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RESUMEN

La investigacion evaluo la influencia de un biofertilizante a base de residuos de
pescado suplementado con tres relaciones de N:P en la produccion de biomasa de
Chlorella vulgaris. Se desarrollo el Disefio Experimental de estimulo creciente con
un testigo (Guillard f), tres Tratamientos (biofertilizante: N:P 10:1, 15:1y 20:1) y tres
repeticiones de cada uno, sumando 12 unidades experimentales distribuidos
Completamente al Azar (DCA). El seguimiento diario del crecimiento celular se
realiz6 mediante conteos en camara de Neubauer, corroborado mediante la lectura
de Densidad Optica 680 nm (DOsso). La densidad poblacional fue influenciada
positivamente por el biol enrriquecido en la relacion N:P, siendo mejor la relacion
N:P 20:1 (T3) al Dia 11 con 10,78 x 108 cel-mL~". Asimismo, al concluir el ensayo,
el tratamiento N:P 20:1 supero a los demas tratamientos y al control en rendimiento
gravimétrico de biomasa seca (0,6560 + 0,0461 g-L™) y clorofila total (10,9274
mg-L-1). En consecuencia, el biol de pescado optimizado funciona como una

alternativa biotecnoldgica eficiente para producir biomasa de esta microalga.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, biol de pescado optimizado, densidad celular,

Clorofila total, biomasa seca.
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ABSTRACT

This study evaluated how a fish waste-based biofertilizer supplemented with three
N:P ratios influences the biomass production of Chlorella vulgaris. An increasing
stimulus experimental design was set up with a control group (Guillar f) and three
treatments (biofertilizer: 10:1, 15:1, and 20:1 N:P), using three replicates per
condition for a total of 12 experimental units arranged in a completely Randomized
Design (CRD). Daily cell growth was tracked via Neubauer chamber counts and
supported by optical density readings at 680 nm (ODeso). Population density was
positively shaped by the enriched biol, with the 20.1 N:P ratio (T3) yielding the best
results on Day 11, reaching 10,78 x 108 cells - mL™". By end of the trial, the 20:1 N:P
treatment outperformed both the other formulations and the control group in dry
biomass gravimetric yield (0,6560 + 0.0461 g - L") and total chlorophyll (10,9274
mg - L"). Ultimately, this optimized fish biol serves as an efficient biotechnological
pathway for microalgal biomass production.

Keywords: Chlorella vulgaris, optimized fish biol, cell density, total chlorophyll, dry

biomass.
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. INTRODUCCION

La pesca y la acuicultura sostienen un rol critico en la seguridad alimentaria
mundial, tal como sefialan los informes de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2024). Bajo esta premisa, los
subproductos derivados del pescado constituyen un potencial inexplorado para
mejorar la seguridad alimentaria; sin embargo, en el contexto peruano, la
generacion de estos desechos organicos, que incluyen restos de tejidos,
estructuras Oseas y visceras, representa hasta el 50% de la materia prima
procesada; subproductos que, al ser dispuestos de forma negligente en el
ecosistema, provocan alteraciones ambientales nocivas (Sanchez-Torres et al.,
2008).

En este contexto, estos residuos pueden ser aprovechados y transformados en
biofertilizantes para utilizarlos como alternativas econdmicamente viables
enfocadas en el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris. De este modo, se
van a consolidar como insumos de menor presupuesto que aportan los elementos
necesarios para la produccion de biomasa con inversiones mas reducidas en
comparacion con los medios sintéticos tradicionales (Bernal et al., 2015; Gonzalez-
Delgado et al., 2017); de manera que, en la presente investigacion, se evaluara su

eficiencia especifica frente al estandar analitico Guillard F/2.

El empleo de biofertilizantes derivados de restos ictioldgicos constituye un aporte
nutricional valioso para el desarrollo de microalgas, motivo por el cual, diversos
especialistas han centrado su interés en esta linea de investigacion; asi, Sanchez-
Torres et al. (2008), evaluaron el crecimiento de la microalga nannochloropsis
oculata bajo siete variantes de nutricion (T1: Guillard F/2, T2: Yashima, T3-T6:
variantes con distintos ensilajes hidrolizados y sin hidrolizar, y T7: harina de
pescado). Encontraron que el formato de ensilaje de pescado sin hidrolizar (T6),
destaco entre las pruebas, sin registrarse variaciones determinantes respecto a los

niveles de rendimiento, en comparacion con el medio Yashima (1,65 g-L™'-d™").

17



Por otro lado, Zare (2018), evalué la aplicacion de un insumo organico generado
mediante el aprovechamiento de restos de trucha arcoiris (FBRT), en el cultivo de
Tetraselmis suecica, analizando diversos rangos de concentracion entre 0,5 y 10
ml-L-", obteniendo como dosis 6ptima 3 ml FBRT-L", la cual mostré un desempefio
superior al de un fertilizante comercial (BAYFOLAN FORTE) y a un medio
inorganico (Yashima), alcanzando la mayor densidad celular registrada (142,816 x

10* cel-ml).

Asimismo, el aprovechamiento de los nutrientes presentes en los residuos
organicos representa una alternativa eficiente para la produccion de microalgas. El
empleo de este biofertilizante no solo optimiza la obtenciéon de biomasa, sino que
mitiga el impacto ambiental negativo generado por la industria pesquera local. De
este modo, bajo un enfoque de economia circular, se pretende aprovechar estos
subproductos para contribuir a la seguridad alimentaria y la sostenibilidad
ambiental, generando informacion base que permita mejorar la calidad de vida a

través de biotecnologias de bajo costo.

Por las consideraciones expuestas, se ha ejecutado el presente trabajo de
investigacion cuyo objetivo general fue: determinar la influencia de un biofertilizante
elaborado a partir de residuos organicos de pescado en la produccidén de biomasa
de C. vulgaris en condiciones de laboratorio; formulandose el problema: ;En qué
medida el biofertilizante elaborado con residuos de pescado influye en la
produccion de biomasa de C. wvulgaris?, siendo la hipdtesis: el biofertilizante
elaborado a partir de dichos residuos incrementara significativamente la producciéon
de biomasa de la microalga en condiciones de laboratorio; hipotesis que ha sido

contrastada con el Disefio Experimental de Estimulo Creciente.

18



Il. REVISION DE LITERATURA

21. ANTECEDENTES
2.1.1. Uso de biofertilizante a partir de residuos de pescado.

Sanchez-Torres et al. (2008) evaluaron el desempefio de siete medios de cultivo
en la produccion de Nannochloropsis oculata, entre los que se incluyeron
formulaciones tradicionales (Guillard F/2 y Yashima), tratamientos basados en

ensilados de pescado en distintas condiciones (hidrolizado

s y no hidrolizados), combinaciones de ensilado no hidrolizado con medio Yashima,
y harina de pescado como fuente nutritiva. Los resultados indicaron que el medio
formulado con ensilado de pescado no hidrolizado presentd el mejor rendimiento,
sin diferencias estadisticas significativas en la productividad respecto al medio
Yashima, el cual alcanz6 un valor de 1,65 g-L™'-d™". De igual forma, la capacidad
productiva calculada mensualmente para dicha prueba alcanzé los 41,5

g-mes™'-L™.

Complementando esta linea, Zare (2018) analizdé la eficacia de un nutriente
organico formulado a partir de descartes de trucha arcoiris (FBRT) para el cultivo
de Tetraselmis suecica. Se ensayaron concentraciones entre 0,5y 10 mL FBRT-L™",
estableciendo que la dosificacion ideal fue de 3 mL-L™. Por el contrario, niveles por
encima de 5 mL-L™ generaron efectos adversos en el cultivo. Al contrastar esta
densidad con un fertilizante de uso comercial (BAYFOLAN FORTE) y el medio
Yashima, el FBRT obtuvo el maximo crecimiento celular (142,816 x 10* cel-mL™),
superando a los registros de Yashima (65,95 x 10* cel-mL™) y de BAYFOLAN
FORTE (35,63 x 10* cel-mL™").

Asimismo, Shanthi, Premalata et al. (2021) emplearon derivados de la pesca bajo
la modalidad de hidrolizado proteico (FPH), el cual sirvi6 como suministro de
nitrdgeno organico en sustitucion del nitrato de sodio para la propagacion de

Arthrospira platensis (espirulina). En su investigacion, testearon niveles de 0,1 a 1

19



% (vlv), identificando que la tasa de 0,5 % favorecio el incremento de la biomasa
seca, el rendimiento bioldgico, la sintesis de proteinas y la concentracion de
ficocianina en 34 %, 39 %, 15 % y 98 %, respectivamente, en contraste con el grupo
control (medio Zarrouk). Estos hallazgos evidenciaron que los descartes pesqueros
representan una opcién viable de nitrdgeno de origen organico para optimizar el

cultivo de espirulina.

Por su parte, Abdulsamad y Varghese (2017) estudiaron los efectos del ensilado de
pescado en el crecimiento de Scenedesmus sp. MB 23, asi como la concentracion
de proteinas, carbohidratos y lipidos, La evidencia obtenida indicé que el nivel del
12% favorecio significativamente la tasa de crecimiento y el rendimiento bioldgico
de Scenedesmus sp., alcanzando una densidad celular (2433,89 x 104 células-mL-
1), cantidad de clorofila-a (2,766 ug-mL"), tasa de crecimiento especifica (0,48 d")
y biomasa (2,73 g-L-"). Sin embargo, a una concentracion del 9% del ensilado de
pescado obtuvieron una mayor produccion de proteinas (123,87 mg-g™),
carbohidratos (44,904 mg-g™') y lipidos (84,21 mg-g™).

Finalmente, Vidya et al. (2021) analizaron el incremento poblacional, el rendimiento
biolégico y los metabolitos de Haematococcus pluvialis, Chroococcus sp.,
Dunaliella sp., Chlorella sp. y Coelastrella saipanensis cultivadas en aguas
residuales lacteas y desechos de pescado usados como nutrientes. El cultivo
suplementado con 50% de desechos lacteos incrementd significativamente el
crecimiento, la biomasa, los carbohidratos y la cantidad de proteinas en
Chroococcus sp., H. pluvialis, Chlorella sp. y C. saipanensis, mientras que
Dunaliella sp. mostré un crecimiento maximo con el 10%. Asimismo, el uso de
desechos de pescado al 50% favorecié el crecimiento de Chroococcus sp.,
Chlorella sp., C. saipanensis, y al 25% en H. pluvialis y Dunaliella sp. mejorando la

acumulacién de bioconstituyentes.

La disponibilidad de nitrégeno en formas organicas simples, como aminoacidos
libres y péptidos de cadena corta provenientes de hidrolizados, optimiza el balance
energético celular frente a los nitratos convencionales. A nivel celular, dichas
fracciones pre-digeridas ingresan directamente a las rutas metabdlicas internas,
evitando la ruta de reduccion consecutiva de nitrato a amonio y reduciendo el

consumo de ATP y NADPH. Este menor requerimiento de energia mitiga el estrés
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en la microalga, agilizando la asimilacion de carbono para canalizarlo hacia la

sintesis de componentes estructurales y biomasa (Munoz-Valencia et al., 2021).
2.1.2. Nutrientes inorganicos, mixtos y aguas residuales.

Gonzales-Delgado et al. (2017) evaluaron el comportamiento mixotrofico de C.
vulgaris modificando las concentraciones de nitrato de sodio, fosfato de potasio,
acetato de sodio y carbonato de amonio. El planteamiento buscaba cuantificar tanto
la acumulacion de biomasa como la sintesis de proteinas bajo estas variables
nutricionales. Mediante herramientas de estadistica multivariada, se determin6 que
el uso de acetato estimulo un rendimiento de biomasa marcadamente mayor (3,72
g-L" frente al obtenido con carbonato (2,17 g-L"), identificando ademas un impacto
directo por parte del nitrato y el fosfato en el proceso. En cuanto al contenido
proteico, este alcanzé el 60% en el medio con acetato y se redujo al 34% al emplear

carbonato, compartiendo en ambos escenarios una base de 2.94 mM de nitrato.

En una perspectiva de biorremediacion, Khalatbari et al. (2024) investigaron la
tecnologia basada en microalgas para la reutilizacion de las aguas residuales del
procesamiento del pescado (ARPP) y la recuperacion de sus nutrientes para
aprovecharlos en el cultivo de microalgas, para ello evaluaron el efecto de la
filtracion de las ARPP en el crecimiento de Chlorella sorokiniana y Selenastrum sp.
en cultivo discontinuo, para ambas especies, la cantidad de biomasa y los niveles
de eliminacion de nutrientes fueron mayores en ARPP sin filtrar que en ARPP
fitrado, asimismo, el desarrollo de C. sorokiniana fue superior que el de
Selenastrum sp., y posteriormente la C. sorokiniana se cultivd en modo
semicontinuo, logrando un crecimiento mas estable y una optimizada captacion de

elementos nutricionales en efluentes sin filtrar.

De igual manera, Benavides y Muelas (2023) estudiaron el desarrollo de biomasa
microalgal de C. wulgaris empleando sustratos nutritivos de costo reducido.
Inicialmente, la microalga fue adaptada al medio BG11, alcanzando una densidad
de 1,26 x 107 cel-mL™", mientras que en el medio alternativo se obtuvieron 6,6 x 10°
cel-mL™". Luego, se analizaron diversas proporciones de nitrogeno y fosforo (N:P
de 10:1, 15:1 y 20:1), utilizando el estdndar BG11 como testigo; los resultados

arrojaron rendimientos de biomasa de 0,23y 0,32 g-L™", destacando la relacién 20:1
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como la mayor efectividad. En plena fase exponencial, dicha proporcién también
concentro el porcentaje de proteina mas alto (53,9 £ 1,43%), superando de manera

escalonada a las variantes de 15:1 y 10:1.

El paso hacia rutas metabdlicas complejas obliga a Chlorella a reorganizar su
proteoma celular. El cultivo bajo condiciones mixotroficas como ocurre al emplear
hidrolizados exige que la célula combine con fluidez la fotofosforilacion con la
oxidacion de compuestos externos (Pérez-Garcia et al. 2011). Al fijar CO2 vy
carbono organico en paralelo, la microalga atenua los efectos de la fotorrespiracion,
logrando asi una productividad que sobrepasa los limites de los esquemas

puramente autétrofos (Richmond y Hu, 2013).

Wang, B., Wang, J. et al. (2018) observaron que la exposicién a medios con una
elevada carga organica extiende la fase de latencia antes de que inicie la citocinesis
masiva en la poblacion microalgal. A lo largo de esta etapa de acomodacion, el flujo
energético celular se redirige de forma prioritaria a inducir una hipertrofia temporal
y al acopio de pigmentos, carbohidratos y proteinas estructurales. Semejante ajuste
metabdlico interno busca estructurar un bloque solido de reservas energéticas y
maquinaria enzimatica, elementos indispensables para soportar las aceleradas

tasas de division celular caracteristicas de |la posterior fase exponencial.

2.2. BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.2.1. Biofertilizante a partir de residuos de pescado
a) Subproductos organicos de la industria pesquera

El procesamiento inicial de la actividad pesquera y acuicola genera material
residual, el cual se clasifica en: 1) coproductos, referidos a aquellos de grado
alimentario y 2) subproductos, que por sus condiciones no resultan aptos para la
ingesta humana (Aspevik et al., 2017). Por lo general, las categorias de residuos y
desechos se emplean de manera indistinta para referirse a estos insumos (Ahuja
et al., 2020), y cuando los derivados de los recursos hidrobioldgicos (RHs) no se
aprovechan en bienes con valor anadido, se catalogan como desperdicios (lrianto
et al., 2014).
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e Subproductos sélidos

Los derivados de la industria de conservas varian segun la especie procesada; por
ejemplo, en ejemplares como caballa, atun o sardina, es habitual la generacion de
restos de visceras, tejido cefalico, estructuras 6seas y aletas (Irianto et al., 2014).
Segun Arvanitoyannis y Kassaveti (2008), a partir de una tonelada de materia prima
fresca o bajo congelacion, se obtienen cerca de 250 kg de restos de cabeza y
visceras, sumado a un rango de 100 a 150 kg de espinazo. En el caso del pescado
azul, el proceso de fileteado de 1000 kg de insumo genera entre 400 y 450 kg de

material residual.

A modo de ilustracion, en la Figura 1 se detallan los derivados de la actividad
pesquera vinculados a modelos de economia circular (Florez-Mancilla et al., 2021).
De igual manera, la Figura 2 ilustra los descartes provenientes del proceso de
fileteado de la merluza, especificando sus proporciones de acuerdo con los
informes técnico-bioldgicos de las especies de mayor interés comercial en el Peru,
bajo los registros del ITP-IMARPE (1995).

Figura 1

Derivados de la actividad pesquera y acuicola en modelos de economia circular
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Figura 2
Materiales residuales obtenidos tras el procesamiento de la merluza
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b) Elaboracion de biofertilizantes mediante bioprocesos

El aprovechamiento de residuos pesqueros para la elaboracion de biofertilizantes
se fundamenta en el uso de bioprocesos que integran consorcios microbianos con
alta capacidad metabdlica, permitiendo la conversion eficiente de la materia
organica en soluciones ricas en nutrientes (Dao y Kim, 2011). Bajo este enfoque de
economia circular, los derivados del procesamiento de recursos hidrobiolégicos se
transforman en materia prima para la formulacion de fertilizantes liquidos y sélidos,
asi como enmiendas tipo compost y digestatos, empleando diversas rutas
biotecnolégicas (Ahuja et al., 2020). Estas formulaciones liquidas de base
ictiolégica se caracterizan por una liberacion gradual de macro y micronutrientes,
cualidad que optimiza su aprovechamiento mediante aplicaciones foliares
(Madende y Hayes, 2020).

La eficiencia de estos biofertilizantes radica en la naturaleza de su nitrégeno.
Mufoz-Valencia et al. (2021) sostienen que la disponibilidad de nitrégeno en formas
organicas simples como péptidos y aminoacidos libres presentes en el hidrolizado
de pescado, reduce el costo energético de transporte y asimilacion intracelular en
comparacion con los nitratos inorganicos convencionales. Ademas, aminoacidos
especificos abundantes en estos subproductos marinos (como la glicina y el
glutamato) actuan como precursores directos en la ruta del 5-aminolevulinato,
potenciando la sintesis acelerada de porfirinas y complejos clorofilicos en el
cloroplasto (Shanthi, Ramasubburayan et al., 2021). En la Tabla 1 se detallan las
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principales

pesqueros.

Tabla 1

metodologias

biotecnolégicas ejecutadas

sobre subproductos

Metodologias biotecnolégicas aplicadas en descartes y vertidos de la pesca para

producir abonos de origen organico

Materia prima

Descripcion del método

Compuestos y

y actividad Bioproceso utilizado sustancias de interés Referencia
pesquera en los RP
Efluentes Emplearon un biorreactor de

provenientes

3/L operado por un ciclo de

Aminodcidos y

del Biodegradacion 74/h, con_regulac[on de pH péptidos como Uung y Kim,
. (6-8) y flujo de oxigeno para ) . 2016)
procesamiento bioestimulantes.
de caballa asegurar que el OD no
descendiera de 1/ mg/L.
El material residual se N: 1%, P: 0,39% ,
combiné con melaza y K:0,37%, C
Residuos de agua; tras un periodo organico: 56,31%, (Aranganathan
pescado de Fermentacion  fermentativo de 10 dias se  Zn: 5,66 mg/kg, y Radhika,
los mercados obtuvo el BFL, alcanzando Mn: 2,81 mg/kg, 2016)
su estabilidad a las dos Fe: 50,51 mg/kg y
semanas posteriores. Cu: 0,61 mg/kg.
. Lactobacillus sp.
Se realizé una mezcla de
1,38x104 ufc/ml,
1kg de descartes con 1,5 o
kg de panela en polvo y 5 aminoacidos
Residuos de Lgde agua desionizada. El totales 4,34 (Thendral
pescado de Fermentacion roces% de fermentacic:)n g/100g , N: 1,49%, endraly
los mercados ze extendié por 15 dias a P: 0,52%, K: Geetha, 2019)
una tem eraF:ura constante 0,48%, Ca: 0,4%,
o o Cp Mg: 0,28% y
' ceniza: 5,83%.
El BFL present6
N: 0,052%, P:
0,063%, K: 0,505
. Elaboracion del BFL con mofl, Mg: 4,38 i
Residuos de - - mg/l, Ca: 13,54 (Tiwow et al.,
o Fermentacion  fermentacion Bakasang por
tilapia 14 dias mg/L, Fe: 0,064 2020)
' mg/L, Cu: 0,01
mg/L0O Mn: 0,015
mg/Ly Zn: 0,01
m/L de Zn.
Combinacion de restos de
Residuos del sardina (50%), (37,5%), N: 1,5%, P: 65,55
. g o . (Lakhal et al.,
procesamiento Fermentacion  melaza (12,5%), y S. mg/100 gy K: 2020
de sardina cerivisiae, (1%), tiempo de  1,64%. )

fermentacion fue 15 dias.
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¢ Fermentacion

La fermentacion de residuos hidrobiolégicos depende del tipo de microorganismo
inoculado, la composicion del sustrato, la fuente de carbohidratos, asi como de la
temperatura y el tiempo del proceso (Ahuja et al., 2020). Pueden emplearse
microorganismos aerobicos, anaerdbicos o facultativos, incluyendo bacterias,
levaduras y hongos (Venugopal, 2021). En particular, las bacterias acido-lacticas
y levaduras son ampliamente utilizadas debido a su capacidad para desarrollarse
en condiciones de bajo oxigeno, inhibir patégenos y reducir olores desagradables,
sin afectar el valor nutricional del producto final (Florez-Jalixto et al., 2020; Lakhal
et al., 2017).

La fermentacion acido-lactica constituye un método eficaz para estabilizar el
ensilado de pescado, preservando sus nutrientes durante el almacenamiento
mediante la accion de bacterias del género Lactobacillus, que generan un
ambiente acido favorable para la bioconservacion (Cérdova et al., 1990; Fagbenro
y Bello-Olusoji, 1997). Estos ensilados se elaboran principalmente a partir de
especies de bajo valor comercial o residuos de la industria pesquera, empleando
fuentes de carbohidratos como melaza, glucosa o sacarosa para estimular la
actividad microbiana (Vidotti et al., 2003)

Diversas cepas acido-lacticas presentan la capacidad de degradar aminas
bibgenas mediante amino-oxidasas, reduciendo compuestos indeseables. No
obstante, tiempos prolongados de almacenamiento o exposicion a la luz solar
pueden afectar la calidad del ensilado, favoreciendo la oxidacion lipidica
(Kompiang, 1981; FAO, 2003).

En comparacién con los ensilados quimicos, los ensilados bioldgicos presentan
valores de pH superiores a 4,1, lo que facilita su uso directo en alimentacion animal
sin necesidad de neutralizacién previa, a diferencia de los ensilados quimicos,

cuyo pH suele ser cercano a 3 (Viana, 1993; Cira et al., 2002).
c) Ensilado de pescado

El ensilado de pescado es la preservacion de los residuos de pescado a través de

la adicion de acidos o fermentacion microbiana, dando como resultado un producto
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almacenable que no necesita refrigeracidn por periodos prolongados, Este método
se da mediante la descomposicion de las proteinas del pescado, generando una

mezcla invariable y homogénea de aminoacidos, importante en la nutricion animal.

Toppe et al.,, (2018) define al ensilado de pescado como subproductos
provenientes del pescado picado o entero picado no destinado para consumo
humano, y la adicidbn de un conservante para estabilizar la mezcla; en cambio
Raeesi et al., (2023) menciona que el ensilado de pescado es un producto liquido
que se elabora de pescado entero o partes del mismo, al que se han afadido
acidos, agentes microbianos o biocatalizadores para lograr una licuefaccion

mediante la actividad proteolitica propia de los tejidos del espécimen.
e Tipos de ensilado de pescado:
Segun Lujan (2024), menciona que existen tres tipos de ensilado de pescado:

Ensilado acido: se consigue a través de la incorporacion de sustancias acidas

que disminuyen el nivel de pH, limitando asi la proliferacion de microorganismos.

Ensilado biolégico: se basa en la fermentacién natural mediante bacterias
productoras de acido lactico, lo que requiere un control cuidadoso de las

condiciones para optimizar el proceso.

Ensilado enzimatico: utiliza enzimas proteoliticas para acelerar la degradacion
proteica y puede combinarse con métodos acidos o bioldgicos, obteniendo

productos altamente nutritivos.
e Pasos para producir ensilado

Para producir ensilado de pescado, Lujan (2024) hace menciéon los pasos

siguientes:

Recoleccion de residuos de pescado: se inicia con la recoleccion de
subproductos pesqueros como visceras, cabezas, piel y espinas, los cuales
provienen principalmente de plantas procesadoras donde se generan grandes

volumenes de residuos.
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Molido del pescado: los residuos recolectados se trituran hasta obtener particulas
pequefias, lo que permite una fermentacion mas homogénea y evita retrasos en el

proceso causados por fragmentos de mayor tamafo.

Adicién de acidos o agentes fermentadores: Segun el tipo de ensilado, se
incorporan acidos organicos o bacterias fermentadoras al material molido; en el
ensilado acido se emplea comunmente acido formico para reducir el pH, mientras
que en el ensilado biolégico se adicionan bacterias acido-lacticas que inician un

proceso fermentativo gradual.

Mezcla y almacenamiento: el material se mezcla cuidadosamente para asegurar
una distribucion uniforme de los aditivos y luego se deposita en recipientes
herméticos, evitando la entrada de oxigeno que podria afectar el proceso

fermentativo.

Fermentacién y conservacion: la fermentacion se desarrolla durante un periodo
de dias o semanas, dependiendo del método utilizado, durante el cual las proteinas
se degradan en aminoacidos y péptidos, generando un producto liquido rico en

nutrientes.

Producto final: al finalizar el proceso, el ensilado de pescado se encuentra listo
para su uso y puede almacenarse durante varios meses a temperatura ambiente o

por un periodo mayor bajo refrigeracion.
d) Aplicaciones

Florez — Jalixto et al. (2020), recomiendan algunas aplicaciones de los fertilizantes
organicos (FO) de la industria pesquera, para hidroponia, riego tecnificado,
fertilizacion del agua de los estanques acuicolas de tierra para la producciéon
primaria (fitoplancton), y ademas como una solucién frente a los medios

convencionales utilizados en la obtencion de biomasa de rotiferos y microalgas.
2.2.2. Las microalgas

Estos microorganismos se distribuyen en diversos ecosistemas acuaticos,
abarcando desde entornos oceanicos hasta cuerpos de agua continental. A dia de

hoy, se ha documentado un catalogo taxondémico que supera las 25,000
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variedades, las cuales capturan el didxido de carbono ambiental como recurso de
carbono para sus procesos fotosintéticos. Como detallan Barsanti y Gualtieri
(2014), la maquinaria molecular de estos microorganismos posee una alta
plasticidad para modular sus complejos antena y optimizar la captura fotonica en
funcién de la disponibilidad de nutrientes en el medio. Dichos microorganismos
destacan por sus cortos tiempos de generacion en entornos favorables. Por otra
parte, poseen la capacidad de desarrollarse mediante tres variantes metabdlicas

principales: autotrofa, heterotrofa y mixotrofa (Acién Fernandez et al., 2018).

Bajo un régimen autotrofo, las microalgas fijan CO2 como fuente de carbono y
aprovechan la luz solar como vector energético, ya sea en sistemas abiertos o en
fotobiorreactores. Este proceso demanda un aporte riguroso de macroelementos y
trazas de metales esenciales, los cuales actuan a modo de cofactores enzimaticos
dentro de los fotosistemas (Barsanti y Gualtieri, 2014). Por el contrario, la via
heterotrofa utiliza carbono organico (tales como glucosa o glicerol) para sostener
su metabolismo. En el caso de las estirpes mixotroficas, se observa un
comportamiento secuencial: abren el ciclo con una fase heterétrofa ante la
abundancia de materia organica y migran hacia la ruta autétrofa conforme

disminuye dicho sustrato y se activa la fotosintesis (Lopez, 2022).

Acién Fernandez et al. (2012) comprobaron que el aumento de la densidad celular
en reactores cerrados con alta carga de nutrientes desencadena un proceso critico
de atenuacion luminica mutua o autosombreado. A medida que la poblacion se
densifica, el estrato celular externo retiene la mayor parte del flujo foténico
incidente, levantando un bloqueo 6ptico que restringe el paso de la luz hacia las
zonas profundas del bioreactor. Semejante gradiente de iluminacién deprime la
eficiencia fotosintética de las células confinadas en las regiones oscuras; esto
induce una pronta saturacién y estabiliza el rendimiento de la biomasa gravimétrica,
aun cuando los recuentos celulares continuen mostrando un comportamiento

asintotico.

En consonancia con tales dinamicas de consumo, Klausmeier et al. (2004)
determinaron mediante modelamiento matematico que la estequiometria de
nutrientes en el fitoplancton dista de ser un factor fijo, fluctuando mas bien segun el
estado de desarrollo del cultivo. Bajo esta linea, en las etapas de aclimatacion y
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division celular acelerada, las microalgas reorientan sus recursos moleculares hacia
la sintesis de proteinas estructurales y ARN. Al establecer un entorno con un
balance estequiométrico éptimo préximo a una relaciéon N:P de 20:1, las tasas de
duplicacion se elevan y la estabilidad poblacional se prolonga antes de entrar en la

fase de declive, previniendo el colapso prematuro del sistema.

Mas alla de las rutas metabdlicas, estos microorganismos exhiben una notable
plasticidad fenotipica adaptativa. Lirling (2021) sefala que las modificaciones en
la morfologia celular y la propensién a agruparse en el género Chlorella pueden
responder a la complejidad fisicoquimica de los componentes organicos del medio.
Desde la dptica de la ingenieria de bioprocesos, dicha respuesta de agregacion
resulta altamente ventajosa en cultivos suplementados con hidrolizados de
pescado; en estos entornos, los péptidos y polimeros organicos actuan como
agentes floculantes naturales que deprimen el potencial Zeta de la suspension
celular. Esto promueve la autofloculacién, facilitando la cosecha y recortando
drasticamente el gasto energético asociado a la recuperacion de biomasa
(Khalatbari et al., 2024).

e Importancia de las microalgas

El rol de los bosques en la captura de carbono y la regulacion del clima global es
un hecho ampliamente reconocido; sin embargo, suele pasarse por alto que cerca
del 70% de la superficie terrestre corresponde a ecosistemas acuaticos, escenarios
que albergan comunidades bioldgicas cruciales para la estabilidad de la biosfera.
En este ambito, los océanos y masas de agua continentales alojan a las microalgas,
cuya participacién suele quedar en segundo plano debido a su naturaleza

microscoépica y menor visibilidad frente a la vegetacion terrestre (Buch, 2020).

Estos microorganismos, que guardan claras diferencias con las macroalgas, se
encuentran ampliamente distribuidos en habitats marinos y continentales, donde
operan como productores primarios clave. Mediante la fotosintesis, capturan el flujo
fotdnico para transformar compuestos inorganicos como el anhidrido carbénico, el
agua y las sales minerales en metabolitos primarios de alto valor, ademas de
sintetizar diversas fracciones carbonadas esenciales para su persistencia biologica.

Apoyadas en sus elevadas tasas de renovacion y eficiencia metabdlica, las
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microalgas sostienen gran parte de las redes troficas acuaticas y aportan cerca del

50% de la produccion primaria a escala global (Lépez, 2022).

Ritchie (2006) planteé ecuaciones empiricas de base espectrofotométrica
destinadas a cuantificar simultaneamente las clorofilas a, b, c y carotenoides totales
en microalgas utilizando solventes organicos (tales como metanol, acetona y
etanol). El trabajo demostré que la seleccion de longitudes de onda especificas
segun los picos de absorbancia mitiga el solapamiento optico y las distorsiones
causadas por la dispersion luminica de las células. Dicho enfoque metodoldgico se
transformd en un estandar para los bioprocesos microalgales, proveyendo una
herramienta analitica matematica confiable para evaluar el estado fisiologico y la

biogénesis del aparato fotosintético frente a diferentes regimenes nutricionales.

Por otro lado, validar los métodos indirectos de cuantificacion, como la densidad
optica (DO), resulta indispensable al trabajar con matrices complejas. En este
sentido, Oliveira et al. (2020) comprobaron la factibilidad de trazar una correlacién
lineal 6ptima entre la absorbancia y el conteo celular directo en cultivos que
emplean efluentes pesqueros, condicionado siempre al uso de un blanco
espectrofotométrico adecuado. Este nivel de rigor metodoldgico coincide con las
observaciones de Ruangsomboon (2012) y Lopez-Parra (2011), quienes defienden
que dicha correlacion constituye el unico recurso para constatar con objetividad que
las variaciones cinéticas obedecen a una division celular real y no a las
interferencias fisicas provocadas por los componentes en suspension dentro del

sustrato.
2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
Biofertilizantes a base de residuo de pescado:

“El biofertilizante de pescado, conocido como hidrolizado de pescado, resulta de la
descomposicion controlada de proteinas de pescado, dando lugar a péptidos y
aminoacidos de tamafno reducido, generalmente entre 2 y 20 unidades. Este
proceso se realiza mediante acciones quimicas o enzimaticas en condiciones

precisamente controladas” (Jara-Gallozo y Zacarias Polinario, 2024).
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Microalgas:

“Organismos microscoépicos unicelulares, capaces de convertir la energia solar en
energia quimica por medio de la fotosintesis. Contienen numerosos compuestos
bioactivos que pueden ser aprovechados para uso comercial” (Oscanoa et al.,
2020).

C. vulgaris:

C. vulgaris es un alga verde unicelular de agua dulce; las células se presentan
aisladas, aunque eventualmente pueden formar agregados; tiene forma esférica y
un tamano que oscila entre 2 y 6 um. Cada célula posee un pirenoide y un
cloroplasto parietal unico en forma de copa, con abertura irregular, que ocupa gran

parte del volumen celular (Silva-Benavides et al., 2008)
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR Y PERIODO DE EJECUCION

3.1.1. Ubicacidén geografica de la zona de estudio

La fase practica de esta investigacion se desarroll6 en las instalaciones de la
Unidad de Planctologia del Laboratorio de Biologia Pesquera de la Facultad de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, ubicada en el
distrito Lambayeque, provincia Lambayeque y departamento Lambayeque — Peru,
con ubicacion geografica a 6°42'26" latitud Sur y 79°54'29" longitud Oeste (Figura
3)

Figura 3
Ubicacion geogréfica del area de estudio y del laboratorio de experimentacion en el

departamento de Lambayeque, Peru
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3.2 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
3.21. Tipo de investigacion

De acuerdo al fin que persigue: aplicada, porque se aplicé el conocimiento del
uso de los biofertilizantes en la calidad de sustrato nutritivo para el desarrollo de

biomasa de C. vulgaris.

De acuerdo al enfoque: cuantitativa — explicativa — experimental, debido a que se
va a manipular la variable independiente (biofertilizante) suplementado con nitrato
y fosfato. Ademas, se va a controlar todos los parametros fisicos y quimicos del

cultivo.
3.2.2. Diseno de investigacion

Con la finalidad de ejecutar el estudio, se implementé el Disefio Experimental de
Estimulo Creciente con un Testigo (Guillard f), tres Tratamientos (biofertilizante
suplementado con tres relaciones de N:P) y tres repeticiones de cada uno,
distribuyendo las unidades experimentales en un modelo Completamente al Azar
(DCA), sumando un total de 12 unidades experimentales (biorreactores de 1L cada

uno), tal como se describe en la Tabla 2 y Figura 4.

Tabla 2
Configuracion de grupos y unidades de prueba destinados al crecimiento de C.
vulgaris
Tratamiento Descripcion del Medio de Relaciéon Repeticiones Total
Cultivo N:P P Unidades
TO (Control) Medio sintético Guillard f 24:1 3 3
T Biofertilizante de pescado 10:1 3 3
suplementado
T2 Biofertilizante de pescado 15:1 3 3
suplementado
13 Biofertilizante de pescado 20:1 3 3

suplementado

Nota. El régimen TO sirve como testigo positivo (Guillard y Ryther, 1962). La formulacion de los
grupos T1, T2 y T3 toma como referencia la proporcién estequiométrica de N:P propuesta por
Redfield (1958).
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Figura 4

Configuracion del sistema de cultivo experimental

3.2.3. Flujograma de elaboracion de biofertilizante y cultivo de C. vulgaris

A continuacion, se presenta el flujograma del procedimiento (Figura 5):

3.3. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacion de C. vulgaris estuvo constituida por un cultivo microalgal de 3 litros
del Laboratorio de Pesqueria de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. La muestra
estuvo constituida por 2.4 litros de indculo con una concentracion de 8,5 x 108
cel-mL™ de C. wulgaris, la cual fue distribuida en las 12 unidades experimentales
de un litro, en una densidad inicial de 1,7 x 10% cel-mL™"y a las cuales se les aplico

los tratamientos establecidos en el disefio experimental.

Para el proceso de muestreo se realizd la recoleccion de volumenes de 4 mL,
tomados de forma cotidiana de cada biorreactor durante un periodo de 13 dias.
Estas muestras sirvieron para efectuar tanto la cuantificacion de células mediante
camara de Neubauer como para el registro de la absorbancia a través de
espectrofotometria. Adicionalmente, se tomoé una muestra unica de 5 mL al finalizar

la fase exponencial para la determinacion de pigmentos (clorofila a y b).
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Figura 5

Flujograma de elaboracion de biofertilizante y produccion de C. vulgaris

Recoleccion de
residuos de pescado

Biol liquido estéril.
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3.4. METODOS Y TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS
3.4.1. Obtencion y caracterizacion del biofertilizante

a) Proceso de elaboracion del biofertilizante: Para la obtencidn del biofertilizante
organico, la materia prima compuesta por 6 kg de residuos de pescado (visceras)
provenientes del mercado de abastos de Lambayeque, previamente recolectada,
fue sometida a una reduccion de tamafo mediante trituracion mecanica para
incrementar el area superficial de contacto. Posteriormente, la biomasa se inocul6
con 50 mL de microorganismos eficaces (EM) y 1 kg de melaza como fuente de

carbono, iniciando un proceso de fermentacion anaerobia en biodigestores.

El sistema se mantuvo en una fase de estabilizacién y maduracién durante un
periodo de 60 dias (Figura 6). Durante esta fase de produccién, se llevaron a cabo
evaluaciones fisicoquimicas al inicio del periodo fermentativo y, posteriormente,
cada 72 horas con el objetivo de analizar la progresion del sistema (biodigestor),
garantizando la adecuada mineralizacion de los nutrientes y la estabilidad
fisicoquimica del biol. Finalmente, el producto fue clarificado mediante filtrado y
sometido a un proceso de esterilizacién para asegurar la inocuidad del medio previo

a su aplicacion en el cultivo de C. vulgaris.
b) Técnica del analisis del biofertilizante

Analisis organoléptico: Se evaluaron las propiedades sensoriales del producto
final, verificando la presencia de un olor suave caracteristico a pescado, sin
evidencia de procesos de putrefaccion o aromas fétidos, lo cual indica una

estabilizaciéon adecuada de la materia organica.

Analisis fisicoquimico del biofertilizante: La caracterizacion quimica del
biofertilizante organico se llevo a cabo en el Laboratorio Agricola CYSAC E.I.R.L.
(Lambayeque, Peru). El analisis comprendio la determinacion de Nitrogeno total (N)
y Fosforo (P20s), Calcio (Ca) y Magnesio (Mg). Asimismo, se determinaron
parametros fisicoquimicos clave como el pH y la Conductividad Eléctrica (CE). Los
certificados de analisis correspondientes, que avalan la composicion nutricional del

biol, se adjuntan en el Anexo 8."

37



Figura 6

Etapas del proceso de obtencion y maduracioén del biofertilizante

I\

\

Nota. Secuencia cronoldgica del proceso de elaboracion del biofertilizante: a) Acopio de materia
prima organica. b) Trituracion mecanica de los residuos. ¢) Monitoreo de parametros fisicoquimicos
(pH). d) Fase de fermentacion anaerobia y estabilizacion (60 dias). e) Clarificacion mediante
filtrado. f) Biofertilizante esterilizado listo para la inoculacion.

Analisis microbiolégico: Con la finalidad de garantizar la inocuidad bioldgica del
biofertilizante y asegurar que el proceso de maduracion anaerobia fue efectivo, se
realizé un analisis microbiologico en el Laboratorio de microbiologia de la Facultad
de Ciencias Biolégicas de la UNPRG, empleando la metodologia estandarizada
para abonos organicos (The Compost Foundation, 2002). El analisis incluyé la
determinacién de Coliformes totales y termotolerantes, Escherichia coli, Salmonella
sp., Clostridium sulfitos reductores, asi como el recuento de Mohos, Levaduras y

Bacterias Acido-Lacticas (BAL). El informe detallado se adjunta en el Anexo 9.
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3.4.2. Preparaciéon del medio de cultivo base (Guillard f)

Antes del escalamiento y la suplementacién, se preparo el medio estandar Guillard
f. La composicién especifica de las soluciones stock y las concentraciones finales

empleadas se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3

Composicion medio Guillard f

Componente Solucién stock (g-L") ml.L"' Medio de
cultivo
1 NaNOs3 75,0 2,0 mL
2 NaH2PO4.H20 5,0 2,0 mL
3 F/2 Solucion de metales 2,0 mL
4 F/2 Soluciéon de Vitamina 2,0 mL
5 Tris 250,0 gL' +147,5 ml 2,0 mL

Preparacién soluciones

metales traza

Solucién stock

Cantidad a usar

1 FeCls.6H20 3,5 1,0 mL
2 Na2Si03.9H20 4,36 1,0 mL
3 CuS04.5H20 9,8 1,0 mL
4 Na:Mo04.2H20 6,3 1,0 mL
5 ZnS04.7H20 22,0 1,0 mL
6 CoCl2.6Hz0 10,0 1,0 mL
7 MnCl2.4H20 180,0 1,0 mL
Solucién de vitaminas Solucién stock Cantidad a usar
1 Cianocobalamina (B12) 1,0 1,0 mL
2 Biotina 0,1 1,0 mL
3 Tiamina HCI 0,2

Nota. Composicién del medio f adaptada de Guillard y Ryther (1962).

El tratamiento térmico de los sustratos nutritivos se efectud en autoclave,

manteniendo condiciones de 121 °C por un lapso de 20 min.
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3.4.3. Mantenimiento, adaptaciéon y escalonamiento de la cepa.

a) Verificacion de la pureza: La cepa de C. vulgaris utilizada en el estudio fue
suministrada por la UNPRG (Sede Lambayeque). Se adquiri6 90 mL de
indculo, distribuidos en dos tubos Falcon de 50 mL. Previamente al cultivo, se
realizé una observacién microscopica mediante la toma de volimenes de 20
uL de cada tubo, la cual se analiz6 en un equipo de microscopia de luz (Nikon
ECLIPSE E200) con el propdsito de verificar las caracteristicas morfologicas

y la pigmentacion celular.

Figura 7
Evaluacién microscopica y verificacion de pureza celular de C. vulgaris en camara

de Neubauer

Nota. Células viables observadas previo al proceso de inoculacion en los fotobiorreactores. (a) Vista
general de la biomasa en camara de Neubauer (100x); (b) Acercamiento (400x) donde se observa
la morfologia esferoidal y la integridad de los cloroplastos, confirmando la ausencia de protozoarios.

b) Adaptacion y escalonamiento: La inoculacion inicial se realizé en un matraz
Erlenmeyer de 200 mL con medio Guillard f (Figura 8a). Posteriormente, se escalo
a un volumen de 1 L (Figura 8b), hasta alcanzar finalmente un volumen total de 3
L de cultivo (Figura 8c). Este volumen final se utilizé como in6culo estandarizado
para el control y los tratamientos del disefio experimental, asegurando una
concentracion celular inicial de aproximadamente 1,7x108 cel-mL™" en cada

unidad experimental.

Durante este proceso, la cepa se mantuvo bajo condiciones controladas de
aireacion continua (1 vvm) y fotoperiodo de 12 h luz / 12 h oscuridad a 2880 lux,
condiciones corroboradas con luxometria (Figura 8d). La medicién de los

parametros fisicoquimicos se realizé diariamente, manteniendo la temperatura en
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28 + 3 °C y el pH dentro de un rango de 8,0 a 9,0, para estos registros se

emplearon un termdémetro digital y un pHmetro marca WMETRS (Figura 8e y 8f).

Figura 8
Escalonamiento y monitoreo de parametros fisicoquimicos en el cultivo de C.
vularis

Nota. Secuencia del proceso experimental: a) Indculo inicial en fase de adaptacion; (b) Escalamiento
intermedio de biomasa; (c) Volumen final de inéculo estandarizado (3 L) para el disefio experimental;
(d) Registro de la temperatura de cultivo (28,8 °C); (e) Verificacion de la intensidad luminica (2880
lux); (f) Monitoreo del pH (8,8) con equipo WMETRS.

3.4.4. Diseio experimental y técnica de suplementacion

El ensayo se condujo utilizando 12 unidades experimentales consistentes en
fotobiorreactores (FBR) de columna de burbujeo fabricados en vidrio, con una
capacidad nominal de 2 L y un volumen de operacion de 1 L. El protocolo de
montaje inicio con la esterilizacion integral del material de vidrio y componentes
mediante calor seco (Figura 9a y 9b). Posteriormente, el material fue trasladado
a una cabina de flujo laminar, previamente acondicionada con alcohol al 70% vy
radiacion ultravioleta (UV) durante 20 minutos, para asegurar la asepsia del area

de trabajo (Figura 9c).

Bajo estas condiciones de asepsia, se procedié con la preparacién de los medios
y la técnica de suplementacién (Figura 9d). El biofertilizante organico fue

dosificado y complementado con nitrégeno y fésforo para establecer las
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relaciones estequiométricas de 10:1, 15:1 y 20:1 (N:P), fundamentadas en los
criterios de optimizacién nutricional de Redfield (1958). Como grupo control, se
empled el medio estandar Guillard f (preparado a doble dosis de /2), el cual posee
una relacion estequiométrica de 24:1 (N:P), sirviendo como el referente

comparativo para evaluar la eficiencia de la fuente organica.

Una vez estabilizados los medios, se realizé la inoculacion definitiva de las cepas
(Figura 9e y 9f), utilizando biomasa previamente estandarizada hasta alcanzar
una densidad celular inicial de 1,7 x10° cel-mL™". Finalmente, los sistemas se
instalaron en el estante de cultivo bajo condiciones controladas de luz y aireacién
constante (Figura 9g), asegurando un espacio de cabeza (headspace) optimo

para la transferencia de masa gaseosa durante el periodo experimental.

Figura 9
Secuencia de esterilizacién, montaje e inoculacién del disefio experimental
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Nota. Fases del montaje en el laboratorio: (a) y (b) Esterilizacién de los fotobiorreactores y materiales
mediante calor seco; (c) Esterilizacion del area de trabajo con luz UV; (d) Preparacién de medios de
cultivo y suplementacion; (e) y (f) Proceso de inoculacidon aséptica de las 12 unidades
experimentales; (g) Fotobiorreactores instalados con sistema de iluminacioén y aireacion continua.

3.4.5. Método de produccién de biomasa de C. vulgaris

a) Determinacién de la densidad celular y densidad 6ptica de C. vulgaris.

El crecimiento celular en los cultivos liquidos fue monitoreado mediante conteo
directo utilizando una camara de Neubauer (Profundidad 0.1mm). Para ello, se
extrajeron 1 mL de cada tratamiento, previa homogeneizacion del cultivo, del cual
se tomé una alicuota de 20 pL para su analisis microscopico (Figura 10a y 10b).
La concentraciéon celular se expreso en cel'mL™ de acuerdo con la ecuacion 1

propuesta por Ma'mun et al. (2022).

numero de células X inverso de la dilucién mm?3
# de cuadrados leidos) ) X (0.001‘ml)
25

EC. 1 Concentracioén (cel /ml)=(

area X profundidad x volumen) X (

Por otro lado, el seguimiento de la densidad 6ptica se efectué mediante lecturas de
absorbancia a 680 nm, utilizando un espectrofotdmetro Thermo Scientific™ Orion™
AquaMate 8100. A fin de neutralizar las interferencias Opticas provocadas por la
turbidez del biol, el ajuste a cero (blanco) se realizé empleando medio Guillard puro
para el control y las respectivas diluciones de biol en cada tratamiento; de este
modo, se garantizd que los valores registrados respondieran uUnicamente al
incremento real de la biomasa microalgal (Figura 10c y 10d). Los cultivos

mantuvieron esta dinamica a lo largo de unos 13 dias.
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Figura 10

Protocolo de seguimiento del cultivo de C. vulgaris

- |

ABS: 0,007154

Nota. Metodologia de monitoreo de los parametros de crecimiento: (a) Fase de registro de datos y
recuento directo de la poblacion microalgal; (b) Fotomicrografia donde se observa la densidad
celular (c) Procedimiento de preparacion de muestras y llenado de celdas para espectrofotometria;
(d) Lectura de Densidad Optica (DO) a 680 nm, previa calibracion del equipo con el blanco
correspondiente (Medio Guillard o Biol) para la correccion de turbidez.

b) Evaluacion de los parametros ambientales del cultivo de C. vulgaris

Se registraron diariamente el pH y la temperatura de los tratamientos y el control,
haciendo uso de un pH-metro digital marca WMETRS (rango de pH: 0.0 — 14.0), el

cual se calibré periédicamente con soluciones buffer estandar (Figura 11ay 11b).

La aireacién se mantuvo de forma continua mediante bombas de aire tipo acuario
(SOBO Aquarium SB-648A), distribuida a cada fotobiorreactor a través de
mangueras de silicona de grado alimentario, proporcionando un caudal aproximado
de 500 mL-min™".

La iluminacién permanecié constante y se suministré mediante dos lamparas
fluorescentes de luz blanca de 40 W, ubicadas a una distancia de 10 cm de los
cultivos microalgales. La lectura de la intensidad luminosa se realizé con un
luxémetro marca BENETECH, modelo GM1010 (Figura 11c).
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Figura 11
Monitoreo diario de parametros fisicoquimicos en los sistemas de cultivo de C.
vulgaris

Nota. Registro de condiciones operacionales del disefio experimental: (a) Medicion de pH mediante
equipo digital; (b) Registro de temperatura en los fotobiorreactores; (c) Determinacion de la
intensidad luminica con luxémetro digital.

c) Determinaciéon de pigmentos (Clorofila ay b)

Al finalizar la fase exponencial maxima, se realizdé una cuantificacion de pigmentos
para evaluar la eficiencia metabdlica de los tratamientos. Para ello, se extrajeron
una alicuota de 5 mL de cada unidad experimental, la cual fue centrifugada a 4000
rom por 10 minutos (Figura 12a y 12b). El pellet resultante fue resuspendido en
acetona al 90 % y mantenido en condiciones de oscuridad y refrigeraciéon por 24 h

para asegurar la extraccion total de los pigmentos (Figura 12c).

Después de este periodo, las alicuotas se centrifugaron nuevamente para clarificar
el extracto (Figura 12d). Posteriormente, se realizaron las lecturas de absorbancia
en un espectrofotdmetro a 664 nm (pico de clorofila a) y 647 nm (pico de clorofila
b) (Figura 12e y 12f). Asimismo, se efectud una lectura a 750 nm para la correccion
de la turbidez del extracto. Para la calibracién del equipo (blanco), se utilizé acetona
al 90 % pura. La concentracion final de pigmentos (mg-L™".) se calcul6 mediante las

ecuaciones de Ritchie (2006) para clorofitas:

Chla = 11.85 . [Ass4 - A750] — 1.54 . [As47 - A750]
Chlo = 21.03 . [Ae47 - A750] - 5.43 . [Aeea - A750]
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Figura 12

Procedimiento experimental para cuantificacion de pigmentos en C. vulgaris

Nota. Protocolo analitico de extraccion de clorofila (a) y (b) Obtencion del pellet celular mediante
centrifugacion (4000 rpm); (c) Resuspensién y extraccion de pigmentos en acetona al 90% (d) Fase
operativa de centrifugacion de las alicuotas de 5 mL; (e) Lectura de Absorbancia (Abs) a 664 y 647
nm; (f) Cubetas (celdas) con extracto de clorofila.

d) Cosechay determinacién de biomasa seca

La obtencion de la biomasa microalgal se realizdé con una centrifuga Orto Alresa,
modelo Unicen 21, operando a 4000 rpm durante 10 minutos para asegurar la
sedimentacién completa de las células (Figura 13a). El material recuperado se
sometié a un proceso de secado en estufa a 60 °C por un periodo de 24 horas,
seguido de un choque térmico final a 100 °C durante 10 minutos para garantizar la

eliminacién total de la humedad intersticial (Figura 13b y 13c).

La cuantificacion de la biomasa neta se llevd a cabo en una balanza analitica
previamente calibrada, restando el peso de la placa vacia al peso de la placa con
biomasa seca (Figura 13d y 13e). Este procedimiento fue realizado por duplicado
para las 12 unidades experimentales (Figura 13f), permitiendo calcular la

concentracion final (Xr) expresada en gramos por litro (g-L™") para cada tratamiento.
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Figura 13

Procedimiento para la determinacién de biomasa seca de C. vulgaris

Nota. Protocolo analitico para la cuantificacion de peso seco (a) Centrifugacion para la
concentracion de biomasa; (b) y (c) Proceso de deshidratacion en estufa; (d) Pesaje de placa base;
(e) Pesaje de biomasa seca final; (f) Placas con muestras representativas de los tratamientos.

e) Productividad volumétrica.

La productividad volumétrica de biomasa (rx) se expreso a través del rendimiento
de biomasa anhidra generado por cada unidad de espacio y tiempo (g-L"'-d"),

calculada mediante la relacion adaptada de Arredondo-Vega y Voltolina (2007):

Donde:

Xt : es la concentracion de biomasa seca final (g/L) obtenida al momento de la

cosecha.

t: es el tiempo total del periodo de cultivo (dias).

Se optd por esta relacion considerando que el inoculo inicial fue estandarizado para

todos los tratamientos, lo que permite una comparacion directa y equitativa de la
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eficiencia de acumulacion de biomasa entre los mismos bajo el efecto del

biofertilizante.
f) Calculos cinéticos y Modelamiento de Gompertz

Para describir la ontogenia de C. vulgaris y determinar la plasticidad adaptativa de
la cepa frente a los diferentes tratamientos, se aplicé el modelo matematico de
Gompertz modificado (Zwietering et al., 1990). Esta funcién sigmoidal permite
ajustar los datos de crecimiento para obtener parametros cinéticos criticos

mediante la siguiente expresion:
N=No+C*exp(-exp(-B*(t-M))) EC.3
Donde las constantes de ajuste se definen como:

N: Densidad celular o biomasa estimada en un tiempo t.
No: Densidad celular inicial al inicio del ensayo.

C: Constante de asintota que representa el crecimiento maximo alcanzado
sobre el valor inicial.

B: Tasa relativa de crecimiento (dia™'), que define la velocidad de transicion
hacia la fase exponencial.

M: Tiempo del punto de inflexién, que corresponde al momento de maxima
velocidad de division celular.

A partir de estas constantes de ajuste (B, C y M), se determinaron los parametros

biolégicos derivados mediante las siguientes ecuaciones:

Tasa de crecimiento especifica (4, dia™): Representa la velocidad de division

celular en el punto de inflexién.

Y EC. 4

e

Fase de latencia (A o LPD): Tiempo de adaptacion celular antes del inicio de la

fase logaritmica.

A=M-—-= EC.5
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Tiempo de generacion (Tg): Tiempo requerido para que la poblacion celular se
duplique.

Tg= 2e2-c EC.6

Numero de generaciones (n): Calculado como la relacién entre la duraciéon de la

fase de crecimiento (DFF) y el tiempo de generacion (Tg)
n=— EC.7

Adicionalmente, se determin6 el maximo crecimiento potencial (MDP):
Capacidad de carga maxima del sistema, obtenida mediante la suma de la

densidad inicial y la asintota de crecimiento

MDP = No + C EC.8

3.5. PROCEDIMIENTOS Y ANALISIS DE LA INFORMACION
3.5.1. Recoleccion de datos

La recoleccién de la informacion se realizé de forma sistematica durante los 13 dias
de experimentacion. Se registraron cronoldégicamente los datos correspondientes a
la densidad celular, densidad éptica (DO), concentracion de pigmentos (clorofila a
y b) y los parametros fisicoquimicos del cultivo, siguiendo estrictamente los

protocolos y ecuaciones de control detallados en los apartados anteriores.

Al concluir el periodo de cultivo, se determiné la biomasa seca mediante el método
gravimétrico previamente descrito. Los valores de concentracion final (Xr)
resultantes se utilizaron como insumo operativo para determinar la productividad
volumétrica diaria (rx) y evaluar los rendimientos finales de cada tratamiento. Todas
las mediciones se realizaron por triplicado para asegurar la representatividad

estadistica y minimizar el error experimental.
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3.5.2. Andlisis estadistico y procesamiento de datos

Para establecer la validez de los resultados, los datos se sometieron a pruebas de
normalidad y homocedasticidad. Se aplicdé un Analisis de Varianza (ANOVA) de un
factor (Ostle, 1994; Sokal y Rohlf, 1979) para determinar diferencias significativas
entre los tratamientos. El procesamiento y modelado de la informacion se realizo
mediante el uso integrado de las siguientes herramientas tales como Minitab (para
el ANOVA); Statistica 8.2 (para el modelamiento del crecimiento mediante la
ecuacion de Gompertz (EC.2)) y GraphPad Prism (para el analisis cinético y la

generacion de la representacion grafica de alta resolucion).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION QUIMICA Y MICROBIOLOGICA DEL BIOL

La caracterizacion quimica del biol determiné un perfil nutricional éptimo para la
suplementacién de cultivos microalgales, registrando concentraciones de nitrégeno
total (N) de 1.38 %, fésforo total (P20s5) de 0.86 % y potasio total (K20) de 1.82 %,
complementados por un aporte de calcio total (CaO) de 0.86 % y magnesio total
(MgO) de 0.45 %. En el ambito fisicoquimico, la medicion directa del potencial de
hidrégeno (pH) reportd un valor de 3.96, mientras que la conductividad eléctrica
(CE) alcanzé los 19.97 dS-mL-". La caracterizacién quimica se encuentra detallada

en el Anexo 8.

En el aspecto sanitario, los ensayos microbioldgicos demostraron que el producto
se encuentra dentro de los rangos permitidos por los Estandares Nacionales de
Calidad ambiental para Agua (D. S. N.° 002-2008-MINAN) y cumple con los criterios
de inocuidad reportados por bioinsumos organicos (Gomez-Brandon et al., 2024;
Ingram & Millner, 2007). En el detalle, se registré una carga de coliformes totales
de 5,2 x 102 UFC - mL"", coliformes termotolerantes de 3,5 x 10" UFC - mL" y
Echerichia coli de 2 UFC - mL™", con ausencia total de salmonella sp. en 25 mL y
un recuento de 4,0 x 10" UFC - mL™" de clostridium sulfitos reductores. Los

resultados cuantitativos del analisis se detallan en el Anexo 9.

4.2. DINAMICA DEL CRECIMIENTO POBLACIONAL DE C. vulgaris Y SU
CORRELACION CON LA DENSIDAD OPTICA

Al iniciar el experimento, los conteos de células en todos los tratamientos mostraron
una distribucién normal y varianzas homogéneas (p > 0,05), lo que demostré que

todas las unidades experimentales empezaron con densidades similares (Anexo 1).

El crecimiento poblacional diario en las tres repeticiones trabajadas para cada
tratamiento, tuvieron pequefias variaciones en el numero de células (Tabla 4); sin

embargo, el analisis de varianza revel6 que estas diferencias entre repeticiones de
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un mismo tratamiento no fueron estadisticamente significativas (p > 0,05) (Anexo
2). Debido a esto, se procedi6 a promediar las tres repeticiones de cada tratamiento
para evaluar los resultados (Tabla 5), donde se aprecio que el Dia 1 las densidades
fueron muy similares en todos los grupos. No obstante, durante los Dias 2, 3y 4, el
Control (TO) mostré una superioridad frente a todas las formulaciones de biol
suplementado, respectivamente. En los Dias 5 y 6, el crecimiento se emparejo
notablemente en todos los tratamientos. Sin embargo, los Dias 7 y 8, el TO volvié a
distanciarse de manera clara, superando nuevamente a las relaciones N-P basadas
en el biol; tendencia cambio a partir del Dia 10, observandose que en los Dias 11,
12y 13, los tratamientos con biol lograron superar al control, siendo el T3 (N-P 20:1)
el que consolidd el crecimiento mas alto de la investigacion, alcanzando su pico

maximo en el Dia 11 con 10,78 x 106 cél-mL"".

El analisis de varianza (Anexo 3) confirm6 que los valores de densidad celular
difirieron de forma significativa por el tipo de relacion N-P utilizada (p < 0,000; p <
0,05) por los dias de cultivo (p < 0,000; p < 0,05) y también por la combinacion de
ambos factores (p < 0,000; p < 0,05). Graficamente (Figura 14), se corrobora que
el crecimiento tiene un comportamiento oscilatorio, donde el TO tomé el liderazgo
en dos etapas tempranas (Dias 2-4 y Dias 7-8), pero fue ampliamente superado en
la fase final del cultivo por las relaciones optimizadas de biofertilizante,

especialmente por la relaciéon N-P 20:1 (T3).

Tabla 4

Densidad celular diaria de C. vulgaris (10° cel-mL ™) por tratamiento y réplica

Tiempo TO (Control) T1 T2 T3
Dias C1 C2 C3 TIA TB TIAC T2A T2B T2C T3A T3B T3C

0 1,66 1,50 1,75 1,65 1,75 1,80 1,85 1,83 1,71 1,86 1,83 1,84
1 1,90 1,70 1,90 1,75 1,85 1,80 1,95 1,95 1,75 1,95 1,90 1,90
2 255 245 2,50 2,00 1,95 2,05 1,90 2,00 2.00 2,10 2,20 2,25
3 2,85 3,00 285 2,18 2,73 2,60 2,30 2,30 2,20 2,45 2,40 2,45
4 340 3,10 3,30 3,10 3,00 3,25 3,00 3,10 3,25 3,20 3,00 3,15
5 475 485 4,90 5,10 5,15 5,20 5,05 5,10 5,20 5,00 5,20 5,10
6 540 6,00 5,50 5,50 5,90 5,75 6,25 6,00 5,75 6,60 6,10 6,30
7 750 725 7,00 6,75 6,50 6,80 6,90 7,00 6,95 6,50 6,75 6,75
8 8,10 8,10 8,00 7,40 7,50 7,55 8,20 8,00 8,00 8,00 8,05 8,10
9 8,75 850 8,80 8,25 8,45 8,50 8,50 8,75 8,50 8,50 8,75 8,80
10 9,00 925 9,15 8,95 9,00 8,85 9,00 9,25 9,35 9,35 9,45 9,40

-
-

945 9,70 9,70 9,80 9,95 10,05 9,90 9,85 9,80 10,75 10,75 10,85
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Tiempo TO (Control) T T2 T3
Dias C1 Cc2 C3 TIA T1B T1AC T2A T2B T2C T3A T3B T3C
12 9,30 9,40 9,50 10,00 9,75 10,00 9,75 9,50 9,50 10,10 10,25 10,10
13 9,00 9,25 9,50 9,45 9,50 9,65 9,00 9,50 9,00 9,65 9,75 9,80
Tabla 5

Promedios de densidad celular (10° cel-mL ) y desviacién estandar de C. vulgaris

Dias TO (Control) T T2 T3
0 1,64 1,73 1,80 1,84
1 1,83 1,80 1,88 1,92
2 2,50 2,00 1,97 2,18
3 2,90 2,50 2,27 2,43
4 3,27 3,12 3,12 3,12
5 4,83 5,15 5,12 5,10
6 5,63 5,72 6,00 6,13
7 7,25 6,68 6,95 6,67
8 8,07 7,48 8,07 8,05
9 8,68 8,40 8,58 8,68
10 9,13 8,93 9,20 9,40
11 9,62 9,93 9,85 10,78
12 9,40 9,92 9,58 10,15
13 9,25 9,50 9,17 9,73

Con los resultados obtenidos, se confirma la hipotesis en el sentido que el

biofertilizante elaborado a partir de residuos icticos incrementara significativamente

la produccion de biomasa de la microalga en condiciones de laboratorio, pues se

ha observado, que, al finalizar el experimento, sus densidades poblacionales

superaron al control, sobre todo el Tratamiento 3 (relacién N-P 20:1) que alcanzé

la maxima densidad poblacional, lo cual coincide con Benavides y Muelas (2023),

quienes al evaluar proporciones de nutrientes en C. vulgaris, determinaron que la

relacion 20:1 es la de mayor efectividad bioldgica frente a las de 15:1y 10:1.
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Figura 14
Crecimiento poblacional de C. vulgaris sometida a diferentes relaciones de

Nitrégeno — Fésforo (N - P) utilizando biol

12

-o- Control (F/2)
10 = N-P10:1
8 N-P 15:1

-+ N-P 20:1

0 T T T T T T T
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Concentracion celular (106 cél/mL)
(o)
1

Nota. Los puntos representan los valores promedio de la densidad celular (10% cél-mL1) y las barras
verticales indican la desviacion estdndar (n = 3). Circulos (6valos) con letras distintas en el Dia 11
denotan diferencias estadisticas significativas segun la prueba de comparacién multiple de Tukey (p
< 0.05). El tratamiento N-P 20:1 (T3) se agrup6 de forma aislada en el grupo superior (a), mientras
que las formulaciones N-P 10:1 (T1), N-P 15:1 (T2) y el Control (TO) mostraron un comportamiento
estadisticamente homogéneo (b).

El retraso inicial de los tratamientos con biol ante el control inorganico responde a
la fase de adaptacidon y reprogramacion metabdlica celular propia de medios
organicos; segun explican Perez-Garcia et al. (2011) y Richmond y Hu (2013), al
consumir al mismo tiempo el carbono organico del biol y el CO:2 del aire, la célula
aprovecha mejor la energia y no la desperdicia en procesos ineficientes como la
fotorrespiracion; esto permite que, una vez adaptada, el cultivo crezca mucho mas

rapido que si estuviera en un medio puramente inorganico.

La viabilidad del uso de descartes de pescado como fuente nitrogenada también ha
sido ratificada por Zare (2018), quien usando nutrientes a base de descartes de
trucha arcoiris logré un crecimiento celular maximo (142,82 x 10* cél-mL") que
duplicé al fertilizante comercial Bayfolan y al medio inorganico (Yashima), y por
Abdulsamad y Varghese (2017), quienes obtuvieron densidades de 2433,89 x 10*
cél-mL" en clorofitas tratadas con ensilados de pescado. Bioldgicamente, este
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comportamiento se debe a que el biofertilizante aporta nitrogeno en formas
organicas simples (como péptidos y aminoacidos libres). Al estar "pre-digeridas”, la
célula las absorbe directamente sin gastar la energia que normalmente requiere
para procesar los nitratos quimicos convencionales (Mufioz-Valencia et al., 2021).
Ademas, el biol contiene aminoacidos especificos como la glicina y el glutamato,
que sirven como materia prima directa para que la microalga fabrique su propia
clorofila de manera mas rapida, acelerando la fotosintesis y la division celular
(Shanthi, Ramasubburayan et al., 2021).

Asimismo, la ligera unién o grumos celulares que se observo en los dias de mayor
crecimiento con el biol se debe a una respuesta natural de Chlorella al estar en un
medio organico (Lurling, 2021). Segun explican Khalatbari et al. (2024), las
proteinas y compuestos propios de este tipo de biofertilizantes funcionan como
floculantes naturales que neutralizan las cargas eléctricas superficiales de las
microalgas; esto hace que dejen de repelerse y comiencen a agruparse por si solas,
lo cual es muy ventajoso en el cultivo porque facilita que las células se asienten en
el fondo, reduciendo notablemente los costos de energia al momento de cosechar

la biomasa.

Con el fin de comprobar que el crecimiento de C. vulgaris se debid estrictamente a
la multiplicacion celular y no a la turbidez propia del biol o a variaciones en el
tamano de las células, se realizé un analisis de regresién lineal. Para ello, en el
laboratorio se evalué primero la densidad mediante conteo directo en camara de
Neubauer e, inmediatamente, se midié la densidad éptica a 680 nm (DOsso),
utilizando como blanco el medio estérii de cada tratamiento para corregir
interferencias por coloracion residual. La correlacion de ambas variables (Figura
15), reveld una asociacion positiva y con alta significancia estadistica (p < 0,05) en
la totalidad de los grupos analizados. Dicha tendencia se ajusté al modelo lineal Y
= aX + b, donde Y expresa la concentracion celular recuento microscopico y X
equivale a los valores de absorbancia registrados. Respecto a los coeficientes de
determinaciéon (R?), estos mostraron un ajuste solido en todos los escenarios,
oscilando entre 0,973 y 0,991; dentro del del cual el grupo Control (TO) exhibi6 el
valor mas alto (R? = 0,991). Estos hallazgos confirman la fiabilidad de la densidad

Optica para estimar la carga celular verdadera, validando que el aumento en la
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absorbancia responde estrictamente a la division celular y no a la influencia de los

componentes organicos del biofertilizante.

Figura 15
Regresién lineal entre la Densidad Optica (680 nm) y el Conteo Celular de Ia

microalga en los diferentes tratamientos
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Este comportamiento coincide con lo reportado por Oliveira et al. (2020), quienes
al cultivar C. wvulgaris con efluentes de la industria pesquera lograron una
correlacion lineal optima entre la DO y el conteo directo, demostrando que un
adecuado blanco espectrofotométrico elimina la interferencia de los residuos de
pescado; asimismo, respalda lo planteado por Ruangsomboon (2012) en matrices
organicas y por Lopez-Parra (2011), quien sostiene que este analisis verifica que la
variacion cinética responde a una verdadera multiplicacion de la poblacion y no a
factores externos, demostrando asi que C. wvulgaris asimilé eficientemente los

nutrientes del biofertilizante para aumentar su poblacién celular.
4.3. MODELAMIENTO CINETICO DEL CRECIMIENTO MEDIANTE GOMPERTZ

Los parametros del modelo matematico de Gompertz modificado, se presentan en
la Tabla 6; distinguiéndose los mejores valores cinéticos para el tratamiento N-P
15:1 (T2), el cual exhibié la mayor tasa relativa de crecimiento (B = 0,590) y la
maxima tasa de crecimiento especifica (u = 0,158 dia™"), seguido por el tratamiento
T3 (B =0,483 yu=0,134-dia"). Por su parte, la constante de asintota o capacidad
de carga (C) se mantuvo en niveles 6ptimos para los regimenes organicos,

alcanzando su punto mas alto en el tratamiento T1 (C = 0,760), seguido en orden
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descendente por el T3y T2, en comparacién con el tratamiento inorganico TO (C =
0,789). La constante de correlacion (R) oscilé entre 0,996 y 0,998 para todas las
formulaciones, lo que demuestra la excelente "bondad de ajuste" y confiabilidad del

modelamiento matematico respecto a los datos reales obtenidos.

Tabla 6
Constantes y Parametros Cinéticos del Modelo de Gompertz (u, B, Tg, M, C, A) en

cultivo de C. vulgaris

B M u A Tg DFE MDP

R (dias) (dias) 10°cél-mL"

Tratamientos C . ; . .
(log) (dias') (dias) (dias') (dias)

0,789 0,398 3,499

Control (f) 0,996 0,116 0,989 10928 2,604 5020 10,23
N-P 101 0760 0473 3934 5997 0432 1820 1,857 2276 4228 9,95
NP5 0727 0590 4047 4498 0158 2353 1776 1,908 37389 9,57
N-P20i1 %793 0483 4097 4995 134 2020 1,841 2247 4137 10,42

Nota: Lectura de constantes y pardmetros cinéticos del modelo de Gompertz: C: Constante asintota
(capacidad de carga); B: Tasa relativa de crecimiento; M: tiempo del punto de inflexién; R2:
Coeficiente de determinacion; p: Tasa de crecimiento especifica; A: Tiempo de adaptacion (fase lag);
n: Namero de generaciones; Tg: Tiempo de generacion; DFE: Duracion de la fase de crecimiento;
MDP: Maxima densidad poblacional experimental (dia 11).

El modelamiento grafico del crecimiento (Figura 16) evidencié claramente las fases
de desarrollo de C. vulgaris. Al realizar el analisis comparativo, se aprecia que el
tiempo de adaptacion o fase de latencia (A) fue de apenas 0,989 dias para el Control
(Figura 16a), mostrando un despegue casi inmediato; sin embargo, en los
tratamientos nutridos con el biofertilizante suplementado con N y P, la fase lag se
prolongé notoriamente, correspondiendo la mayor duracion al tratamiento T2 con
2,353 dias (Figura 16c¢), seguido de T3 con 2,029 dias (Figura 16d) y T1 con 1,820
dias (Figura 16b). En el plano de la aclimatacién celular, dicha prolongacion de la
fase lag refleja el ajuste metabdlico requerido para asimilar carbono organico. Al
migrar de un entorno puramente inorganico hacia una matriz organica compleja, la
poblacion detiene temporalmente la division celular activa a fin de canalizar sus
recursos energéticos iniciales hacia la reconfiguracion de las rutas metabdlicas y la
sintesis de permeasas o proteinas transportadoras especificas (Muioz-Valencia et
al., 2021; Pérez-Garcia et al., 2011; Richmond y Hu, 2013).

Respecto a la fase exponencial, la marcada inclinacion ascendente en la curva del

tratamiento T2 (Figura 16c) expone visualmente una mayor velocidad de
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crecimiento; esta formulacion acorto el tiempo de generacién (Tg) a apenas 1,908
dias, alcanzando la maxima tasa especifica de crecimiento (u = 0,158 dias™) y
logrando un total de 1,776 generaciones (n). En linea con el planteamiento de
Munoz-Valencia et al. (2021), la abundancia de nitrdgeno organico pre-digerido
disponible como compuestos nitrogenados asimilables dentro del biofertilizante
aminora el desgaste energético celular que normalmente exige el transporte y la
reduccion de nutrientes inorganicos tradicionales, dinamizando la canalizacion de

carbono hacia la produccién de biomasa.

Por su parte, el tratamiento T3 demordé mas en registrar su velocidad maxima de
crecimiento, desplazando su curva hacia la derecha hasta situar el punto de
inflexion (M) a los 4,097 dias (Figura 16d). Este desfase responde a que la
poblacion destind las jornadas iniciales a adecuarse al sustrato organico; lejos de
activar una division acelerada, las células enfocaron los recursos energéticos de
partida en inducir hipertrofia celular y acumular clorofila y proteinas. Autores como
Wang, B., Wang, J. et al. (2018) y Lurling (2021) explican que este comportamiento
es normal en microalgas cultivadas con nutrientes organicos complejos, ya que la
poblacién celular prefiere prepararse internamente antes de iniciar la fase de

divisién masiva (citocinesis).

Aparentemente, existiria una contradiccidn entre la mayor produccion de biomasa
algal senalada para el Tratamiento 3 y los parametros cinéticos indicados por el
Modelo de Gompertz que le asigna menor velocidad de crecimiento y mayor tiempo
de generacion, lo cual tendria su explicacién en que mientras el modelo antes
indicado solo analiza la fase exponencial del crecimiento, en la estimacién de la

biomasa se tiene en cuenta todo el proceso productivo.
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Figura 16

Curvas cinéticas de crecimiento celular de C. vulgaris ajustadas al modelo de Gompertz
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software (R2 = 0.996)
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Como resultado, la Maxima Densidad Poblacional medida al dia 11 demostré que
los tratamientos con el biofertilizante lograron un crecimiento muy similar al
fertilizante quimico convencional (TO = 7,010; T1 = 6,998; T2 = 6,981; T3 = 7.018).
Este hallazgo coincide con lo planteado por autores como Zare (2018) y Shanthi,
Ramasubburayan et al. (2021), quienes advierten que usar dosis altas de
fertilizantes organicos puede ser toxico para las microalgas. Sin embargo, en este
estudio, al balancear correctamente la relacion de Nitrégeno y Fosforo (N-P)
afadidos mediante el biol, se evitd que se acumularan compuestos dafinos o
amoniaco libre que pudieran afectar al cultivo. Esta seguridad se confirma con los
reportes de los Anexos 8 y 9, correspondientes a los analisis quimicos y
microbiolégicos, los cuales demuestran que C. vulgaris pudo crecer en un ambiente
limpio y absorber los nutrientes del biol paulatinamente, manteniendo el cultivo sano

a largo plazo.
4.4. CONTENIDO DE CLOROFILA Y PRODUCTIVIDAD

Al concluir el periodo experimental en el dia 13, se determind la clorofila y la
biomasa final para calcular la productividad volumétrica de cada tratamiento. En la
Tabla 7 se detalla la concentracion de clorofila a, b y clorofila total, mientras que en
la Tabla 8 se muestran los valores correspondientes al rendimiento de biomasa
seca Y la productividad volumétrica (rx). Asimismo, el comportamiento comparativo
de estas variables se ilustra graficamente en la Figura 17. (Las lecturas
espectrofotométricas para el calculo de clorofila y la determinacién de la biomasa

seca neta se encuentran detalladas en los Anexos 6y 7).

Tabla 7

Concentracién de Pigmentos: Clorofila a, b y Total (mg-L"")

Tratamiento Clorofila-a (mg-L™") Clorofila-b (mg-L™") Clorofila Total (mg-L™)

Control (TO) 7,4603 + 4,4087 1,4458 + 1,2114 8,9061 + 5,6109
T 5,7638 + 1,4872 0,6853 + 0,2935 6,4491 + 1,7632
T2 6,4672 +1,4215 0,9320 + 0,2716 7,3993 + 1,6851
T3 9,2531 + 3,5882 1,6744 £ 0,9665 10,9274 + 4,5473

60



TABLA 8

Rendimiento Gravimétrico: Biomasa Final (g-L") y Productividad r, (g-L""-d"")

Tratamiento Biomasa Final X;(g-L"') Productividad rx(g.L"-d")

Control (T0) 0,6193 + 0,0319 0.0387 + 0,0020
™ 0,6267 + 0,0427 0.0392 + 0,0027
T2 0,6407 + 0,0186 0.0400 = 0,0012
T3 0,6560 + 0,0461 0.0410 = 0,0029
Figura 17

Analisis comparativo de Clorofila y Productividad Biotecnolégica

. 0.06 — 20
= 0

~ -15 2

2 0.044 = .

X 5 E= Productividad rX(g.Lt.d?)
o - 10 & '

S g B Clorofila Total (mg/L)
>

=5 0.024 =

s -5 «33

° —

e —~

a

0.00- ~-0

Control (F/2)N-P 10:1 N-P 15:1 N-P 20:1

Tratamientos

Nota. Efecto de las diferentes relaciones N-P del biol sobre la productividad volumétrica rx (g-L".d"")
y la concentracién de clorofila total (mg-L') en C. vulgaris. Las barras representan la media *
desviacién estandar (n=3).

El tratamiento T3 alcanzé la maxima concentracion de clorofila total con 10,9274
mg-L-'. Este resultado, superior al control (T0), sugiere que la proporcion de
nitrogeno optimizada ayudd a que la microalga aproveche mejor los componentes
organicos del biol (como el glutamato), mejorando directamente la estructura de su
aparato fotosintético (Shanthi, Premalata et al., 2021). Este incremento en los
pigmentos se respalda con los calculos de las ecuaciones de Ritchie (Anexo 6).
Esta alta disponibilidad de nutrientes se fundamenta en el perfil quimico del

biofertilizante, cuyos valores de macronutrientes se detallan en el Anexo 8.
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La acumulacion de pigmentos fotosintéticos bajo el régimen T3 coincide con lo
observado por Abdulsamad y Varghese (2017), quienes reportaron que los
biofertilizantes a base de pescado estimulan directamente la produccion de clorofila
en microalgas. Esta optimizacion en la sintesis de clorofila para C. vulgaris explica
la biomasa final promedio alcanzada en el tratamiento T3 (0,6560 + 0,0461 g-L") y
su respectiva productividad volumétrica de 0,0410 + 0,0029 g-L'-d", valores que
superaron al control (TO) y a los demas tratamientos (Tabla 8). Estos datos se
encuentran detallados de forma minuciosa en el Anexo 7. Si bien estos resultados
concuerdan con los autores citados, en relacion a que el biol de pescado aporta
macro y micronutrientes complejos que estimulan el crecimiento celular en
clordfitas, los hallazgos de la presente investigacion difieren significativamente en
la estrategia de dosificacién; ya que mientras ellos aplicaron porcentajes
volumeétricos fijos (al 9% y 12%) en cultivos de S. quadricauda donde el suministro
de nutrientes depende estrictamente de la dilucion, en esta investigacion se
demuestra que regular con exactitud la relacién estequiométrica N:P optimiza el
acoplamiento nutricional de la célula (Klausmeier et al., 2004), lo que permite
asimilar los nutrientes del biol de pescado de forma gradual y segura, sosteniendo

una alta productividad.
4.5. ANALISIS DE CORRELACION

El analisis de correlacion, realizado en el software Minitab, demostré que la
cantidad de pigmentos, la velocidad de crecimiento segun el modelo de Gompertz
y el peso de la biomasa de C. vulgaris, estan estrechamente relacionados entre si
(Figura 18). Esto comprueba que, al balancear los nutrientes del biofertilizante, no
solo se acelera la division celular, sino que también se mejora la fotosintesis y el

rendimiento final del cultivo.

En cuanto a la Clorofila a, esta variable presentd una relacion positiva muy fuerte
con la Clorofila b (r = 0,96) y una relacion positiva moderada con la Biomasa final (r
= 0,63). Esto demuestra que los nutrientes del biol de pescado fueron asimilados
de forma saludable por la microalga sin causarle estrés por exceso de luz,
ayudando en cambio a desarrollar mejor las antenas que captan la energia luminica

en la célula. El valor de r = 0,63 confirma directamente que, a mayor cantidad de
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clorofila, la microalga fija mas carbono mediante la fotosintesis y, por lo tanto,
produce mas biomasa, lo que coincide con lo reportado por Shanthi, Premalata et

al. (2021) para hidrolizados pesqueros.

Figura 18

Mapa de Calor de variables cinéticas, morfométricas y fisiolégicas

Tg
Correlacian
Pearson

n | = R |

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.

r“‘..ll DP -
g 0.53

Bicomasa
Clorofila b

Clorofila a

Nota. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) calculados para las variables analizadas en el
cultivo de C. vulgaris. Tg: tiempo de generacion, n: nimero de generaciones, B: tasa relativa de
crecimiento, MDP: maxima densidad poblacional.

Respecto a la Biomasa, el peso seco final mostrd una relacién positiva con la tasa
relativa de crecimiento (B, r = 0,53), pero tuvo una relacién negativa moderada con
la Maxima Densidad Poblacional (MDP, r = -0,63), el numero de generaciones (n, r
=-0,62) y el tiempo de generacion (Tg, r = -0,57). Esto significa que la acumulacién
de peso responde bien a la velocidad inicial con la que crece el cultivo (B); sin
embargo, a medida que el fotobiorreactor se llena de células (MDP) y aumentan las
generaciones, el peso tiende a estabilizarse debido al autosombreado, donde las
mismas microalgas se tapan la luz entre si conforme la densidad aumenta. Dicha

tendencia se alinea con las observaciones de Acién et al. (2012), quienes sostienen
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que la rapida densificacion celular dentro de sistemas cerrados levanta un bloqueo
optico que frena la penetracion de la luz; este fendmeno disminuye el rendimiento
fotosintético a nivel individual de las células, lo que termina por estancar el acopio

neto de biomasa gravimétrica.

Finalmente, se detectd una correlacion inversa perfecta entre la tasa relativa de
crecimiento (B) y el Tiempo de generacion (Tg, r = -0,99) y el Numero de
generaciones (n, r =-0,99). Por otro lado, la MDP tuvo una relacion positiva perfecta
con el numero de generaciones (n, r = 1,00) y el Tiempo de generacién (Tg, r =
1,00). Este comportamiento demuestra que el modelo matematico de Gompertz
modificado calza de forma exacta en la presente investigacion. Estos resultados
nos indican que cuando se usa una dosis equilibrada, como la relacion
estequiométrica N-P 20:1 (T3), las células se dividen mucho mas rapido y duplican
su poblacion en menos tiempo (Tg). Ademas, se confirma que una liberacién
gradual y segura de los nutrientes del biol permite que el cultivo se mantenga
estable por mas tiempo, logre dar mas generaciones totales y alcance densidades
finales muy altas sin que el cultivo colapse prematuramente (Klausmeier et al.,
2004; Wang, L. et al., 2018).
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V. CONCLUSIONES

. El biofertilizante elaborado a partir de residuos de pescado influye positivamente
en el crecimiento poblacional y la acumulacion de biomasa de C. vulgaris, siendo

mejor en el balance nutricional de la relacién éptima N-P 20:1.

. La produccién de clorofila total y la productividad de C. vulgaris fue influenciada

positivamente por el biofertilizante, presentandose mejor en la relacion N-P 20:1.

. La cantidad de clorofila, la velocidad del crecimiento y la biomasa de C. vulgaris,

guardaron una estrecha correlacion.

. La caracterizacion fisicoquimica del biofertilizante obtenido a partir de residuos
de pescado demostré que posee una alta concentracidon de macronutrientes y
raciones nitrogenadas organicas pre-digeridas, compuestos que actuan como

inductores metabdlicos para el crecimiento de C. vulgatris.

. El biofertilizante optimizado en relacién N-P 20:1 superé al medio convencional
Guillard f, tanto en el rendimiento gravimétrico de biomasa seca como en la

concentracion final de clorofila.
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VI. RECOMENDACION

1. Experimentar el cultivo de C. vulgaris utilizando el biofertilizante de residuos de

pescado utilizando relaciones estequiométricas de N-P superiores a 20:1.

2. Desarrollar investigaciones complementarias que determinen el perfil analitico
detallado de los aminoacidos del biol de pescado y evaluen su efecto directo

sobre la estimulacion y rendimiento de los pigmentos fotosintéticos.
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ANEXOS

Anexo 1 Gréfico de normalidad y prueba de igualdad de varianza del inicio de

cultivo de C. vulgaris

Prueba de igualdad de varianzas: Numero de celulas vs. repeticiones
Multiples intervalos de comparacién para la desviacion estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
Valorp 0.261

- Prueba de Levene
Valorp 0.499
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.
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Nota: El numero de células iniciales de D. salina en las repeticiones de los diferentes
tratamientos, presentaron una distribuciéon normal (p>0,05) y homogeneidad de varianzas
(p>0,05) (Anexo 1), mostrando homogeneidad inicial de los valores.
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Anexo 2 Resultados del andlisis de Varianza para determinar las diferencias
significativas entre las repeticiones de cada tratamiento para la densidad celular de
C. vulgaris bajo diferentes regimenes nutricionales

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  Valor F Valor p
Repeticiones 2 1,36611E+11 68305288462 0.01 0,992
Error 1563 1,38774E+15  9,07019E+12

Total 155  1.38788E+15

Anexo 3 Analisis de varianza para determinar el efecto de los tratamientos, tiempo
y su interaccion de ambas variables sobre el crecimiento de C. vulgaris bajo

diferentes regimenes nutricionales

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valor p
Tratamiento 3 1,34551E+12 4,48504E+11 23,37 0,000
Dias 12 1,37806E+15 1,14839E+14  5982,83 0,000
Tratamiento*Dias 36 6,46949E+12 1,79708E+11 9,36 0,000
Error 104 1,99625E+12 19194711538
Total 155 1,38788E+15

Anexo 4 Densidad Optica (Absorbancia) diaria de C. vulgaris por tratamiento y

réplica

Tiempo  Control (T0) N-P 10:1 (T1) N-P 15:1 (T2) N-P 20:1 (T3)

Das C1 C2 C3 TIA TIB TIAC T2A T2B T3C T3A T3B T3C
0,192 0,185 0,187 0,191 0,195 0,199 0,198 0,194 0,190 0,194 0,189 0,203
0,268 0,267 0,249 0,244 0,237 0,266 0,280 0,253 0,266 0,274 0,278 0,270
0,271 0,266 0,291 0,257 0,268 0,274 0,258 0,241 0,255 0,248 0,260 0,259
0,373 0,325 0,379 0,287 0,292 0,300 0,290 0,290 0,279 0,374 0,368 0,369
0,455 0,434 0,465 0,480 0,532 0,513 0,499 0,505 0,496 0,520 0,518 0,522
0,620 0,630 0,600 0,590 0,595 0,592 0,591 0,597 0,592 0,560 0,565 0,560
0,720 0,720 0,700 0,690 0,700 0,700 0,690 0,690 0,700 0,670 0,680 0,670
0,821 0,810 0,815 0,790 0,795 0,798 0,790 0,780 0,785 0,789 0,790 0,790
0,916 1,044 0,873 0,946 1,041 0,949 0,900 0,950 0,950 1,010 1,008 1,012
0,942 1,096 0,931 1,032 1,144 0,977 0,998 0,990 0,966 1,105 1,100 1,110
1,098 1,145 0,964 1,081 1,202 1,051 1,098 1,069 1,077 1,200 1,205 1,195
1,099 1,195 1,082 1,255 1,262 1,254 1,182 1,171 1,178 1,285 1,280 1,290

1,085 1,200 1,122 1,234 1,235 1,209 1,232 1,224 1,122 1,298 1,300 1,296
1,098 1,220 1,065 1,206 1,222 1,210 1,238 1,239 1,125 1,310 1,305 1,315
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Anexo 5 Promedios de Densidad Optica (Absorbancia) de C. vulgaris por

tratamiento
Dias Control N-P 10:1 N-P 15:1 N-P 20:1

(T0) (T1) (T2) (T3)
0 0,188 0,195 0,194 0,195
1 0,261 0,249 0,266 0,274
2 0,276 0,266 0,251 0,256
3 0,359 0,293 0,286 0,370
4 0,451 0,508 0,500 0,520
5 0,617 0,592 0,593 0,562
6 0,713 0,697 0,693 0,673
7 0,815 0,794 0,785 0,790
8 0,944 0,979 0,933 1,010
9 0,990 1,051 0,985 1,105
10 1,069 1,111 1,081 1,200
11 1,125 1,257 1,177 1,285
12 1,136 1,226 1,193 1,298
13 1,128 1,213 1,201 1,310

Anexo 6 Lecturas espectrofotométricas y concentraciones de clorofila calculadas

mediante ecuaciones de Ritchie

Tratamiento Rep. Abs 664 Abs 647 Abs 750 nm Chl-a Chli-b Chl Total
nm (Chl-a) nm (Chl-b) (Turbidez) (mg-L') (mg-L') (mg-L")

C1 0,702 0,247 0,000 793832  1,38255  9,32087

C‘(’{‘S';” C2 0,249 0,077 0,000 2,83207  0,26724  3,09931
C3 1,031 0,394 0,000 11,61059  2,68749  14,29808

T1A 0,619 0,200 0,001 7,01684  0,82923  7,84607

N'PT1°=1 T1B 0,546 0,185 0,003 6,15427  0,87897  7,03324
(™) T1C 0,364 0,112 0,002 412030  0,34764  4,46794
T2A 0,471 0,165 0,010 522415  0,75642 598057

N':’T;;‘“ T2B 0,712 0,246 0,004 8,01712  1,24482  9,26194
T2C 0,545 0,180 0,002 6,16043  0,79485  6,95528

T3A 0,496 0,162 0,006 556626  0,61998  6,18624
N':’Tg‘)’” T3B 1,130 0,413 0,002 12,73386 251829 1525215
T3C 0,840 0,308 0,002 9,45906  1,88484  11,34390
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Anexo 7 Registro y determinacion de biomasa seca neta de C. vulgaris

Peso Placa Peso Placa Biomasa neta (g)

Tratamiento Rep. Vacia + Biomasa (g) (Volumen 50ml) Xi(g'L7)
Control C1 38,8890 38,9218 0,0328 0,6560
(T0) c2 38,6141 38,6443 0,0302 0,6040
c3 38,6847 38,7146 0,0299 0,5980
N-P 10:1 T1A 36,9057 36,9358 0,0301 0,6020
(T1) T1B 38,8324 38,8662 0,0338 0,6760
T1C 39,6480 39,6781 0,0301 0,6020
_ T2A 37,3179 37,3495 0,0316 0,6320
N"(:ng T2B 37,4916 37,5247 0,0331 0,6620
T2C 36,6672 36,6986 0,0314 0,6280
N-P 10:1 T3A 38,1270 38,1590 0,0320 0,6400
(T1) T3B 38,9746 39,0100 0,0354 0,7080
T3C 38,5917 38,6227 0,0310 0,6200
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Anexo 8 Composicion fisicoquimica y nutricional del Biol empleado como fuente organica

o LABORATORIO AGRICOLA

‘ YSA Anaalisis de suelos y aguas
- CYSAG EIRL
LABORATORIO AGRICOLA B RUC: 2080187488

INFORME DE LABORATORIO CYSAG N°_048-2026
Meétodos de analisis: Segun DS N° 013-2010 AG

Solicitud de analisis N° : 048-2026 Cultivo / Proyecto .

Solicitante : EDUAR SALDIVAR Fundo, Predio, Coordenadas, Area.

Procedencia de la Mueslra I LAMBAYEQUE Fecha de recepcion de mueslras.

Tipo de analisis I Analisis nutricional Fecha de reporte de resultados.
MUESTRA DE BIOL

Resultados de analisis

Parametro Unidad | Resultado
pH (medicion directa) -- 3.96
CE (medicion directa) ds/m 19.97
Nitrogeno total (N) % 1.38
Fosforo total (P20s) % 0.86
Potasio total (K20) % 1.82
Calcio total (CaO) % 0.86
Magnesio total (MgO) % 0.45

< D )
== F—
NG AGRGN. ROBO FASACHE CHAFORAN
e a7

G CIP N 132

Laboratorio Agricole B

Mz “L". Lote 7. P.J. Miguel Grau-Pimentel-Chiclayo / cysaglabl4@gmall.com / 941882746
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Anexo 9 Analisis microbiolégicos de control de calidad e inocuidad del Biol

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE PARASITOLOGIA CLINICA

INFORME DEL ENSAYO

I

DATOS GENERALES

]

Nombre del Solicitante : Blgo. José Eduar Saldivar Vallejos
Tipo de Analisis : MICROBIOLOGICO

[}

IL DATOS DE LA MUESTRA

0 Producto : BIOL

0 Muestra : 01 frasco de 250 ml de agua
(Muestra colectada por el solicitante).

0 Fechade Muestreo : 12 de marzo del 2026

IIl. ANALISIS REALIZADOS:
Determinacion de Coliformes Totales
Determinacion de Coliformes Termotolerantes

Determinacion de Escherichia coli

0

0

0

0 Determinacion de Salmonella sp.

0 Determinacion de Clostridium sulfitos reductores reductores
0 Recuento de mohos y levaduras

0

Bacterias acidas lacticas (BAL)

IV.  DOCUMENTOS NORMATIVOS

0 Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para Agua — Anexo 1 — Categoria
4: Conservacion del Ambiente acuéatico — D.S.002-2008-MINAN.

0 Ingram, D. T., & Millner, P. D. (2007). Factors affecting compost tea as a
potential source of Escherichia coli and Salmonella on fresh produce. Journal of
Food Protection, 70(4), 828-834.
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0 The Compost Foundation. (2002). Test Methods for the Examination of

Composting and Compost (TMECC). The Composting Council Research and

Education Foundation.

0 Gomez-Brandon, M., Probst, M., & Insam, H. (2024). Microbiological quality

control during composting and its application in agriculture. Sustainability,

17(9), 4169.

V. RESULTADOS

Parametro Unidad Valor. Resultado Interpretacion
referencial
Coliformes totales UFC/mL <1x10° 52 x10? Deentio d'el. Tt
permitido
.Cohfon?les UFC/ml <1x10 35 % 10! Cumple criterio de
termotolerantes inocuidad
Escherichia coli UFC/mL <10 2 Nivel bajo, aceptable
Salmonella sp. Presenciai2s Ausencia Ausencia . .APt(.)
mL microbiolégicamente
Clostridium sulfitos UFC/mL <1x10 4.0 % 10" Dentro de rango
reductores aceptable
3 _
Mohos y levaduras UFC/mL 110 _ L 2.8 x100 Normal o
100 fermentacion
Bacterias acido 1x1031 x _ Optima actividad
lacticas (BAL) UFC/ml, 100 0. 10K fermentativa
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