores: un sistema controlado estrictamente con las condiciones
ambientales (luz, temperatura, nutrientes) para producir cultivos puros y de alta

calidad.

Raceways: consiste en estanques alargados en forma de pista de carreras, disefiado

para la produccion de grandes volimenes de biomasa a bajos costos

Fotoperiodo: Factor ambiental que influye en el desarrollo de las microalgas,
refiriéndose a los periodos de iluminacion que pueden ser continuos o alternados

con oscuridad.

Cinética del Crecimiento: El estudio del ciclo completo de crecimiento de una
poblacion de microalgas, el cual incluye fases como latencia, aceleracion,

exponencial, estacionaria y de muerte.

Biorremediacién: Se utilizan para absorber o biofiltrar compuestos no deseados
(como los nitrogenados y fosfatados) ayudando a purificar el agua en sistemas

acuicolas.



Fotolisis del Agua: Proceso bioquimico que forma parte de la fotosintesis, donde
la molécula de agua es separada para liberar electrones, en el cual participa el

manganeso

Setas Siliceas: Extensiones largas y delgadas en los extremos celulares de las
microalgas que cumplen una doble funcion: ayudan a mantener la célula en
suspension (flotabilidad) y act@ian como defensa mecénica contra organismos

filtradores.

Fucoxantina: es un carotenoide natural que se encuentran en algas marinas pardas
que es responsable de la pigmentacion fotosintético que da como la coloracion

marron-dorado

Frustulas: Paredes celulares rigidas y siliceas de las diatomeas que forman el
caparazon de las algas diatomeas es fundamental para la proteccion y la estructura

de la célula.

Camara de Neubauer: Instrumento de laboratorio (hematocitémetro) utilizado
para realizar el conteo celular directo de las microalgas bajo un microscopio optico,

permitiendo determinar la densidad poblacional.



ABREVIATURAS

Ppm = partes por millones

Cel/ml = Células/mililitro.

pm = micrémetro

°C = grados centigrados

ml = mililitros

L = litros

G = gramos

DCA = Diseno completamente al Azar

p = La tasa de crecimiento

Ln = logaritmo natural

D = Numero de divisiones por dia

TD = El tiempo de duplicacion

PD = La produccion diaria



1. RESUMEN

En la acuicultura, el uso de microalgas como alimento vivo es fundamental para el
desarrollo de larvas de peces, crusticeos y moluscos debido a su alto valor
nutricional. Sin embargo, los medios de cultivo tradicionales, como el Guillard F/2,
presentan costos elevado de los medios y las limitaciones asociadas a su
disponibilidad de nutrientes, surge la necesidad de evaluar alternativas mas
economicas y funcionales. Se analizo el fertilizante agricola comercial Stimulfol en
comparacion al medio F/2 en cultivo de Chaetoceros muelleri, bajo condiciones de
laboratorio, analizando su crecimiento poblacional y caracteristicas morfoldgicas
en comparacion con el medio F/2. Los bioensayos se desarrollaron en condiciones
controladas de laboratorio, utilizando volimenes de cultivo desde 10 mL hasta 20
L, con dos tratamientos: Guillard F/2 (control) y Stimulfol a 5 g/L, cada uno con
tres réplicas en dos ciclos de produccion. Se registraron pardmetros de crecimiento
como densidad celular, tasa especifica de crecimiento, divisiones por dia y tiempo
de duplicacion. Los resultados mostraron que no existieron diferencias
significativas entre ambos tratamientos en ninguno de los ciclos (Ciclo I: p > 0,52;
Ciclo II: p > 0,62). Sin embargo, los cultivos con Stimulfol alcanzaron mayores
densidades celulares y presentaron células con morfologia mas robusta, incluyendo
setas mas definidas, lo que indica una adecuada disponibilidad y asimilacion de
nutrientes. No obstante, demuestran que el tratamiento con Stimulfol es una
alternativa viable, funcional y de menor costo para la produccion de C. muelleri,
manteniendo la calidad morfolégica y favoreciendo densidades celulares y

morfologia mas robusta, con setas bien definidas, en comparacion con el medio F/2.

Palabras Claves: Stimulfol, densidad poblacional, Cultivo Tradicional,

Convencional



ABSTRACT

In aquaculture, the use of microalgae as live feed is fundamental for the
development of fish, crustacean, and mollusk larvae due to their high nutritional
value. However, traditional culture media, such as Guillard F/2, have high costs and
limitations associated with nutrient availability, creating a need to evaluate more
economical and functional alternatives. The commercial agricultural fertilizer
Stimulfol was analyzed in comparison to F/2 medium in the culture of Chaetoceros
muelleri under laboratory conditions, analyzing its population growth and
morphological characteristics in comparison to F/2 medium. The bioassays were
conducted under controlled laboratory conditions, using culture volumes from 10
mL to 20 L, with two treatments: Guillard F/2 (control) and Stimulfol at 5 g/L, each
with three replicates in two production cycles. Growth parameters such as cell
density, specific growth rate, divisions per day, and doubling time were recorded.
The results showed no significant differences between the two treatments in either
cycle (Cycle I: p > 0.52; Cycle II: p > 0.62). However, the cultures treated with
Stimulfol achieved higher cell densities and exhibited cells with more robust
morphology, including more defined setae, indicating adequate nutrient availability
and assimilation. Nevertheless, they demonstrate that the Stimulfol treatment is a
viable, functional, and lower-cost alternative for the production of C. muelleri,
maintaining morphological quality and promoting higher cell densities and more

robust morphology, with well-defined setae, compared to the F/2 medium.

Keywords: Stimulfol, population density, traditional culture, conventional culture



2. INTRODUCCION

El cultivo de algas en Ecuador ha experimentado un crecimiento en los
ultimos afios, impulsado por iniciativas gubernamentales que buscan mejorar la
actividad econdmica de las comunidades costeras del Litoral (Barragan, 2024) y ha
obtenido considerable atencidn en la industria acuicola debido a su potencial para
mejorar la calidad del producto final y promover la sostenibilidad de los sistemas
acuicolas (Muhammad Siddik, 2023). Entre los géneros de microalgas mas
utilizados en la industria acuicola como alimento directo para organismos acuaticos
se destacan: Isochrysis, Chlorella, Tetraselmis, Dunaliella, Rhodomonas, Paviova,

Chaetoceros, Nitzschia y Thalassiosira (Cordero, 2010) .

Por su parte, la microalga Chaetoceros muelleri se ha identificado como una
opcidn viable para el cultivo de larvas de camaron, debido a su tamafio adecuado y
su perfil nutricional. Estudios recientes han demostrado que puede ser cultivada
eficientemente utilizando fertilizantes agricolas, lo que podria representar una

alternativa econdmica y sostenible frente a métodos tradicionales (Lemus, 2023).



El uso de fertilizantes comerciales obtendria una mejora en el crecimiento
celular y la calidad nutricional del alimento vivo, contribuyendo asi a una mayor
tasa de supervivencia en larvas de camarén, en el campo de la investigacion se
centra en desarrollar la optimizacidn de técnicas y manejo especifico para el cultivo
de microalgas. Estas técnicas incluyen la seleccion de especies adecuadas, las
condiciones de cultivo como la luz, temperatura, nutrientes y pH, asi como el
desarrollo de sistemas de cultivo eficientes y sostenibles (Zambrano & Sisalema,

2023)

Al implementar el uso de fertilizantes agricolas se ha considerado como una
alternativa econdémica para disminuir los altos costos en la produccion comercial de
microalgas en laboratorios. La importancia de la optimizacion del cultivo de
microalgas es el uso adecuado de fertilizantes, los cuales aportan los nutrientes
esenciales para maximizar el crecimiento poblacional. Sin embargo, en la busqueda
de alternativas econdmicas y sostenibles, la utilizacion de fertilizantes comerciales
como Stimufol, ha ganado interés debido a su disponibilidad y menor costo en

comparacion con medios especializados de laboratorio como el F/2 (Suber, 2011)

El presente trabajo tiene como objetivo evaluar el desempefio del fertilizante
Stimulfol, como sustituto del medio de cultivo tradicional para el crecimiento de

microalgas Ch. muelleri.



3. PROBLEMATICA

El cultivo de microalgas enfrenta varios desafios significativos a nivel
mundial; siendo uno de los principales problemas el alto costo de los medios de
cultivo especializados utilizados tradicionalmente en la produccién de microalgas.
Estos medios, representan una proporcion considerable de los costos operativos, lo

que limita la viabilidad econdmica de la produccién de cultivo (Jiménez, 2020).

Ademas del aspecto econdémico, la disponibilidad limitada de nutrientes es
un factor importante para su desarrollo y productividad; sin embargo, se suma como
otro factor critico que condiciona el rendimiento de los cultivos., siendo un desafio
recurrente en los sistemas de cultivo actuales. Los medios de cultivo
convencionales a menudo contienen componentes de origen sintético o derivados
de recursos no renovables, lo que plantea preocupaciones sobre la sostenibilidad a
largo plazo de estas practicas. Ademas, la composicion fija de estos medios puede

no ser optima para las etapas de crecimiento de las microalgas (Gil, 2010).

La solucidn viable consiste en el desarrollo de medios de cultivo a base de
recursos renovables, como desechos orgdnicos o subproductos industriales, que

podria disminuir los costos operativos. Este enfoque no sélo favoreceria la



viabilidad econémica de los productores, sino que también que contribuyan a la
sostenibilidad ambiental a largo plazo, al reducir la dependencia de recursos no
renovables y minimizar la generacion de residuos, siendo sostenibles en la
produccion de las microalgas. Sin embargo, surge la necesidad de evaluar la
efectividad y seguridad de los fertilizantes comerciales en cultivos de microalgas,
debido a que estos productos, son originalmente disefiados para plantas terrestres,

los cuales son capaces de promover el crecimiento.

Aunque el uso de fertilizantes agricolas en el cultivo de microalgas es un
tema que requiere atencion, al ser fertilizantes mas econdmicos, su uso no ha sido
estudiado exhaustivamente si tienen algun efecto en las caracteristicas morfoldgicas
de las microalgas. Por tanto, el presente trabajo tiene como objetivo evaluar el
crecimiento poblacional, y densidad celular de Ch. muelleri bajo condiciones

controladas con fertilizantes agricolas de uso comercial.



4. JUSTIFICACION

La investigacion sobre el uso de fertilizantes agricolas en el cultivo de
Chaetoceros muelleri se justifica por multiples razones: cientifica, economica y
ambiental. El género Chaetoceros pertenece a un grupo de microalgas ampliamente
utilizado en la acuicultura, debido a su alto valor nutricional y su capacidad para
estimular el crecimiento de las especies cultivadas, en la cria de moluscos y
crustaceos (Herndndez, 2014). Ademads, poseen potencial considerable en
aplicaciones biotecnologicas, como la produccion de biocombustibles y la

extraccion de compuestos bioactivos, y su uso en proceso de biorremediacion.

Este estudio busca abordar la necesidad de encontrar alternativas viables y
sostenibles para el cultivo de microalgas, especialmente para mejorar la densidad
celular. El uso de fertilizantes agricolas como Stimufol representa una opcion
accesible y de bajo costo para los productores acuicolas, permitiéndoles mantener
la produccidn sin recurrir a medios de cultivo costosos como el F/2 de Guillard. En
contexto la viabilidad de estos fertilizantes podria ofrecer soluciones efectivas para

mejorar la rentabilidad de cultivos de microalgas a gran escala.



Desde un punto de vista cientifico, la eficacia de los fertilizantes agricolas
comerciales en el cultivo de Ch. muelleri es fundamental para mejorar los métodos
de cultivo y las condiciones optimas de pH, utilizando las concentraciones
adecuadas. Este reporte puede proporcionar informacidén valiosa sobre como
diferentes regimenes nutricionales que afectan el crecimiento poblacional de

microalgas y la optimizacion los procesos de cultivo.

Economicamente, debido al alto costo de los medios de cultivo
especializados representa una barrera significativa para la produccion a gran escala
de microalgas. Los fertilizantes agricolas comerciales, que suelen ser mas
accesibles, podrian ofrecer una alternativa viable para reducir los costos de
produccion. Esto facilitaria la expansion y escalabilidad de la produccion de

microalgas, haciendo mas accesible su cultivo a gran escala (Gomez, 2011).

La presente investigacion tiene como objetivo evaluar la respuesta de Ch.
muelleri a fertilizantes comerciales, con el fin de desarrollar un método de cultivo
que sea economico y eficiente en términos de produccioén de biomasa, crecimiento
poblacional y densidad celular. Sin embargo, que los fertilizantes agricolas pueden
brindar un mayor crecimiento y una composicion similar a los medios

especializados, lo cual garantiza la calidad de las microalgas para que sean



adecuadas como alimento en la industria acuicola. Esto contribuird a optimizar las
técnicas de cultivo, brindar informacion valiosa a los productores, y ofrecer
soluciones para reducir costos, mejorar la eficiencia y fomentar una produccion mas

sostenible en la acuicultura.



5. OBJETIVO GENERAL

Analizar el desempefio de un fertilizante agricola comercial como alternativa al
medio Guillard F/2 en el cultivo de Chaetoceros muelleri mediante el andlisis de

crecimiento y caracteristicas morfoldgicas durante dos ciclos de produccion

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar la densidad celular de los diferentes tratamientos experimentales a
través de la cadmara de Neubauer evaluando la dindmica de crecimiento de

Ch. muelleri,

e Identificar las caracteristicas morfologicas de Ch.muelleri entre los

tratamientos experimentales, identificando diferencias en la estructura.

e Comparar la cinética de crecimiento de C. muelleri, bajo los efectos del

fertilizante agricola comercial durante dos ciclos de produccion.
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7. HIPOTESIS

(Ho): El uso de fertilizante comerciales agricola no incrementa la densidad celular

de Chaetoceros muelleri en el sistema de cultivo.
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8. MARCO TEORICO

8.1 Las microalgas y su importancia en acuicultura

Las microalgas son microorganismos unicelulares fotosintéticos que juegan
un papel esencial en la produccion primaria de los ecosistemas acuaticos. Son
capaces de transformar didxido de carbono en materia orgénica y oxigeno a través
de la fotosintesis, lo que las convierte en productores primarios clave en las cadenas
troficas tanto marinas como de agua dulce. Como confirma Behrenfeld (2021) que
las microalgas aportan a cerca del 50% de la produccion primaria global y de la
produccion total de oxigeno en la Tierra, siendo una fuente fundamental para la vida
acuatica y diversos procesos ecologicos. Esta capacidad fotosintética alta y su
diversidad les permiten producir una amplia variedad de metabolitos valiosos y

sostener ecosistemas acuaticos sostenibles (Richmond & Hu, 2013).

En acuicultura, las microalgas se utilizan como alimento vivo,
especialmente en las etapas larvarias de peces, moluscos y crustaceos, debido a su
alta concentracion de nutrientes, como acidos grasos esenciales, proteinas,
vitaminas y antioxidantes, lo que contribuye a mejorar la calidad del cultivo y la
supervivencia de los organismos. Ademds, su cultivo puede controlarse en

ambientes cerrados, lo que asegura una calidad constante (Cubero, 2024).
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La implementacion de cultivos de microalgas en sistemas acuicolas también
aporta beneficios ambientales, al actuar como la biofiltracién de compuestos
nitrogenados y fosfatados, ayudando a purificar el agua en sistemas de recirculacion
acuicola; esto promueve la sostenibilidad del cultivo, y contribuyendo a la
economia circular mediante la produccion de biomasa util con bajo impacto

ambiental (Smetana, 2017).

Ch. muelleri es una especie de diatomea marina, distribuida en ambientes
salinos, aguas costeras y estuarios. Se caracteriza por sus células alargadas y
circulares que forman cadenas, lo que contribuye a su morfologia tinica. Prospera
en aguas con altas concentraciones de nutrientes, lo que la convierte en un
componente importante en la red trofica marina. Evidentemente por su alta tasa de
crecimiento, Ch. muelleri puede reproducirse rapidamente en condiciones Optimas,

lo cual es valioso para la acuicultura (Pina, et al..,2005).

Su capacidad de adaptarse a diferentes niveles de salinidad resalta su
resiliencia ecologica. Ademads, de su importancia ecologica, Ch. muelleri es una
fuente rica en 4cidos grasos esenciales y carotenoides, en particular acido
eicosapentaenoico (EPA) y fucoxantina, los cuales son beneficiosos tanto para la

salud humana como para la acuicultura. Estos compuestos mejoran el perfil
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nutricional de los alimentos destinado a peces y mariscos, favoreciendo un mejor
crecimiento y salud en los sistemas acuicolas. Sumado a lo anterior las
investigaciones indican que esta microalga absorbe eficazmente los nutrientes, lo

que la hace adecuada para aplicaciones de biorremediacion (Rabiee, 2021).

8.2 Caracteristicas de Chaetoceros muelleri

Taxonomia .
Figura 1

Reino: Chromista Chaetoceros muelleri

Filo: Bacillariophyceae

Clase: Mediophyceae

Orden: Chaetocerotales

Familia: Chaetocerotaceae

Género: Chaetoceros

Especie: muelleri

Ch. muelleri pertenece al grupo de las Bacillariophyceae (diatomeas),

ampliamente utilizada en acuicultura por su perfil nutricional y adaptabilidad.
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Presenta células de forma eliptica con frustulas siliceas, que contienen pigmentos
como la clorofila a, ¢ y fucoxantina, responsables de su coloraciéon amarillo-marrén

(Pifia, 2005).

Una de sus caracteristicas distintivas es la presencia de setas largas en sus
extremos, que ayudan a evitar la depredacion por organismos filtradores y facilitan
su suspension en la columna de agua. Su tamafo celular segiin Robles (2007), C.
muelleri es una diatomea marina se caracteriza por presentar células individuales o
solitarias, con una pared celular que contienen pocas silices, tienen forma eliptica y
mide entre largo 4.5, y 20 um ancho 4 a 15 pm, su coloracion es amarillo-marron,
la frastula posee cuatro setas alargadas, las setas tienen forma circular a subcircular
en la seccion transversal y la longitud de las setas varian entre 15 um a 35 um, es

ideal para el consumo por larvas de camarén y moluscos (Medina, 2021).

Esta especie se cultiva con facilidad tanto en laboratorio y sistemas abiertos,
mostrando un crecimiento rapido y en condiciones dptimas. Ademas, contiene altos
niveles de acidos grasos esenciales como el EPA, que es fundamental para el

desarrollo de larvas en acuicultura (Rabiee Khatami, 2021).
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8.2.1 Pigmentos fotosintéticos y coloracion

Los pigmentos predominantes en Ch. muelleri incluyen clorofila a, clorofila
¢y fucoxantina. Estos pigmentos permiten la absorcion eficiente de luz en el rango
azul-verde, adaptandose bien a condiciones de baja luminosidad en ambientes
acuaticos. La fucoxantina, en particular, es la responsable del color marron-dorado

caracteristicos de esta microalga (Borowitzka, 2018).

8.2.2 Presencia de setas siliceas

Una de las caracteristicas morfologicas mas distintivas de esta especie es la
presencia de setas largas y delgadas (extensiones siliceas en los extremos celulares),
que cumplen una doble funcidon: ayudan a mantener la célula en suspension,
aumentando la superficie para flotabilidad, y actian como defensa mecénica frente

a organismos filtradores como rotiferos y copépodo (Miranda, 2022).
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8.2.3 Reproduccion

La microalga Ch. muelleri, perteneciente al grupo de las diatomeas, se
reproduce principalmente de forma asexual mediante division celular binaria, en la
que cada célula origina dos células hijas que conservan las caracteristicas
morfoldgicas de la especie. En condiciones favorables, esta reproduccion rapida
permite el establecimiento de altas densidades celulares en poco tiempo, lo que la
convierte en una especie muy utilizada en acuicultura como alimento vivo para
larvas de peces, camarones y moluscos. En menor medida, también puede presentar
reproduccion sexual cuando las células alcanzan un tamafio critico minimo, lo que
garantiza la regeneracion del ciclo celular y la variabilidad genética (Miiller

Navarra, et al., 2000).

8.2.4 Tamaiio celular y compatibilidad con larvas

El tamafo celular, segiin Steven Purcell (2012), Ch. muelleri oscila entre
4.5 a 20 um de largo, lo cual es 6ptimo para la alimentacion de larvas de bivalvos,
peces y especialmente postlarvas de Penaeus vannamei (camaron blanco). Su
pequefio tamafio facilita la ingestion y digestibilidad por organismos en estadios

larvarios tempranos (Huerlimann, 2015).
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8.3 Composicion nutricional y valor en acuicultura

Ch. muelleri es rica en acidos grasos poliinsaturados, en particular el acido
eicosapentaecnoico (EPA; 20:5n-3), que es fundamental para el desarrollo del
sistema inmunoldgico, la formacion de membranas celulares y el crecimiento
larvario. También contiene proteinas, vitaminas del complejo B y antioxidantes
como B-caroteno, lo cual la convierte en un alimento de alta calidad en hatcheries

(Huerlimann, 2015).

8.3.1 Nutrientes esenciales para el cultivo de microalgas

El desarrollo adecuado de microalgas depende de la disponibilidad de
nutrientes esenciales como nitrégeno, fosforo, silicio, hierro y micronutrientes
como el zinc, cobre y manganeso. En la Tabla 1, se presentas las funciones
principales en las que participan estos elementos. Entre las funciones se mencionan:
procesos bioquimicos fundamentales, incluyendo la fotosintesis, sintesis de

proteinas y division celular (Saratale, 2022).
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Las diatomeas, como Ch. muelleri, requieren ademas silicio para formar sus

frastulas. En condiciones de deficiencia, el crecimiento se ve afectado y la

morfologia celular puede alterarse. Por tanto, los medios de cultivo deben estar

cuidadosamente formulados para garantizar el suministro balanceado de estos

nutrientes.

La adicion de vitaminas, como la tiamina (B1), biotina y cianocobalamina

(B12), estos nutrientes son muy importante para muchas microalgas, ya que estas

vitaminas actuan como cofactores en reacciones enzimaticas vitales. En medios

comerciales como el F/2, estos nutrientes se afladen en concentraciones especificas

que aseguran el crecimiento optimo (Pifiera, 2001).

Tabla 1

Nutrientes esenciales para microalgas

Nutriente

Funcion principal en las microalgas

Carbono (C)

Elemento importante para formar carbohidratos, lipidos y

proteinas a través de la fotosintesis.

Nitrégeno (N)

Sintesis de proteinas, enzimas, 4cidos nucleicos y clorofila,

influye en el crecimiento y desarrollo de la célula

Fosforo (P)

Componente de ATP, acidos nucleicos y fosfolipidos
necesario para la estructura de membranas celulares y

ayuda con el metabolismo energético
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Azufre (S)

Componentes de ciertos aminoacidos (cisteina, metionina)

y coenzimas para procesos metabolicos.

Silicio (Si) Formacion de frastulas (pared celular de silice) que
favorecen en la proteccion y estructura de la célula.
Hierro (Fe) Transporte de electrones en fotosintesis y sintesis de
clorofila.
Manganeso (Mn) | Participa en la fotolisis del agua en la fotosintesis y actia
como liberador de oxigeno
Zinc (Zn) Activacion de varias enzimas y sintesis de proteinas, que
participan en la sintesis del ADN y la division celular.
Cobre (Cu) Cofactor enzimdtico en la fotosintesis y metabolismo
energético, es importante para la formacion de pigmentos
Molibdeno (Mo) | Permite la fijacién y metabolitos de nitratos en formas de
nitrégenos asimilables por la célula.
Boro (B) Estabilidad de membranas y el transporte de azlicares

dentro de la divisidn celulares.

Vitamina B:

(Tiamina)

Reacciones metabdlicas para la produccion de energia

Vitamina Bi2

Sintesis de ADN y contribuyen con el proceso del

(Cobalamina) crecimiento celular
Biotina Sintesis de 4cidos grasos y aminoacidos esenciales.
Nota: En esta tabla muestra como los nutrientes actian en varios factores del

crecimiento de las microalgas
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8.3.2 Uso de fertilizantes agricolas en el cultivo

En algunos casos, los fertilizantes agricolas (como nitrato de amonio, urea
o fosfato monopotésico) pueden utilizarse como sustitutos econdmicos de medios
estandar como el f/2 de Guillard. Sin embargo, el uso de fertilizantes requiere un
control riguroso de la concentracion, ya que excesos pueden alterar la calidad

nutricional de la microalga o favorecer la proliferacion de contaminantes (Becker,

2013).

8.3.2.1 Fertilizantes NPK

Los fertilizantes NPK han sido ampliamente probados como sustitutos
parciales o medios convencionales. En Isochrysis galbana, la aplicacion de NPK
20-20-20 soluble permiti6 obtener biomasa comparable al medio /2, pero con
menor costo de produccion (Bustos, 2022). De igual manera, Silva Benavides
(2015) cultivo Chlorella sorokiniana usando como nutrientes NPK 20-20-20 y
NPK 22-10-7 alcanzé un mayor numero de células, mayor biomasa y concentracion

de clorofila, lo cual favorecio la eficiencia fotosintética.
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8.3.2.2 Fertilizantes nitrogenados y fosfatados simples

Desde la posicion de Bhatnagar et al. (2017) Scenedesmus sp., inventd una
combinacion de urea, sulfato de amonio y superfosfato, que logro generar mayor
densidad celular y biomasa que el medio BG-11. Asimismo, Collahuazo-Reinoso
et al. (2019). el empleo conjunto de urea y superfosfato en Nostoc sp., Anabaena
doliolum, Westiellopsis sp., Chlorella minutissima y Scenedesmus sp. permitid
alcanzar un buen peso seco de biomasa, confirmando su viabilidad en sistemas

cerrados.

8.3.2.3 Fertilizantes foliares completos

El uso de fertilizantes foliares también han mostrado resultados positivos de
acuerdo con Soto (2022); la aplicacion de un fertilizante completo 9-9-7 diluido al
3 % promovid un incremento en biomasa y crecimiento celular de Chlorella sp. y
Scenedesmus sp.,al aportar tanto macronutrientes como micronutrientes esenciales
(Soto, 2022). De forma similar, en Chaetoceros gracilis e Isochrysis galbana, desde
el punto de vista de Panta Vélez (2017) el fertilizante foliar Stimufol resultdé mas
efectivo que Complefol, consolidandose como una opcion viable de bajo costo

frente al medio Guillard /2.
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8.3.2.4 Otras formulaciones agricolas

En Chlorella pyrenoidosa y Botryococcus braunii, fertilizantes como
Gandasil D (NPK con microelementos) y Growmore 20-20-20 como plantea Pifia
(2023) que logro a obtener una produccion de biomasa estable de aproximadamente
0,19-0,20 g/L. Seglin Kuo et al (2023) en Chlorella sp. se observd una mayor
produccion de luteina, cultivada en medios agricolas a base de urea, también

representa costos reducidos.

Por otra parte, en Nannochloropsis sp. se evaluaron Bayfolan Forte,
Grogeen y Nitrofoska, encontrandose que Bayfolan Forte como afirma Aguillar et
al (2020) fue el fertilizante mas eficiente en la generacion de altas concentraciones
celulares, mientras que los otros dos mostraron menores rendimientos. En la Tabla
2 se presenta un resumen de la revision bibliografica del uso de fertilizantes

agricolas como fuente de nutrientes para el crecimiento de microalgas.
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Tabla 2

Estudios con fertilizantes agricolas en distintas especies de microalgas

Especie Fertilizante Resultados Autor/Afio
Microalga Usado Principales
Isochrysis aff. NPK 20-20-20 Biomasa Bustos &
Galbana (soluble) equivalente a f/2, Roncarati, 2022
menor costo
Scenedesmus sp. | Urea, Sulfato de Mayor densidad Bhatnagar et al.,
amonio, celular y biomasa 2017
Superfosfato que BG-11
simple
Chlorella Gandasil D Produccion de Pina, 2023
pyrenoidosa, (NPK + biomasa estable
Botryococcus | microelementos) | (~0.19-0.20 g/L)
braunii , Growmore 20-
20-20
Chlorella sp. Urea (y medio Mayor produccion Kuo et al., 2023
agricola) de luteina, costos
reducidos
Microalgas Urea, NPK 20- | Medios simples, sin | Ana Parraga, 2019
varias 20-20 trazas/vitaminas,
crecimiento
aceptable
Nostoc sp., Urea + Buen peso seco de Collahuazo-
Anabaena Superfosfato biomasa, viable en | Reinoso & Araujo-
doliolum, sistemas cerrados Abad, 2019
Westiellopsis
sp., Chlorella
minutissima,
Scenedesmus sp
Chlorella sp., Fertilizante Biofertilizante con Soto, 2022

Scenedesmus sp.

foliar completo
9-9-7 diluido al
3%

macronutrientes y
micronutrientes,

mayor crecimiento y

biomasa
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Nannnochloropi | Bayfolan Forte , Bayfolan Forte Aguilar Guadalupe
sp Grogeen , obtuvo mayor , 2020
Nitrofoska concentracion
celular; los demas
fertilizantes
mostraron menor
rendimiento
Chlorella NPK 20-20-20 Mayor niimero de Silva Benavides,
sorokiniana ;NPK 22-10-7 células, mayor 2015
biomasa y
concentracion de
clorofila

Chaetoceros Complefol, Stimufol, Panta Vélez
gracilis; Stimufol representan una Rodolfo, 2017
Isochrysis alternativa viable y
galbana de bajo costo para el
cultivo de
microalgas

8.4 Condiciones ambientales

Durante muchos afios, se han estudiado a las microalgas y técnicas para su
cultivo tratando de mantener las condiciones Optimas establecidas por la naturaleza.
Las primeras investigaciones de cultivos realizados fueron bajo las condiciones
estaticas. Sin embargo, el crecimiento para obtener un desarrollo 6ptimo de los
cultivos de microalgas depende de multiples factores que influyen en su desarrollo.
Para obtener un cultivo de microalgas en fase crecimiento activo, es preciso

mantener los elementos esenciales como: indculo viable de tamafio adecuado,

25



suministro de nutrientes, micro y macronutrientes, y las condiciones adecuadas

quimicas (como el pH) y fisicas (incluyendo luz, aireacion, temperatura, salinidad).

La luz es la fuente de energia que activa las reacciones fotosintéticas en las
algas y donde influye la intensidad, la calidad espectral, y el fotoperiodo. Sus
periodos de exposiciéon a ésta pueden ser continuos (mediante luz artificial),
discontinuos (periodos de iluminacion alternados con periodos de oscuridad,
también con luz artificial) o en el ciclo natural de dia y de noche, segiin Hoff &

Snell (2008) con una intensidad 8000-10000 (Lux) (Richmond, 1986).

La temperatura es una variable importante en los cultivos de microalgas,
aunque esto puede variar segun la composicion del medio de cultivo. Segin
Gualtieri (2006) para varias especies de diatomeas, la temperatura optima oscila
entre 15-30°C. Cuando existen temperaturas bajas puede provocar una disminucioén

de crecimiento, y en temperaturas altas provocaria que las microalgas colapsaran.

El pH segun Hoff & Snell (2008) para las especies de algas mas cultivadas
es de un rango de intervalo de 7 y 9, con la gama 6ptima de 8.2-8.7, aunque hay

especies que habitan en medios mas acidos o basicos (Borowitzka, 2018).

La salinidad varia segtn la especie, en cultivos interiores (el cultivo tiene

poco o ningln contacto con la atmoésfera) no es controlado y se maneja la salinidad
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de 20-35 ppm. Sin embargo, en cultivo a exterior (el cultivo estd en contacto con la
atmosfera). La salinidad se convierte en un parametro importante de control para la

optimizacion del crecimiento de la microalga (Tan, 2020)

8.5 Tipos de cultivo

El cultivo de C. muelleri puede desarrollarse en sistemas abiertos o cerrados,
segun el proposito de produccion y los recursos disponibles. Los cultivos abiertos,
como estanques o raceways, permiten producir grandes volimenes de biomasa con
bajo costo, por lo que resultan adecuados para hatcheries y centros de cultivo que
requieren alimento vivo en grandes cantidades. Sin embargo, presentan un mayor
riesgo de contaminacion por bacterias, protozoos u otras microalgas, lo cual puede

comprometer la calidad y la disponibilidad del producto final (Mata, 2010).

8.5.1 Cultivos Cerrados

Este cultivo se realiza en dispositivos como los fotobiorreactores, garrafas
o bolsas plasticas, donde controlan las condiciones de temperatura, salinidad,
nutrientes y luz estrictamente. Aunque son mas costosos, permiten mantener
cultivos puros y de alta calidad, lo que los convierte en la mejor alternativa para la
produccion de inoculos y la conservacion de cepas madre. Este control resulta

esencial para evitar contaminacion (Fernandez, 2014).
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8.5.2 Cultivo Semicontinuo

En este sistema se retira periddicamente una fraccion del cultivo y se
reemplaza con medio fresco, logrando prolongar la fase exponencial de crecimiento
y mantener una produccidon constante de células de alta calidad. Esta técnica se
emplea en laboratorios y centros de produccion larvaria, asegurando un suministro

continuo sin necesidad de reinicios frecuentes del cultivo (Becker, 2013).

8.5.3 Cultivo Continuo

Consiste en el suministro permanente de medio fresco y la extraccion
automatica del excedente de biomasa. Este sistema mantiene condiciones
ambientales estables y permite una productividad uniforme y sostenida. Aunque
requiere mayor inversion y conocimientos técnicos para su manejo, es considerado
uno de los métodos mas eficientes para la produccion industrial de microalgas, tanto
para la acuicultura como para aplicaciones en bioenergia y biotecnologia (Urbano,

2017).

28



8.6 Conteo celular

Para la determinacion de la densidad celular se realiza bajo un microscopio
utilizando un hematocitometro o cdmara de Neubauer, En la (Figura 2) se muestra
el patrén del conteo del hematocitometro, las células que se encuentran en las
cuadriculas A, B, C y D son contadas dependiendo de micrémetro celular, el

volumen del agua en cada cuadrado es de 1/10000 en un milimetro.

Figura 2

Conteo celular en Camara Neubauer de acuerdo con el tamario de células
microalgales
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Autor: Ynga y Nifio (2019)

El monitoreo de la densidad poblacional de C. muelleri se realiza mediante
conteo celular directo en camara de Neubauer o Sedgwick-Rafter bajo microscopio

optico, y en algunos casos con fluorometria (clorofila-a). El conteo diario o
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periddico facilita el seguimiento del ciclo de crecimiento y permite detectar

anomalias en la cinética celular.

A partir de los datos obtenidos del conteo, se pueden calcular parametros
clave como la tasa de crecimiento especifica (i), el nimero de divisiones celulares
por dia, y el tiempo de duplicacion. Estos célculos relacionados al crecimiento de
microalgas se llevan a cabo mediante modelos matematicos, entre los que destaca
el modelo exponencial logaritmico, que utiliza logaritmos naturales para analizar el
crecimiento durante la fase exponencial. Ademads, en algunas investigaciones
también se ha empleado el modelo de Monod, que relaciona la velocidad de
crecimiento de microalgas con la disponibilidad de nutrientes, este modelo nos
ayuda permitiendo entender el comportamiento celular en funcion de la

concentracion limitante de sustratos (Voltolina, 2007).

8.7 Cinética del crecimiento

La curva de crecimiento celular se representa en seis fases clasicas: latencia
(adaptacion inicial), aceleracion (incrementacion celular), exponencial (méxima
tasa de division celular), desaceleracion (la tasa de division celular disminuye,
aunque, en vista del alto nimero de células) estacionaria (equilibrio entre division
y muerte celular) y muerte (agotamiento de nutrientes o acumulacion de desechos)

(Figura 3). El conocimiento de esta cinética es esencial para cosechar la microalga
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en fase exponencial, momento en el que presenta mayor calidad nutricional para su

uso en acuicultura Arredono et al. (2007).

8.7.1 Fase de Lag

El comportamiento depende inicialmente del cultivo, de las que también en
gran medida de las células del indculo. Cuando las células del inoculo ya que si no
se encuentran en condiciones metabodlicas adecuadas se presenta una fase retardo
del crecimiento por la cual habra un retardo en el crecimiento, otro de los factores
que pueden causar retardo son las condiciones de temperatura, iluminaciéon y pH..

(Mata, 2010).

8.7.2 Fase de aceleramiento

Se obtiene de diferentes componentes estructurales que se incrementan
mediante secuencias, iniciando con RNA (4cido ribonucleico) seguido de las
proteinas y el peso individual. La concentracion celular generalmente suele medirse
en la ultima muestra en crecimiento, lo cual desarrolla y se refleja el estado del

cultivo de microalgas (Morales, 2023).
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8.7.3 Fase exponencial

Durante esta fase, la tasa de crecimiento tiene alcanzar su valor méximo y
se mantiene constante, en vista de la falta de factores limitantes, permanece
aproximadamente constante. Por esta razon, la concentracion celular aumenta

rapidamente, aunque no se alcanzan valores muy elevados (Becker, 2013).

8.7.4 Fase de desaceleracion

En esta fase se empieza a notar el efecto de una menor disponibilidad de
uno de los factores que regulan el crecimiento, por lo cual las condiciones de cultivo
son suboptimas. En consecuencia, la tasa de division celular es reducido, aunque
también la concentracion celular alcanza su maximo valor debido a que el alto
numero de células presente. En esta fase la composicion bioquimica de la biomasa
cambia de manera opuesta a la mencionado durante la fase de aceleracion

Arredondo, et al. (2007).

8.7.5 Fase estacionaria

En esta fase las condiciones de cultivo limitan el crecimiento y la tasa de

natalidad es igual a la mortalidad, haciendo que la concentracion celular y los
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componentes de la biomasa permanecen estables. Este comportamiento suele ser
causado por las bajas concentracion de algunos de los nutrientes de alto valor del
pH, con consiguiente poca disponibilidad de sustrato fotosintético, o a una excesiva
concentracion de oxigeno, aunque con frecuencia el motivo mas importante es la
pobre penetracion de la luz causada por la alta concentracion celular (efecto de

autosombreado). (Herndndez, 2014).

8.7.6 Fase de muerte

La tasa de mortalidad suele por lo general ser mayor que la natalidad, por lo
que provoca una disminucion en la concentracion celular. Esto también ocasiona,
una baja biomasa unitaria como resultado de un incremento en la proporcion entre
respiracion y fotosintesis ya a la falta de nutrientes, que conlleva a la muerte o lisis

celular (Gémez, 2011).

Figura 3

Curva de crecimiento tipica para una poblacion de microalgas

exponencial

desaceleracién

estacionaria

aceleramiento

muerte

Autor Arredondo y Voltolina (2007)
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9. METODOLOGIA

9.1 Area de estudio

El presente trabajo de investigacion se ejecuto en el laboratorio INCAMAR,
ubicado en la comuna San Pablo, Provincia de Santa Elena, Ecuador, es una
instalacion especializada en la produccion de postlarvas de camaron blanco
(Penaeus vannamei) con una trayectoria destacada en el campo de la larvicultura.
Posee 3 departamentos: Area de microalgas, artemia, y larvas de camarén (Figura
4).

Figura 4
Ubicacion del laboratorio "INCAMAR"

Nota: Las iméagenes fueron obtenidas por Google Earth (2024)



9.2 Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA) en el cultivo de
microalgas C.muelleri, con 2 tratamientos experimentales los cuales son, el medio
Guillard/F2 servira como control, y fertilizante Stimulfol, (Figura 5). Este disefio

se aplicé en dos ciclos de produccion de microalgas

Figura 5

Diserio experimental de cultivo de microalgas C.muelleri
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Nota: Fase de cultivo de microalga C. mulleri en medio de cultivo fertilizante
agricola (Stimulfol y Guillard {/2).
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9.3 Mantenimiento de las cepas

Se obtuvo la cepa pura de Chaetoceros muelleri de una coleccion de cultivos
de algas del laboratorio. Las cepas fueron mantenidas en cajas Petri, y se realizé un
escalamiento de volumen del cultivo desde tubos de 10 ml hasta 20 L, con medio
de cultivo de los diferentes fertilizantes: (A) Medio Guillard F/2 (B), Stimulfol con
tres réplicas. Se conservaron en condiciones controladas de parametros fisicos
quimicos: salinidad (25 ppm), luz continua, temperatura de 20-27°C, con un pH
entre un rango 7y 9. Se evalud la densidad poblacional durante los dos ciclos de

produccion.

9.3.1 Cultivos

Se prepard una disolucion de 5g en 500ml, con la misma concentracion
ajustando la cantidad para adicionar segun el volumen de agua, es decir en tubos de
ensayo de 10 ml se aplic6 0,25 ml de la disolucion, envases de 150 ml, se adiciono
4ml, envases de 2 L, se incorpor6 50 ml, y finalmente en carboys de 20 L, se afiadid
500 ml. Cada tratamiento fue replicado tres veces, lo que resultdo un total de 6
unidades experimentales, por cada volumen de agua, que conformaron un sistema

de cultivo por 31 dias, para efectuar el conteo celular.
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9.4 Preparacion de soluciones

9.4.1 Fertilizantes

Para la preparacion de la solucion de fertilizantes se utilizod el producto

comercial Stimulfol, agregando 5 g por cada 500 ml de agua destilada. La

preparacion fue homogenizada y autoclavada a 121°C, para su posterior adicion a

los medios de cultivos (Tabla 3).

Tabla 3

Composicion quimica de fertilizante agricola (Stimulfol)

Componentes Formula Peso (g)
Fertilizante agricola A
Nitrato de sodio NaNos 77.16
Nitrato Nos 7.8
Amonio NH4 7.8
Fosforo CO(NHz)> 16.4
Silice NazSi103.90H20
EDTA férrico CioH12N2NaFeos 5.00
Sulfato de zinc ZnSo04.7H,0 22.00
Cloruro de manganoso MnCl,.4H,0O 180.00
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9.4.2 Medio de cultivo Guillar F/2

El medio de cultivo Guillard F/2 se prepar6 a partir de agua de mar filtrada
y esterilizada a 15 psi de presion, a la que se afadieron los nutrientes en

concentraciones de acuerdo con la descripcion a continuacion:

9.4.2.1 Solucion 1 (nitratos):

Los macronutrientes necesarios son medidos en funcion a la (Tabla 2) para
el medio Guillard F/2, el nitrato de sodio (NaNOs), el fosfato de sodio
(NaH2PO4-H20), el sulfato de magnesio (MgSO4-7H20) y el sulfato de calcio
(CaClz:2H20). Se anadieron los compuestos previamente medidos en 500 ml de
agua destilada en un recipiente para reactivos. los componentes, fueron autoclavada

a 121°C durante 1 horas para esterilizar la reactiva madre o solucion 1.

9.4.2.2 Solucion 2 (cloruro férrico)
El componente Cloruro férrico (FeCls-6H20) fue diluido en 500ml de agua
destilada para garantizar su correcto posteriormente autolavado a 121°Cy 15 psi de

presion durante 1 horas, segin en funcion a la Tabla 4.
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Tabla 4

Composicion quimica en medios de cultivos: (Guillard F/2)

Componentes Foéormula Peso (g)
Nitrato de sodio NaNos 75.00
Fosfato de sodio NaH,PO4H>O 5.00
Metasilicato de sodio NaSi03.9H20 30.00
EDTA férrico CioH12N2NaFeOs 5.00
Sulfato cuprico CuS04.5sH,0O 9.80
Sulfato de zinc ZnSo047H>0 22.0
Cloruro de cobalto CoCL2.4H,O 10.00
Cloruro de manganoso MnCl,.4H,O 180.00
Molibdato de sodio NaxMo04.2H>0O 6.30
biotina C10H16N20s3S 0.05
cianocobalamina (B12) Cs3HgsCoN14P 0.05
Tiamina clorhidrica (B1) C12H17CIN4OS 0.01

9.4.2.3 Solucion 3 (vitaminas - metales traza)

Los metales traza necesarios, como Sulfato de zinc (ZnSOa4-7H:20), Sulfato
cuprico (CuSO4-5H20), Cloruro de cobalto (CoClz-6H20), y Paramolibdato de
amonio tetrahidratado NHssMo0-024-4H20, fueron diluidos en 500 ml de agua
destilada. Una vez ajustado el pH, se completé el volumen de la soluciéon a 150 ml

con agua destilada. Se autoclavo la solucidon, una vez ocurrido el periodo de
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esterilizacion la solucion se conservo en refrigeracion y cubierta para no perder las

propiedades vitaminicas de la solucién.

9.4.3 Caracteristicas morfologicas de las microalgas

Para la evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas de las microalgas se
siguid los criterios que, de acuerdo con Robles (2007) son: tamafo, forma celular,
setas y coloracion (Tabla 5). Para aquello, se realizd observacion microscopica y se
tomaron fotografias, las cuales fueron ingresadas al programa Image J para la

medicion de las estructuras sefalada.

Tabla 5

Caracteristicas de evaluacion de la microalga C. muelleri

Caracteristica Descripcion
Tipo de célula Células individuales o solitarias
Pared celular Contiene poca silice
Forma celular Eliptica
Tamafo (largo) 4.5—-20 um
Tamafio (ancho) 4—15pum
Coloracion Amarillo — marrén
Frustula Presenta cuatro setas alargadas

Setas — forma en seccion transversal Circular a subcircular

Setas — longitud 15 =35 um
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9.4.4 Conteo celular

Para la determinacion de la concentracion de algas por unidad de volumen
en los diferentes tratamientos, se utilizo la técnica de numeracion directa a través

del microscopio usando un hematocitdometro o camara de Neubauer (Voltolina,

2007).

9.4.4.1 Contaje celular en microalgas

La concentracion celular (C, cél'mL-1) se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion
C=N * 10*
Donde:

N: ntimero de células presentes en Imm?. El nimero de células se dividen

de acuerdo con el nimero de cuadrantes contados.

10*: factor de conversién de 0.1 pL a 1 ml

DC: densidad celular

La tasa de crecimiento (n): Se calculé con base en los conteos celulares
utilizando las formula Louis Pasteur, Monod (1960) se basa en los modelos clasicos

de crecimiento poblacional y microbiologia.
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In(X2) — In(X1)
(T2 —T1)

Tasa de crecimiento =

u: tasa de crecimiento (divisiones/dia)
Xj5: densidad celular T»
Xi: densidad celular T,

Ln: logaritmo natural

Numero de divisiones por dia (D): Para convertir la tasa de crecimiento
especifica (i), se calculd con la expresion anterior, a nimero de divisiones por dia

(D), se divide entre el logaritmo natural de 2.

_u
b " In (X2)

D = Numero de divisiones por dia

u = Tasa de crecimiento especifica

El tiempo de duplicacion (TD): Es el valor reciproco del numero de

divisiones por dia y se calcul6 como sigue:

TD =

ol

TD = Tiempo de duplicacion en dias

D = Divisiones por dia
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La produccion diaria (PD): Se calcul6 en base a la diferencia del nimero

de células producidas entre el tiempo t; y el tiempo t>

_C1-c2
T T1-— T2

PD = Produccioén diaria
C2= produccion diaria de células al tiempo.
C1= produccion diaria de células al tiempo (t).

T1y T2 = tiempo inicial y final en dia

Analisis Estadistico

Para tabulacion y andlisis de datos se utilizé hojas de célculo de Microsoft
Excel 2010 y sofware PAST version 4.03, que permitio ejecutar de comparacion

entre los tratamientos.

Se establecié la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. Al comprobar la normalidad de datos se determiné la no normalidad y se
procedid a utilizar la Kruskall Wallis. Para determinar el tratamiento que presenta

mejores resultados se utilizo la prueba de comparacion de Tukey.
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10. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Las condiciones fisico-quimicas que se mantuvieron en los cultivos de
microalgas C.muelleri fueron los siguientes: temperatura promedio (en niveles de

10 ml hasta 20 L) fue de 21-25 °C, salinidad de 25 ppt, y pH fue de 7,12 9,0 .

10.1 Crecimiento de microalgas

CICLO1I

El crecimiento de la microalga C. muelleri, en la Ciclo I fueron
determinados mediante el conteo celular diario, por el lapso de 5 dias como se
observa en la Figura 6. En volumen de 10 ml el crecimiento inicial con medio de
cultivo de Guillard F/2 el valor promedio fue de 9,58 x 10° cel/ml, asi mismo el

medio con fertilizante agricola inici6 con 6,61 x 10° cel/ml.

Tanto en los cultivos de medio Guillard F/2 como Stimulfol, en la fase

inicial, las células debieron adaptarse al nuevo ambiente; por lo que, entre los dias
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0 y 1 se presentd la fase lag mas amplia, en la que la poblacion ajustd para
aprovechar los nutrientes del medio y, tuvo una duracion de 48 horas como
demostrd con una tasa de crecimiento de cultivos fue (5,98), como se evidencia en

la Figura 6, asi como el nimero de division celular por dia con (0,11).

A partir del dia 1 y 2 comenzd6 la fase exponencial, caracterizada por un
aumento progresivo de la densidad celular, posteriormente el tercer y cuarto dia una
la tasa comenz6 a estabilizarse en el medio Guillard /2, en el quinto dia se obtuvo
un crecimiento con una produccién diaria 7,75% 10* cel/ml. En el cultivo de
Stimulfol, la densidad celular y en la produccion diaria (PD) se obtuvieron al tercer
dia de cultivo, registrando biomasa de 162 x 10* cel/ml y en el cuarto dia de cultivo
para Stimulfol 2,56x 10° cel/ml. Mediante la prueba de Kruskal — Wallis, el valor
p>0,87 se observa que no hay diferencia significativa en la densidad poblacional en

comparacion de Guillard con Stimulfol.

Figura 6

Tasa de crecimiento (Ciclo 1) C.muelleri cultivadas en un volumen de
10ml con medio Guillard 172 y fertilizante agricola Stimulfol
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En los cultivos de volumen en 150 ml, la densidad celular inicial promedio
para medio Guillard /2 fue de 1.26x10° y Stimulfol de 1.40x10° cel/ml,
respectivamente. En este nivel, se presentd un bajo crecimiento desde el inicio de
los cultivos, con una duracion de 48 horas y fue en este periodo del cultivo donde
registrd una tasa de crecimiento especifica (1) (6,29 y 6,25) y el niimero de
divisiones por dia (2,14 y 3,40) para el medio f/2 y fertilizantes agricolas

correspondientemente (Figura 7).

Posteriormente, se present6 una la tasa baja de crecimiento especifica (p) y
en el tiempo de duplicacion moderado (TD). La maxima produccion diaria (PD) se
obtuvo al cuarto dia para el medio f/2 (2,41 x 10* cel/ml) en tanto que, para el
medio con fertilizantes agricolas 1,63x10° cel/ml. La maxima densidad celular se
observo al quinto dia de cultivo, con (2,13 x 10y 2,45x 10° cel/ml)para los cultivos
con medio F/2 y Stimulfol, mediante la prueba de kruskal-Wallis el valor de p
>0,26, demostrando que no existen diferencias significativas en la densidad

poblacional.
Figura 7

Crecimiento Promedio (Ciclo 1) de C.muelleri cultivadas en un volumen de
150ml con medio Guillard 172 y fertilizante agricola Stimulfol
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A nivel de fernbach, el cultivo de volumen en 2 L, la densidad celular
inicial promedio fue de 1.15x10° cel/ml para Guillard F/2 y 1.40x10° cel/ml para
Stimulfol. En este nivel se present6 un aumento crecimiento desde el inicio de los
cultivos (Figura 8), con una duracion de 48 horas y fue en este periodo del cultivo
donde se registro una tasa de crecimiento especifica (1) (6,10 y 6,17) y el menor
numero de divisiones por dia (3,60 y 3,47) para el medio /2 y fertilizantes agricolas
respectivamente. Después se presentd en fase estacionaria la tasa de crecimiento
moderada especifica (u) y un aumento en el tiempo de duplicacion (TD). La
maxima produccion diaria (PD) se obtuvo al tercer dia para el medio Guillard /2
(3,59 x 10° cel/ml), por lo tanto, para el medio Stimulfol se obtuvo al cuarto dia de
cultivo 2,01x 10° cel/ml. La maxima densidad celular se registré al quinto dia de
cultivo, con 1.54 y 1.67x 10° cel/ml para ambos cultivos. Mediante la prueba de
Kruskal -Wallis se comprobo el resultado de p>0,631, mostraron que no hay

diferencia significativa en la densidad poblacional.

Figura 8

Crecimiento Promedio (Ciclo 1) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 2000 ml con medio Guillard 172 y fertilizante agricola Stimulfol
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A nivel de volumen en 20 L, la densidad celular inicial promedio fue de
1.11x10° cel/ml para Guillard F/2 y 1.10 x 10° cel/ml para Stimulfol, como se
observa en la Figura 9. En este nivel, se obtuvo una fase de constate crecimiento
con una duracién de 48 horas y en este periodo del cultivo se registré una tasa de
crecimiento especifica de 6,06 y 6,08 para ambos cultivos y el nimero de divisiones

por dia (3,38 y 3,40) para el medio f/2 y fertilizantes agricolas, respectivamente.

La tasa de crecimiento moderada especifica (n) y en el tiempo de
duplicacion (TD) fue de 0,16. La maxima produccion diaria (PD) se obtuvo al
cuarto dia para el medio Guillard /2 (7.83x 10* a 7.58 10* cel/ml). Al quinto dia,
present6 un declive y se registro la densidad (1.21 y 1.24 x 10°cell/ml) para los
cultivos con medio /2 y fertilizantes agricolas, respectivamente En base a la prueba
de prueba de Kruskal-Wallis el resultado del valor de p>0,628 indica que no hay
diferencia significativa de la densidad.

Figura 9

Crecimiento Promedio (Ciclo 1) de C.muelleri cultivadas en un volumen de
20000 ml con medio Guillard 172 y fertilizante agricola Stimulfol
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Ciclo II

El crecimiento de la microalga C. muelleri, en el Ciclo II se siguié la misma
metodologia que la primera fase, mediante el conteo celular diario, por el lapso de
5 dias como se observa en la (Figura 10). En volumen de 10 ml la densidad celular
inicial promedio fue de 6.04x10° cel/ml para Guillard F/2 y 7.20x10° cel/ml para
Stimuldol respectivamente. Se presentd crecimiento contaste desde el inicio de los
cultivos, con una duracion de 48 horas y fue en este periodo del cultivo donde se
registrd una tasa de crecimiento especifica (i) (5,78 y 6,02) el nimero de divisiones
por dia (3,99 y 7,60) para el medio f/2 y fertilizantes agricolas respectivamente
(Figura 10). Para el medio Stimulfol en el tercer dia hubo una densidad de cultivo
bajo en comparacion del medio /2. La maxima densidad celular se observé al
quinto dia de cultivo, con 1,51 y 1,74 x 10° cel/ml para los cultivos con medio /2
y fertilizantes agricolas respectivamente. Mediante Kruskall — Wallis el resultado
de valor p>0,26 mostraron que no existe diferencias significativas entre los dos

medios de cultivos

Figura 10

Crecimiento Promedio (Ciclo Il) de C.muelleri cultivadas en un volumen de
10ml con medio Guillard /2 y fertilizante agricola Stimulfol
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En los cultivos de volumen en 150 ml, la densidad celular inicial promedio
1.26 x10° cel/ml para Guillard F/2 y 1.40 x10° cel/ml para Stimulfol. Se presento
un bajo crecimiento desde el inicio de los cultivos, con una duracion de 48 horas y
fue en este periodo del cultivo donde se registro una tasa de crecimiento especifica
(1) (6,33) y el con un numero de divisiones por dia (3,37 y 3,44) el medio /2 y

fertilizantes agricolas respectivamente (Figura 11).

En el cultivo Stimulfol hubo una concentracion del cultivo leve al tercer dia
con una densidad de 1,9 x 10° cel/ml, posteriormente se presentd un moderado
crecimiento como se observa en la figura 12, en cambio en Guillard /2 su
crecimiento fue constante. La méaxima produccion diaria (PD) , al quinto dia para
Guillard F/2 (2,13 x10*y 2,45x10° cel/ml). Los dos tratamientos de cultivos de
Guillard /2 y Stimulfol en comparacion de la prueba de Kruskal-Wallis el valor
p>5,02 nos indica que no presentaron diferencias significativas en la densidad

poblacional

Figura 11

Crecimiento Promedio (Ciclo II) de C.muelleri cultivadas en un
volumen de 150ml con medio Guillard /2 y fertilizante agricola
Stimulfol
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Para el cultivo de volumen en 2 L, la densidad celular inicial promedio fue
de 1.29 x 10° para medio /2 y 1,42 x 10° cel/ml para fertilizante agricola. En este
nivel, se presentd un constante crecimiento desde el inicio de los cultivos, con una
duracion de 48 horas y fue en este periodo del cultivo donde se registrd una tasa de
crecimiento (u) (6,13 y 6,20), en ambos cultivos y divisiones por dia (3,45 y 3,49)
para el medio f/2 y fertilizantes agricolas. La maxima produccion diaria (PD) se
obtuvo al cuarto dia para Guillard F/2 fue de 1,42x 10° cel/ml, en cuanto para
Stimulfol fue de 1,16x 10° cel/ml. En el quinto dia, se observa un declive (Figura
12) en medio Stimulfol con una baja densidad (1,71 x 10°); esto se debe a la falta
de nutrientes, sin embargo, en el cultivo en medio /2 se tuvo un crecimiento
moderado continuo con una produccion diaria de 1.67 x10° cel/ml. El p valor
obtenido fue de p>5,02 , que determina no existen diferencias significativas en

ambos cultivos.

Figura 12

Crecimiento Promedio (Ciclo 1) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 1200ml con medio Guillard f/2 y fertilizante agricola Stimulfol
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En volumen en 2L, la densidad celular inicial promedio fue de 1.14x10° y
1,18 x 10% cel/ml para medio Guillard f/2 y Stimulfol, para cada fase se tuvo en
cuenta la densidad inicial y final de los tratamientos. En este nivel se obtuvo una
fase de constate crecimiento con una duracion de 48 horas y fue en este periodo del
cultivo donde se registr6 una tasa de crecimiento especifica de 6,06 y 6,09 y
divisiones por dia (3,23 y 3,50) para el medio f/2 y fertilizantes agricolas
respectivamente (Figura 13).Respecto a la produccion diaria (PD) se obtuvo en el
cuarto dia para el medio /2 (3.75 x 10*cel/ ml) y en el medio de cultivo Stimulfol
(3,33x 10 cel/ml), sin embargo, en el quinto dia se observé una produccion baja
tanto para Guillard /2 y Stimulfol fue de (1.28x10° cel/ml). La prueba de Kruskall-
Wills mostré6 un valor de p>5,21, reportando que no existen diferencias

significativas entre los tratamientos.

Figura 13

Crecimiento Promedio (Ciclo II) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 20000ml con medio Guillard f/2 y fertilizante agricola Stimulfol
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Ciclo 1

Durante el Ciclo I, el cultivo en medio Guillard f/2 presentd variaciones
morfolégicas de C. muelleri fueron notables conforme aument6 el volumen de
cultivo como se observa en la Tabla 5. En volumenes menores de 10 ml, las células
se evidencid una coloracion amarillo-dorado y la forma celular de la célula es
circular, con un largo promedio de 2 pym y un ancho de 2 pm. Sin embargo, en el
volumen de 150 ml, el color se observo que la tonalidad y estructura celular, se
mantuvo del color amarillo-dorado, mientras la forma de la célula es rectangular,
en este volumen, el tamafio celular se increment6 a 8um de largo y 4 um de ancho.

Al igual que el volumen de 10ml se observo las setas completas no visibles.

En volumen mayores el cultivo de 2 L, la tonalidad se mantuvo amarillo-
dorado y las células conservaron su morfologia rectangular caracteristicas de
C.muelleri. A diferencia de volumen menores, en este nivel se evidencié que las
setas alcanzaron una longitud aproximada de 12 um, con dimensiones celulares de
6 um de largo por 3um de ancho, esto se relaciona a los nutrientes del Guillard F/2.
Finalmente, en el volumen de 20 L, se observo un cambio en la coloracion celular,
adquiriendo un tono amarillo-marrén, manteniendo la forma rectangular, las setas
midieron alrededor de 15um, mientras que las células alcanzaron Sum de largo y

2,5 um de ancho.

Tabla 6
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Caracteristicas morfologicas de C. muelleri (Ciclo 1) en medio Guillard f/2

Guillard /2
1
Volumen 10 150 2000 20000
(ml)

., Amarillo- Amarillo- Amarillo- .
Coloracion Dorado Dorado Dorado Amarillo-Dorado
F

otma Circular rectangulares | Rectangulares Rectangulares
celular
Setas (um) Completas Completas 12 15
Largo (um) 2 8 6 5
Ancho (um) 2 4 3 2,5
<
O
.
8.0) =
Imagenes € 3 I -{ .
&<
<
£
‘t; 2,5um
T

Nota: Las células mantuvieron sus setas completas, en los volumenes pequefios no

se evidenciaron en la toma de foto.

En el medio Stimulfol presentd variaciones morfologicas de C. muelleri,

que son notables conforme aument6 el volumen de cultivo se observé que su forma

es rectangular. En el volumen de 10 ml, las células mostraron una coloracion

amarillo-dorado y una forma rectangular, las setas completas, con un largo
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promedio de 2 um y un ancho de 1 pm (Tabla 6). Al incrementar al volumen de
150 ml, el color observado fue amarillo, caracteristico de C. muelleri, las células se
mantuvieron en una forma rectangular definidas y setas completas formadas, con
una longitud aproximada de um 10. En este volumen, el tamafio celular también

mostro un increment6 a 6um de largo y mientras que de ancho 4um.

En volumen del cultivo de 2 L, la tonalidad se mantuvo amarillo-dorado, las
setas obtuvieron una longitud aproximada de 35 um, con dimensiones celulares de
15 um de largo por 16 um de ancho, caracteristico de la microalga en condiciones
saludables y adecuada disponibilidad de nutrientes, las células conservaron su
morfologia rectangular. Finalmente, en el volumen de 20 L, el color celular paso un
tono amarillo-marrén, manteniendo la forma rectangular. A diferencia de volumen
menores, en este nivel se evidencid que las setas al medirla se registré al alrededor

de 35um, mientras que las células alcanzaron 13 pm de largo y 16 pm de ancho.

55



Tabla 7

Caracteristicas morfologicas de C. muelleri (Ciclo 1) en medio Stimulfol

Stimulfol

Volumen (ml) 10 150 2000 20000

., . . Amarillo- . ,
Coloracion amarillo-dorado | Amarillo amarillo-marrén

dorado
Forma celular rectangulares |rectangulares | rectangulares Rectangulares
Setas (pum) Completas 10 35 35
Largo (um) 2 6 15 13
Ancho (um) 1 4 16 16
Imagenes

56




Ciclo II

En el Ciclo 11, en el cultivo Guillard F/2, C. muelleri , present6 variaciones
morfoldgicas notables conforme aumenté el volumen de cultivo (Tabla 7). En el
volumen de 10 ml, las células mostraron una coloraciéon amarillo-dorado y una
forma rectangular, las setas se encontraban completas, con un largo promedio de 2
um y un ancho de 1 um. Al incrementar a un volumen de 150 ml, se observo
cambios morfoldgicos importante de C. muelleri, manteniéndose una tonalidad
amarilla, caracteristicas de la microalga las células adoptaron una forma
rectangular. Aunque las setas no fueron visibles estdn completas, al igual que el
anterior volumen. En este volumen, se registré el tamafio celular se increment6 a 6

um de largo y 4 um de ancho.

En los volimenes mayores como es el cultivo de 2 L, la tonalidad se cambid
a amarillo- dorado, las células conservaron su forma rectangular, pero se observé
un desarrollo notable en las setas, las cuales alcanzaron una longitud aproximada
de 12 um, mostrando su morfologia mas completa. Ademas, el tamafio celular con
dimensiones de 15 um de largo por 16 um de ancho. Finalmente, en volumen de 20
L, la coloracion celular presento cambi6 hacia un tono amarillo-marrdn, a pesar de
este cambio, las células mantuvieron la forma rectangular tipica de C. muelleri, las

setas midieron alrededor de 25 um, lo que nos indica un desarrollo estructural y una
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morfologia completa. No obstante, las células alcanzaron 5 pm de largo y 3 um de

ancho
Tabla 8

Caracteristicas morfologicas de C. muelleri (Ciclo I 1) en medio Guillard F/2

Guillard £/2
|
Volumen 10 150 2000 20000
(ml)
illo- Amarillo-
Coloracion amartiio Amarillo martio Amarillo-Dorado
dorado Dorado
F
orma rectangulares |rectangulares| Rectangulares | Rectangulares
celular
Setas (um) Completas Completas 9 20
Largo (um) 2 8 5
Ancho(um) 1 5 4
f & Qym( ., .
Y /);nn
f 8um . o
Imagenes St : g Xsﬂm & i
B, 3 V| Sum
Sum
\ C
f’ p 4 “, 3um
%4 4,1um R
5 4

Nota: Las células mantuvieron sus setas completas, en los volumenes pequefios no

se evidenciaron en la toma de foto.
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En Stimulfol se observo en su forma celular: rectangular y circular, y
variaciones segiin conforme aument6 el volumen de cultivos, como se observa en
la Tabla 8. En el volumen menores como de 10 ml, las células mostraron una
coloracion amarillo-dorado y una forma rectangular, las setas se encontraban
completas, con un largo promedio de 2 um y un ancho de 1 um. Al pasar a un
volumen de 150 ml, el color observado fue amarillo- dorado, las células presentaron
una morfologia de forma rectangular. Asi mismo se registrd el tamafio celular se
incrementd a 7um de largo y 2,8 um de ancho, acompafiado de setas completas una

longitud de 16um, lo cual evidencio un desarrollo adecuado de la microalga.

En el cultivo de 2 L, se evidencido un cambio notable en la coloracion del
medio pasando a un tono amarillo-marron, las células adoptaron su morfologia
circular, distintas a lo observado en los volumenes anteriores, lo que podria
relacionarse a los micro y macros nutrientes del fertilizante, las setas alcanzaron
una longitud aproximada de 15 um, con dimensiones celulares de 7 um de largo
por 7 um de ancho. Finalmente, en el volumen de 20 L, las células mantuvieron
su tonalidad amarillo-marrdn, indicando que la microalga contintio desarrollandose
en un estado similar al volumen de 2 L, manteniendo la forma rectangular, en este
volumen las setas midieron alrededor de 24 pm, mientras que las células alcanzaron

5,6 um de largo y 5,2 um de ancho.
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Tabla 9

Caracteristicas morfologicas de C. muelleri (Ciclo 1) en medio Stimulfol

j Tum

2,8um

Stimulfol
1
Volumen 10 150 2000 20000
(ml)

., Amarillo- Amarillo- Amarillo — ) ,
Coloracion Dorado Dorado Marrén Amarillo-Marrén
F

orma Rectangulares | Rectangulares Circular Rectangulares
celular
Setas (um) Completas 16 15 24
Largo (um) 2 7 7 5,6
Ancho(pum) 1 2,8 7 5,2
.
¢ / . ./den
%m 15um
Imagenes
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10.3 Analisis de densidad poblacional de los dos ciclos

Durante la Ciclo I cultivo de C. muelleri en medio Guillard F/2 volumen
10ml, con una densidad poblacional de 9,58 x10° a 1,07 x10° cel/ml, también se
evidencid una tasa de crecimiento de aumento progresivo cual fue de 5,98 a 6,03,
con divisiones diarias de 3,62 y un tiempo de duplicacion de 0,16, lo cual evidencia
un crecimiento lento y controlado. Entre el dia 1 se presento la fase lag méas amplia,
en la que la poblacién ajusto para aprovechar los nutrientes del medio (Figura 14).
A partir del dia 1 y 2, se inici6 la fase exponencial, caracterizada por un aumento
constante de la densidad celular de 1,04 x10° cel/ml. Sin embargo, al llegar los dias
4y 5, comenzo a estabilizarse, sefialando el paso a la fase estacionaria, donde el
crecimiento se equilibra debido al agotamiento parcial de nutrientes disponibles en

el medio de cultivo.

En el ciclo II, aunque la densidad poblacional vari¢ entre 6,04 x10° a 1,51
x10° cel/ml en comparacion con la fase I, se observo un progreso notable en la
cinética, evidenciada por el aumento de las divisiones diarias a 4,05 y el tiempo
de duplicacion disminuy6 a solo 0,16. Entrando a la fase lag desde los primeros dias
y entrando rapidamente en la fase exponencial desde el dia 1 y 2 la densidad

poblacional va aumentando de 7,96 x 10° a 1,51 x10° cel/ml. Posteriormente en los
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4 y5 dia paso a la fase estacionaria en con un tiempo de duplicacion 0,16 Ademas,
la produccién diaria aumenté de 2.59x10° cel/ml, demostrando una respuesta mas

eficiente del cultivo.

En el caso del medio Stimulfol, los resultados muestran un comportamiento
mas activo, en el ciclo I, la densidad poblacional fue de 8.61 x 10° a 1,21 x 10°
cel/ml, con un valor de divisiones por dia 3,83 y un tiempo de duplicacion de
aproximadamente 0,164, lo cual revela un crecimiento mucho mas acelerado que
en el medio Guillard. Durante los primeros dias se presentd una fase lag corta,
seguida por una fase exponencial muy evidente entre los dias 2 y 4, donde la tasa
de la densidad poblacional aumento de 9,63 x 10°? 1,36 x 10° cel/ml, estos
resultados nos indica que el medio Stimulfol ofreci6 nutrientes de facil asimilacion.
Sin embargo, el quinto dia la tasa comenz6 a estabilizarse, dando paso a la fase

estacionaria, posiblemente por la limitacion de nutrientes (Figura 14)

En el Ciclo II, la densidad poblacional al comparar el Ciclo I, se obtuvo un
incremento ligeramente de 7,20 x 10° a 1,74 x 10° cel/ml, con divisiones diarias de
7,60 y un tiempo de duplicacion de 0,16, mostrando una cinética aun mas eficiente.
Desde el inicio, el cultivo practicamente no presentd fase lag, lo que indica una

adaptacion inmediata a los nutrientes del ciclo anterior, posteriormente entro a la
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fase exponencial fue mds intensa y prolongada, con tasas de crecimiento superiores
a 6,19 y una produccion diaria de 4,16x10° cel/ml, més del doble de la obtenida en

el primer ciclo (Figura 14).

Figura 14

Crecimiento Promedio (Ciclo I, 1) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 10ml con medio Guillard f/2 y fertilizante agricola Stimulfol
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Como se muestra en la figura 14, la densidad poblacional de C. muelleri, en
comparacion con la Ciclo 'y Ciclo I, con los resultados de la prueba de Kruskal —
Wallis, el valor fue de p> 0,87, se observa que no hay diferencia significativa en la
fase I en los dias 1,2. En la fase II el valor de p>0,26 nos indica que no hay
diferencia significativa en el dia 3 en los medios de cultivo de Guillard F/2 con

Stimulfol.
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En cultivo de volumen 150 ml durante el Ciclo I, la microalga C. muelleri
en medio Guillard f/2 se obtuvo una densidad inicial y final de (1,26 x10°a 2,13 x
10°cell/ml), una tasa de crecimiento oscilo entre (6,29 a 6,25), con un niimero de
division por dia de (2,15 a 3,94) y un tiempo de duplicacion (0,15 a 0,16) durante
los cinco dias de observacion, la fase exponencial empez6 desde el dia 1 a4 y la
densidad inicial de 1,26 x10® a 1,79 x10° cel/ml, el crecimiento fue constante en
esta fase, la tasa de crecimiento de 6,19 la division por dia promedio fue de 3,46 y

un tiempo de duplicacion 0,161, (Figura 15).

En el Ciclo II, se observa un mismo comportamiento, al del Ciclo I, se
obtuvo una densidad poblacional de 2,12 x10°% a 2,47 x 10° cel/ml, la tasa de
crecimiento fue de (6,32 a 6,44) con una division por dia de (3,64), y el tiempo de
duplicacion de (0,15), desde el dia 1 y 3, entra rapidamente en la fase exponencial,
con una densidad de (2,12 x 10%a 2,21 x 10° cel/ml) y con un aumento de tasa de
crecimiento de 6,17, un. A partir del dia 4 el cultivo entro a la fase estacionaria
donde la densidad fue de (1,50 x10° cel/ml), lo que se evidencia falta de nutrientes,

en el 5 dia se mostr6 una recuperacion parcial.

En medio Stimulfol Ciclo I la densidad poblacional fue de (1,40 x10°a 2,45
x10° cel/ml), con una baja tasa de crecimiento (6,29 a 6,25), con un tiempo de
duplicacion de (0,16) con una produccion diaria de (3,42 x 10° cel/ml). Durante el

dia 0 se observa el inicio de la fase lag, posteriormente en los dias 1 y 3, entra a la
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fase exponencial, en cuanto a la densidad es de 1,74 x 10%a 2,0 x10° cel/ml, la tasa
de crecimiento aumento desde (6,24 a 6,30), el nimero de divisiones varian entre
(4,14 a 3,61) el tiempo de duplicacion es de (0,158), en el 4y 5 dia se observa que

entra a la fase estacionaria, se debe a que los nutrientes comienzan a agotarse.

En el Ciclo II la densidad poblacional es de (2,16 x 10°a 2,24 x 10° cel/ml),
donde se registrd una tasa de crecimiento especifica () (6,32 a 6,44) y el con un
numero de divisiones por dia (3,23) y En el cuarto dia el cultivo hubo una caida con
una densidad de 2,23 x10%cel/ml, posteriormente al quinto dia presento densidades
celulares, con (2,24 x 10°cel/ml). Mediante la prueba de Kruskall-wallis, en el Ciclo
I el valor de p>0,26, y en el Ciclo II el valor de p=<0,74, nos indica que en ambos

no existen diferencia significativa en la densidad poblacional.

Figura 15

Crecimiento Promedio (Ciclo I, Il) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 150ml con medio Guillard 72 y fertilizante agricola Stimulfol
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Durante el ciclo I, el cultivo de C. muelleri en medio Guillard F/2 volumen
2 L, presenté una densidad celular inicial de (1,15%10° a 1,54x10° cel/ml),
evidenciando un crecimiento sostenido a lo largo de los cinco dias de observacion.
La tasa de crecimiento oscilo entre 6,06 a 6,19; mientras que, el nimero de
divisiones por dia varid de 2,66 y el tiempo de duplicacion se mantuvo entre 0,16

dias.

En el dia 1 al dia 4, fase exponencial se desarrollé con densidades que
aumentaron progresivamente de 1,15x10¢ a 1,50x10° cel/ml, lo que demuestra un
crecimiento constante y equilibrado. Posteriormente, al dia 5 el cultivo mostrd un
crecimiento moderado, alcanzando una densidad de 1,54x10°¢ cel/ml, lo que indica

que el cultivo entro a una etapa de estabilidad celular, tal como se observa Figural6.

Durante el ciclo II, medio Guillard F/2 present6 una densidad celular inicial
de 1,29x10° cel/ml y una final de 1,67x10¢ cel/ml, la tasa de crecimiento especifico
() oscilo entre 6,09 y 6,20, mientras que el tiempo de duplicacion se mantuvo entre
0,16, lo que refleja una adaptacion de la microalga al medio de cultivo. La fase
exponencial se dio desde el dia 1 hasta el dia 4, con un incremento constante de la
densidad celular de 1,29%10° a 1,58%10° cel/ml, posterior al dia 5, la densidad
alcanzd 1,67x10¢ cel/ml, lo que sugiere el inicio de una fase de estabilizacion del

cultivo, por falta de nutrientes
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En el Ciclo I, Stimufol presentd6 una densidad inicial de (1,40x10° a
1,67x10° cel/ml), la tasa de crecimiento especifico se mantuvo entre 6,09 y 6,23,
con un numero de divisiones por dia de 2,95 a 3,39, y un tiempo de duplicacion
promedio de 0,16 dias, valores que reflejan una buena adaptacion celular al medio
fertilizado con Stimufol. Durante la fase exponencial los dias 2 hubo una decaida
la densidad fue de 1,25x10°. Posteriormente en el dia 5, se alcanz6 la mayor
densidad de 1,67x10° cel/ml, lo que indica que el medio Stimufol favorecié un

incremento de densidad.

Durante el Ciclo II, medio Stimufol registré6 una densidad (1,42x10° a
1,71x10¢ cel/ml), indicando un crecimiento constante a lo largo del periodo
experimental. La tasa de crecimiento especifico se mantuvo entre 6,15y 6,23, y el
tiempo de duplicacion oscila 0,160 dias, reflejando una fase de crecimiento activo
y sostenido. La fase exponencial se observo entre los dias 1 y 4, con densidades que
aumentaron de 1,42x10¢ a 1,77x10° cel/ml, sin embargo, el dia 5 se registro
disminucion una densidad de 1,71x10* cel/ml, lo cual podria ser el agotamiento de
nutrientes, sefialando el iniciode la fase estacionaria (Figura 16). Se obtuvo un valor

de p>0,63.
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Figura 16

Crecimiento promedio (Ciclo I, II) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 1200ml con medio Guillard 172 y fertilizante agricola Stimulfol
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Durante el Ciclo I, en cuanto a volumen de 20 L, el crecimiento de la
microalga fue moderado en ambos tratamientos. En el Ciclo I, para medio Guillard
/2 presento6 una densidad inicial de 1,11x10¢ cel/ml y una final de 1,21x10°¢ cel/ml,
con una tasa de crecimiento especifico que varid entre 6,05 y 6,10, mientras que el
tiempo de duplicaciéon comprendido entre 0,163 y 0,165 dias, refleja una fase de
crecimiento activo y estable en el medio de cultivo. Posteriormente inicio la fase
exponencial se observo entre los dias 1 y 4, donde las densidades celulares
aumentaron de 1,11x10° a 1,22x10° cel/ml, Sin embargd el dia 5, densidad

disminuy¢ leve, demostrando un desempefio estable y eficiente del medio.
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En el ciclo IT en el medio Guillard F/2 present6é una densidad inicial de
(1,14x10° cel/ml a 1,28%10°¢ cel/ml), con una tasa de crecimiento especifico varid
entre (6,046 a 6,19), mientras que el tiempo de duplicacion fue (1,64) lo que indican
una fase de crecimiento activo y estable bajo las condiciones del medio. La fase
exponencial se observo entre los dias 1 y 4, con un aumento en la densidad celular
de (1,14x10° a 1,26x10°¢ cel/ml), sin embargo, al quinto dia, se registro6 que la

densidad aumento constantemente fue de 1,28x10° cel/ml.

En medio Stimufol Ciclo I, presentd una densidad inicial de 1,10x10°¢ a de
1,24%10° cel/ml tasa de crecimiento se mantuvo entre 6,05 y 6,09, con un tiempo
de duplicacion entre 0,16 dias, lo que refleja un crecimiento sostenido y equilibrado
en este medio. La fase exponencial se present6 entre los dias 1 y 4, con un aumento
de densidad de (1,10%10°a 1,23x10¢ cel/ml),. Sin embargo, el dia 5, se observo un
crecimiento moderado en la densidad de 1,24x10° cel/ml, posiblemente
agotamiento parcial de nutrientes o acumulacion de metabolitos, marcando el

comienzo de la fase estacionaria.

En Stimufol, en el Ciclo II, registré una densidad inicial de (1,18x10° cel/ml
y una final de 1,28%10°¢ cel/ml), mostrando un crecimiento constante, la tasa de
crecimiento especifico oscilo entre 6,06 y 6,19, mientras que el tiempo de
duplicacion se situd entre 1,62, reflejando un crecimiento sostenido y equilibrado.

La fase exponencial se present6 entre los dias 1 y 4, ( Figura 17), con densidades
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que aumentaron de (1,18x10°¢a 1,28x10¢ cel/ml), lo que demuestra la eficiencia del

medio Stimufol en la promocion del crecimiento celular. Posterior al 5 dia , indico

una leve disminucion en la velocidad de crecimiento, agotamiento de nutrientes.

Estadisticamente, no existen diferencias significativas (p>0,62).

Figura 17

Crecimiento Promedio (Ciclo I, 1) de C.muelleri cultivadas en un volumen
de 20000ml con medio Guillard 172 y fertilizante agricola Stimulfol
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11. DISCUSION

El cultivo de microalga C.muelleri se mantuvo en condiciones ambientales
con intervalo de pH 7 entre 9, con una salinidad de 25 ppm , temperatura de 21°C
en los primeros niveles de cultivo y 25 °C en carboys. Es importante considerar los
factores como el pH, la temperatura y la salinidad pueden causar la precipitacion
del medio de cultivo, afectando las condiciones para el desarrollo optimo de las
microalgas. De acuerdo con Luna (2007), las condiciones empleadas mostraron
similitudes especialmente en el pH, que generalmente se mantiene entre 7.5 y 8.5
para evitar la precipitacion del medio. Asimismo, investigaciones con otras
microalgas marinas como Tetraselmis y Thalassiosira emplean condiciones

ambientales muy parecidas, particularmente en cuanto a salinidad y temperatura.

Durante el Ciclo I, el cultivo de Chaetoceros muelleri en medio Guillard F/2
en nivel de 10 ml, se registrd una tasa de crecimiento promedio cercana a 6,07, lo
que refleja una cinética estable y controlada. El cultivo presentd una fase de
adaptacion inicial (lag) entre los dias 0 y 1, seguida de una fase exponencial
marcada durante los dias 1 y 2, hasta alcanzar la etapa estacionaria hacia los dias 4
y 5. Andersen (2005) sefiala que, en cultivos de diatomeas, cultivado en Guillard

F/2 suele presentar una fase de adaptacion mas marcada debido a la disponibilidad
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gradual de nitrogeno y silicio, lo que prolonga la fase lag en comparacion con
medios enriquecidos. En contraste, el medio con fertilizante Stimulfol mostr6
densidades que partieron de 8,61 x 10° cel/ml y alcanzaron valores maximos de 1,21
x 10° cel/ml, indicando una mayor asimilacion de nutrientes y un crecimiento mas
acelerado. Este comportamiento coincide con lo que describe Gonzalez et al. (2020)
y Quijije et al. (2022), quienes mencionan que los fertilizantes agricolas
incrementan la biomasa de Chaetoceros debido a la presencia de macro y

micronutrientes de rapida absorcion.

Durante el Ciclo II, el cultivo en Guillard mantuvo una tasa promedio
similar (=6,00), lo que demuestra que las células conservaron su adaptacion
fisioldgica. No obstante, el uso de Stimulfol incrementd el méximo de densidad
celular hasta 7,20 x 10> cel/ml, superando ampliamente los resultados del ciclo
anterior. Este patrén de readaptacion caracterizado por una reduccion de la fase lag
y un aumento de la biomasa en ciclos sucesivos, también fue observado por
Valenzuela et al. (2019) y Hernandez et al. (2021). En general, los resultados en
tubos evidencian que Stimulfol favorece que las células se adapten rapido a los
nutrientes en pequeios volumenes, mientras que Guillard F/2 ofrece un crecimiento

constante y reproducible.

72



En el nivel de 150, correspondiente a un volumen intermedio, Ciclo I mostro
que el medio Guillard F/2 mantuvo tasas de crecimiento cercanas a 6,29, lo que
refleja un crecimiento equilibrado y sin variaciones abruptas. La fase exponencial
se presentd entre los dias 1 y 3, seguida de una estabilizacion hacia el 5 dia del
cultivo. Ademas, con el fertilizante Stimulfol se registraron densidades iniciales
mas elevadas 1,40 x 10¢ cel/ml a 2,45x10° cel/ml, evidenciando una produccion de
biomasa significativamente mayor. Esto coincide con lo descrito por Castro et al.
(2020) y Quijije et al. (2022), quienes demostraron que los fertilizantes agricolas
ayudan a mejorar la productividad algal por la disponibilidad inmediata de

nitrogeno y fosforo.

Durante el Ciclo II, Guillard continu6 un aumento de densidades mostrando
tasas de crecimiento estables, mientras que Stimulfol mantuvo densidades
poblacionales mas altas que en el ciclo anterior. Este comportamiento confirma una
adaptacion positiva del cultivo a los nutrientes esenciales, asi como también
mencionan Hernandez et al. (2021), al sehalar que la continuidad del uso de
fertilizantes agricolas reduce la duracion de la fase lag y mejora la eficiencia

metabdlica. Mientras que Guillard tiene a aun crecimiento uniforme y predecible.
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En el nivel 2 L, durante el Ciclo I, el medio Guillard presentd una densidad
promedio de entre 1,15x 10° a 1,54 x 10° cel/ml, reflejando una crecimiento
moderadamente rapida y constante Andersen (2005) sefiala que en cultivos de
diatomeas, el F/2 suele presentar una fase de adaptacion més marcada debido a la
disponibilidad gradual de nitrégeno y silicio, lo que prolonga la fase lag en
comparacion con medios enriquecidos, de acuerdo con Guillard & Ryther (1962),
quienes demostraron que las diatomeas mantienen tasas de crecimiento similares
bajo una disponibilidad suficiente de nitrégeno, fosforo y silicio. A diferencia, del
medio con Stimulfol mostré densidades iniciales y maximas mas altas entre
(1,40%10° a 1,67%10°¢ cel/ml), lo que indica que, incluso con mayor volumen, la
disponibilidad de nutrientes del fertilizante agricola favorece la biomasa producida.
Este resultado coincide con los estudios de Gonzalez et al. (2020) y Castro et al.
(2020), quienes demostraron que el control adecuado de la relacion N:P y la

oxigenacion mantienen altos rendimientos en cultivos a escala de litros.

Durante el Ciclo I, el comportamiento del cultivo en Guillard se mantuvo
estable, mientras que Stimulfol se lograron obtener densidades superiores y una fase
exponencial mas prolongada. Esta mejora se puede atribuirse a la aclimatacion
celular entre ciclos, lo cual reduce la fase lag y acelera la division celular, tal como
sefialaron Valenzuela et al. (2019). En conjunto, estos resultados evidencian que

Stimulfol es una opcién mas eficiente para incrementar la produccion de biomasa a
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escala de litro, siempre que se controle la posible limitacion de silicio o

micronutrientes en etapas avanzadas del cultivo.

En el nivel 20 L, en el Ciclo I mostr6é que el medio Guillard F/2, densidad
de promedio de 1,11 x10%a 1,21 x10° cell/ml, similares a las observadas en otros
niveles, lo que indica que la cinética de Chaetoceros muelleri se mantiene constante
a diferentes volimenes En el caso del fertilizante Stimulfol, las densidades variaron
entre 1,10x10°y 1,24x10¢ cel/ml, reflejando una mayor produccion de biomasa que
en Guillard. Estos resultados son consistentes con lo descrito por Hernandez et al.
(2021) y Quijije et al. (2022), quienes dicen y destacan que los fertilizantes

agricolas fomentan la productividad de Chaetoceros en cultivos de mayor escala.

Durante el Ciclo II, el uso de Stimulfol mantuvo un constante crecimiento,
con una densidad a 1,18%10° cel/ml, lo que indica que tuvieron un aprovechamiento
mas eficiente de los nutrientes y una adaptacion celular optima. Este mismo
comportamiento fue descrito por Valenzuela et al. (2019) y Castro et al. (2020),
quienes atribuyen que el aumento de productividad y disponibilidad residual de

nutrientes.
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Aunque, mediante la prueba de comparaciéon de Kruskall-Wallis se
evidencio que no existen diferencia significativa en la respuesta de crecimiento
entre aquellas microalgas cultivadas en Guillard F/2 y aquellas producidas en un

medio a base de un fertilizante agricola Stimulfol.

Las caracteristicas morfologicas de C. muelleri durante las Fases 1 y 11
evidencio que tanto el medio Guillard F/2 como el fertilizante agricola Stimufol
permiten un desarrollo estructural adecuado, pero a diferencia del Stimulfol tiende
a presentar una estructura de la célula robusta en las setas con cuerda con
Petrucciani et. al, (2023) reveld que las caracteristicas morfologicas controla los
movimientos y flotacion celular. Sin embargo, Miguel Guevara et al. (2006),
menciona que, en un sistema continuo, descontinuo el tamano celular no varia en

los dos sistemas longitud similares.
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11.1 CONCLUSIONES

El cultivo de Chaetoceros muelleri mostrd un incremento progresivo de la
densidad celular en ambos medios. El medio Guillard F/2 present6 un crecimiento
estable, con fases Lag mas prolongadas y un ascenso exponencial moderado. En
contraste, Stimulfol promovié mayores tasas de crecimiento, mayor densidad
celular y tiempos de duplicacion mas cortos. No obstante, estadisticamente no se
evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos en los dos ciclos de

produccion.

Las caracteristicas morfologicas de C. muelleri en ambos medios de
cultivo, durante los ciclos I y II, mostraron variaciones en el tamafio celular y en la
longitud de las setas. No obstante, las células cultivadas con Stimulfol presentaron
setas mas largas y una coloracion mas uniforme, lo que sugiere que la disponibilidad
de macro y micronutrientes en este fertilizante favorece una morfogénesis mas
robusta y estructuras mejor adaptadas para enfrentar condiciones ambientales

variables.
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En los dos ciclos de produccion y en los distintos niveles de
escalonamiento no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
en cuanto a la cinética de crecimiento. Sin embargo, el medio Stimulfol en volumen
de 150 L alcanzé la mayor densidad poblacional y la més alta produccion diaria,
evidenciandose como una alternativa eficiente, econdomica y sostenible para el

cultivo de C. muelleri.
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11.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar la densidad poblacional con fertilizantes agricolas,
bajo diferentes intensidades de luz, temperatura y salinidad, que faciliten el

crecimiento de otras especies de microalga.

Se recomienda considerar el uso de fertilizantes agricolas en cultivo de
microalgas C. muelleri, debido a que han demostrado un mejor rendimiento en
comparacion al Guillard /2, permitiendo que no presente efecto en la morfologia

celular .

Se recomienda utilizar fertilizantes agricolas con otras formulaciones y que
se apliquen en tratamientos en escalas pequefias y grandes con diferentes
concentraciones, permitiendo sostener densidades celulares elevadas con una
significativa reduccion en los costos operativos, de las unidades de produccion,

especialmente en la acuicultura.

Se recomienda realizar investigaciones a futuras en la composicion
bioquimica de la biomasa producida con Stimufol, es necesario confirmar que la
calidad nutricional, especificamente del perfil de 4cidos grasos esenciales (como el

EPA), sea comparable a la de las microalgas cultivadas en medio F/2.
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ANEXOS

Anexo 1 Cultivo en caja Petri Anexo 2 Cultivo de 10 ml

Anexo 3 Cultivo de 150 ml Anexo 4 Cultivode 2 L

85



Anexo 6 Medicion de ph

Anexo 5 Cultivode 20 L
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Anexo 7 Chaetocero muelleri
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Anexo 8 Conteo de microalgas Anexo 9 Preparacion de Fertilizante

Anexo 10 C. muelleri en camara Neubauer
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Anexo 11 Uso de programa y sofware para analisis de datos (Image J)
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Anexo 12 Uso de programa y sofware para analisis de datos (Excel y Fasta)
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Anexo 13 Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 10 ml con medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol
(B). Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico
(p), tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD)
Ciclo 1

A
Dias Siembra Tasa de Division Tiempo de Produccién
crecimiento  pordia  duplicacion diaria
1| 9,58e+05 - - - -
2 1,04e+06 598  3,59¢+00 0,16719007  7,75¢+04
3| 1,04et+06 6,02  3,35¢+00 0,16623368  8,75e+03
4 1,05e+06 6,02  3,34e+00 0,16611846  5,00e+03
51 1,07et+06 6,02  3,37e+00 0,16608418  1,62e+04
Promedio 1,03e+06 6,01  3,41e+00 0,1664066  2,69¢+04
B
, . Tasa de Division Tiempo de Produccion
Dias Siembra . , e .
crecimiento  pordia  duplicacion diaria
1 6,6let05 - - - -
2 9,63et05 5983  4,84et00 0,16712959  3,01e+05
31 1,04e+06 6,019  3,60e+00 0,16615374  8,12¢+04
41 1,36e+06 6,133 4,32e+00 0,16305978  3,14e+05
51 1,61et06 6,208  3,95¢+00 0,16108735  2,56e+05
Promedio 1,13e+06 6,086  4,18¢+t00 0,16435761  2,38e+05
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Anexo 14 Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 10 ml con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol
(B). Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico
(n), tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD)
Ciclo II

A
. . Tasa de Division Tiempo de  Produccion
Dias Siembra o , L .
crecimiento por dia duplicacion diaria

1 | 6,04e+05 - - - -
2 | 7,96e+05 5,78 4,38¢+00  0,17298381 1,92e+05
3 1,08e+06 590 4,48e+00  0,16946076 2,79¢+05
4 | 1,33e+06 6,03  4,12¢+00 0,1657981 2,59e+05
51 1,51e+06 6,13  3,76et00  0,16326238 1,75e+05
Promedio | 1,06e+06 5,96 4,19¢+00 0,16787626 2,26e+05

B
. . Tasa de Division Tiempo de  Produccion
Dias Siembra . , L .
crecimiento por dia duplicacion diaria

1 | 7,20e+05 - - - -
2 1 1,07e+06 6,029 4,93e+00  0,16586421 3,49¢+05
3 1,63e+06 6,213  5,07e+00  0,16095119 5,64e+05
4 | 1,39e+06 6,142  2,82e+00  0,16280658  -2,46e+05
5 | 1,74e+06 6,242 4,18¢+00  0,16021552 3,57e+05
Promedio | 1,31e+06 6,156 4,25¢+00  0,16245938 2,56e+05
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Anexo 15 Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 150 ml con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol
(B). Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico
(n), tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD)
Ciclo 1

A
Dias Siembra Tasa de Division Tiempo de  Produccion
crecimiento por dia duplicacion diaria
1| 1,26e+06 - - - -
2 1,52e+06 6,10 4,01e+00 0,1639625 2,62e+05
3 1,55e+06 6,18 3,40e+00  0,16177801 3,42¢+04
4 | 1,79¢+06 6,19 3,84e+00  0,16152938 2,41e+05
51 2,13e+06 6,25 3,94et00  0,15991101 3,35e+05
Promedio | 1,65e¢+06 6,18 3,80e+00  0,16179522 2,18e+05
B
Dias Siembra Tasa de Division tiempo de Produccion
crecimiento por dia duplicacion diaria
1 1,40e+06 - - - -
2| 1,74e+06 6,241  4,14e+00  0,16024277 3,42e+05
3 1,86e+06 6,269  3,54e+00  0,15952321 1,17e+05
4 2,02¢+06 6,305 3,61e+00  0,15859641 1,63e+05
5 2,45e+06 6,390 4,03e+00  0,15650446 4,32e+05
Promedio 1,89¢+06 6,301  3,83e+00  0,15871672 2,64e+05
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Anexo 16 Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 150 ml con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol
(B). Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico
(n), tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD)
Ciclo II

A
Dias Siembra Tasa de Division Tiempode  Produccion
crecimiento  por dia duplicacion diaria
1 2,12¢t06 - - - -
2| 2,15e+06 6,33  3,37¢+00 0,15805117 2,92¢+04
3 2,21et+06 6,33 3,41e+00  0,157905825 5,58e+04
4 2,26e+06 6,34 3,40e+00 0,157628716 5,25¢+04
5 2,47e+06 6,35 3,62¢+00 0,157377722 2,06e+05
Promedio | 2,24e+06 6,34 3,45¢+00  0,157740858 8,58e+04
B
Dias Siembra Tasa de Division Tiempode  Produccion
crecimiento  por dia duplicacion diaria
1 2,16e+06 - - - -
2 2,10et06 6,322 3,23e+00  0,158178367  -6,17e+04
3 2,25¢+06 6,353 3,57¢+00  0,157407306 1,56e+05
4 2,23e¢+06 6,349  3,29¢+00  0,157503023  -2,17e+04
5 2,24e+06 6,347 3,33e+00  0,157561259 2,50e+03
Promedio | 2,20e+06 6,343 3,35¢+00 0,157662489 1,87¢+04
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Anexo 17 Densidad celular, parametros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 2 L con medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol (B).
Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (1),
tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD) Ciclo I

A
Dias Siembra Tasa de Division  Tiempo de  Produccion
crecimiento  pordia  duplicacion diaria
1 1,15e+06 - - - -
2 9,89e+05 6,06 2,85¢+00 0,16497283 -1,63e+05
3 1,35e+06 6,00 4,53¢+00 0,16679566 3,59¢+05
4 1,50e+06 6,13 3,70e+00 0,16313645 1,52e+05
5 1,54e+06 6,18 3,40e+00 0,16191038 3,75e+04
Promedio | 1,31e+06 6,09 3,62¢+00 0,16420383 9,62e+04
B
Dias Siembra Tasa de Division Tiempo de  Produccion
crecimiento por dia duplicacién diaria
1 1,40e+06 - - - -
2 | 1,25e+06 6,095 2,95¢+00  0,16406329 -1,55e+05
3 1,45¢+06 6,160 3,86e+00  0,16233535 2,01e+05
4 | 1,48e+06 6,171 3,41e+00  0,16204634 3,75e+04
5 1,67e+06 6,224  3,75e+00  0,16068001 1,90e+05
Promedio | 1,45e+06 6,162  3,49¢+00 0,16228125 6,83e+04
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Anexo 18 Densidad celular, parametros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 2 L con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol (B).
Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (),
tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD) Ciclo II

A
Dias Siembra Tasa de Division Tiempode  Produccion
crecimiento  por dia duplicacion diaria
1 1,29e+06 - - - -
2 | 1,35¢+06 6,11 3,49¢+00 0,163670413 6,62¢+04
3 | 1,44e+06 6,13 3,53e+00  0,163089306 8,62e+04
4 1,58e+06 6,16 3,65¢+00 0,162379681 1,42¢+05
51 1,67et+06 6,20 3,50e+00  0,161305464 8,37e+04
Promedio | 1,47¢+06 6,1498  3,54e+00 1,63e-01 9,47e+04
B
Dias Siembra Tasa de Division Tiempo de  Produccion
crecimiento por dia duplicacion diaria
1 1,42¢+06 - - - -
2 1,55e+06 6,190 3,63e+00 0,161539819 1,30e+05
3 1,65e+06 6,218 3,54e+00 0,160812822 1,03e+05
4 1,77e+06 6,248 3,56e+00 0,160053278 1,16e+05
5 1,71e+06 6,234 3,21e+00 0,160417368  -5,75e+04
Promedio | 1,62e+06 6,223 3,48463398 0,160705822 7,30e+04
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Anexo 19 Densidad celular, parametros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 20 L con medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol (B).
Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (1),
tiempo de duplicaciéon (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD) Ciclo I

A
Dias Siembra Tasa de Division Tiempo de  Produccion
crecimiento  por dia duplicacion diaria
1 1,11e+06 - - - -
2| 1,11e+06 6,05 3,3244 0,1652 8,32¢+02
3 | 1,15e+06 6,05 3,4266 0,1654 3,50e+04
4 1,22e+06 6,06 3,5490 0,1650 7,83¢+04
5 1,21e+06 6,09 3,2722 0,1643 -1,83e+04
Promedio | 1,16e+06 6,0613 3,3931 0,1650  23957,3534
B
, . Tasa de Division tiempode  Produccion
Dias Siembra . , N o
crecimiento por dia duplicacion diaria
1 1,10E+06 - - - -
2 | 1,14E+06 6,058 3,46E+00 0,16506119 4,6 7E+04
3 1,15E+06 6,061 3,35E+00 0,16498129 9,17E+03
4 | 1,23E+06 6,090  3,54E+00 0,16421627 7,58E+04
5 | 1,24E+06 6,094 3,36E+00  0,16409159 1,42E+04
Promedio 1,17E+06 6,076 3,428071506  0,16458758 3,65E+04
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Anexo 20 Densidad celular, parametros poblacionales promedio y de Chaetocero
muelleri cultivados en 2 L con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas: Stimulfol (B).
Los parametros que describen el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (p),
tiempo de duplicacion (TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD) Ciclo II

A
Dias Siembra Tasa de Division Tiempo de  Produccion
crecimiento por dia duplicacion diaria
1 1,14e+06 - - - -
2 | 1,20e+06 6,06  3,49¢+00 1,65e-01 5,75e+04
3 1,22e+06 6,08  3,39¢+00 1,65e-01 2,58e+04
4 | 1,26e+06 6,09 3,42e+00 1,64e-01 3,75e+04
51 1,28e+06 6,10  3,37e+00 1,64¢-01 1,75e+04
Promedio | 1,22e+06 6,0805  3,42e+00 1,64e-01  34582,3615
B
Dias Siembra Tasa de Division tiempo de  Produccion
crecimiento por dia duplicacion diaria
0 1,18e+06 - - - -
1 1,22e+06 6,086 3,44e+00 0,16430569  4,25¢+04
2 1,25e+06 6,096 3,39¢+00 0,16405487  2,67e+04
3 1,28e+06 6,107 3,41e+00  0,1637458  3,33e+04
4 1,28e+06 6,095 3,32e+00 0,16406447  4,99e+02
Promedio 1,24e+06 6,096 3,39258545 0,16404271 2,57e+04
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