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RESUMEN

Se realizd un cultivo experimental con el crustaceo anostraco Artem/a
franciscana teniendo como unica variable independiente a la a2limentacion.
En el grupo control se utllizé como alimento al alga prasinoficea
Tetrase/mss suecfcz cultivada en un medio compuesto de reactivos
quimicos de grado analitico. En el grupo experimental se utilizé como
atimento a 1a misma 2lga, cultivada en un medio enriquecido con un extracto
producido por 13 digestion aerdbica de estiércol de gallina. La sobrevivencia
y crecimiento, por lo tanto el rendimiento, en los dos sistemas de cultivo,
no difirid significativamente {p > 0.05). E! uso de desechos organicos en
sistemas de cultivo acuaticos para contrarrestar la eutroficacion, es
discuttido.

ABSTRACT

The anostracan crustacean Arfennz franciscana weas cultured under
controlled conditions. It was fed on the prasinophycean algae 7eafraseinis
syeclca which was produced In 3 media fertilized elther with 2nalytical
grade fnorganic salts (the control group) or with an extract obtained from an
aerobic fermentation of chicken manure. Survival, size increase, and growth
efficiency were found to be the same in both groups {p > 0.05). Adventageous
use of manures via aquaculture systems as a means of avoiding
environmental eutrophication is discused.

" ResumensAbsirset 774



CAPITULO 1
INTRODUCCION

L as grandes cantidades de desechos gue se producen en las modernas
Dioindustrias tales comp las gran)as de aves 0 de Cergos causan serios
probiemas ambientales porque generatmente son iiberados de una forma
incontrolada. La generalizacion de esta practica puede ser explicada ya sea
por la falta de una legislacién que norme estas actividades o por ia falta de
rigor en e} momento de aplicaria, en caso de axistir. Desds un punto de vista
ecolbgico estos desechos son la energia no asimilada por los consumidores y
constituyen junto can las pérdidas en Torma de calor, aproximadamente de
80 a 80 % de ia energia potencial que originalmente entrd al nivel tréfico
(Odum, 1972). Nétese aqui et bajo nivel en 1a eficiencia de captacién ge
energia; ésto aunado 3 ia manera sistematica en que 10S desechas son

producidos, explica claramente el porqué de su acurmulacion y de su impacto
ambiental.

El valor energético de los desechos animailes ha sido verificado
repetidamente, desde antafio utilizadolos como excelentes fertilizantes
agricolas en 1a produccion de granos, legumbres vy frutos. Recientemente se
ha estado estudiange 13 posipiNigad Qe recunerar esla energia reciclango el
material a traveés de la proguccion de protetna antmal, deptae a 1as

necesidades mundiales que hay de ésta ast como a la urgencia de proteger
nuestro medio ambiente.

Una forma practica de reciciar 105 nutrientes contenidos en estos
desechos, es a través de un productor primario. Con técnicas de
fermentacion, es posible mineralizar 105 desechos animales para que puedan
ser aprovechados como nutrientes por espectes vegetales altamente
proquctivas y posteriormente esta biomasa ser ofrecida como alimento a
herbivoros. De esta forma 1a energia inicialmente no captada, puede
utilizarse para formar un producto capaz de amortiguar las pérdidas

ehergéticas y al mismo tiempo reducir 12 cantidad de desechos arrojadas al
medio,

El reciclamiento de los nutrientes contenidos en productos de desecho,

para producir proteinas de origen vegetal y animal por via de cagenas

Introgueeiin Pag 7



alimenticias acuaticas controtadss, éste es, por medic de técnicas de
acuacuitura, ofrece perspectivas gromeledoras e interesantes,

El objetivo de estie irebajo es cultivar el crustaceo anostraco S/7amie
fronciscena Ketlog, utilizando como recurso alimenticio al alga unicelular
pracinoficea 7etresalmis suecice (Kylin} Builcher, producida esta (ltima a
partir de un medio de cultivo obtenido por la digestidn aerdbice de estiércol
de gallina.

Iy
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CAPITULO 2
REVISION BIBLIOGRAFICA

£l culliva de zooplancton gue normaimente consliluye el alimento
natural de larvas de peces y crustéceos es comerciaimente Incosteable y
téenicamente dificil de reslizar (Girin g Person-lLe Ruyet, 1877, a»
Sorgeloos, 1980). Un adelento muy significativo en acuaculiura se hizo por
Seate (1933} y por Rollefsen {1939} a1 descubrir que las larvas nauplio de
Artemis constiyen un buen alimento psra lervas de peces racién hscidas.
Se hs encontrado que Arlamis puede ser utilizeds como glimento por un
grupo muy diverse de orgenismos como: foraminiferos, celenterados,
pistelmintos, poliquelos, catlamares, inseclos y une gran variedad de
crusiaceos y peces, tanlo marinos como dulceacuicolas {Sorgeloos, 1980).
En su tratade sobre cultive de organismos marinos, Kinng (1977) indica que
méas del 85 & de los animales mearinas cultivados hen sido de uns u otra
forma alimentados con Arem/s La venlajs de utilizar dr-femie como
aliments es que se comienza a partir de un producio aparentememte inerte
congcido como “quisles de Ar7emige © los cuales son embriones en estado
latente. Estos son comerciaimente disponibles y pueden ser alimacenados por
ofios, requiriendo tan solo ser incubados por 24 horas en agua de mer para
producir larvas tibres nadadoras (Sorgeloos, 1980).

En la mayoria de los casos 1a Jdrtemis es utilizads en su estadin de
"nauplio” recién eclosionado. Sin embarge ha side reportado gue preadultos
son mejor slimento que 1os nauplios para sigunos predadores (Kelly &f 8/,
1977, ar Sorgeloos, 1930). Este tipo de splicaciones muchas veces es
Yimitado por el hechao de que deben ser cuitivades durante algunos dias y ia
mayoris de 1as técnicas descritas tienen apliceciones limitadas debids & 1a
complejidad de 16 técnice, a l1a disponibilidad Yimitads o a1 gran precio del

alimento utilizedo (Dobbeleir &7 &/. 1978, Bossuyt y Sorgeloos, 1980, a7
Sorgelaos, 1980).

burente las Gltimas décadas se ha dado mucha atencidn al desarrollo de
tratemiento de aguas de desecho inlegrade a la acuacultura (Wsirath y
Netter, 1976). Psralelamente & la reulilizacion de aguas de desecho
domésticas tenlo para sistermas scuicolos mearinos como duicescuicolss
(Ryther &f &/, 1972; Shelef o¢ &/, 1876; Allen y Carpenter, 1977; Oswald

Revisidn Brbiiagrétics



el &1, 1977) el reciclaje y valaracién de aguas de desecho de origen animal
cemo estliércoles estd genendo interés (Schoroender y Hepher, 1976,
wWaygood, 1976, De Paw y De Leenheer, 1977, Lincoln &¢ &/. 1977, De Paw
el 57, 1978, Maddox ef &/. 1978, Nugent, 1978, &7 De Paw &7 &/, 1978).
La principal motivacidn pars estos procedimientos es la acumulacidn de
grandes cantidades de gstiércol que causan severos problemas smbientales,
urgiéndose una solucion (Q°'Callaghan & &/, 1973). Actualmente en muchos
laboretorios se investiga sobre el cultivo de microgligas tento marinas como
dulceacuicotas en medios de cultivo a base de estiércoles; estas algas
pueden ser utilizedas como alimento para muchos animales que se nutren por
filtracién tales como pequefios crustacess y moluscos (De Paw &/ &/,
1980). Aqui en México no ha sido la excepcion, pues recientemente se ha
reportado sobre la produccion de microslgas maerinas, utilizando como
precursor del medio de cultivo, excretes de animales tratadas (Paniagua &f
&2, 1987). La faclibilidad de cuttivar s/7em/e utilizando microalgas como
alimento he sido verificada recientemente por verios investigadores
{Jchnson, 1980; Milligan & &/, 1980; Nimura, 1980; Tobias &/ &/, 1980).
Asi mismao el uso integrado de fitoplancton y dr2emie en el tratamiento de
aguas de desecho urbano, es un precedimienta prometedor {(McShan &/ &/,
1974).

En base 8 estos antecedentes, el objelivo de este trabajo es demostrar
la factibilidad de utilizar estiércol de gallina en e produccidn de biomasa
de Sriemis. utilizendo como intermediario 8l alga unicelular 7elrase/mis
suecics.

Revision Bibliogritics . o Fig. &



CAPITULO 3
MATERIALES ¥ METODOS

Todo el {rabsjo fué realizade enles insislacicnes y con el equipo det

Laboratoria de Clencias Marihas de 1 Universided Auldnoma de Guadalajara,
en Barra de Navidad Jal., México.

3.t DISEND ¥ CONSTRUCCION DE LA UNIDAD DE FERMENT ACION

Le unidad de fermentacidn que se ulilizd, fud una adaptacidén del disefio
dgesarrolisdo por ¢l Dr. Alberto Abreu del LCML-UH.AM., dentro del proyecta
COMACYT-U.H.ANM. PCECBHA-030216 "Estudio integrel del aptrovechsmienio

de la Artemfe en la acuiciiiura” y tisne 1a8s siguientes caracteristicas (ver
figura 3.1).

Consiste en un par de cubetas plasticas da 20 1 de capacidad cada uns,
con las siguenies dimensiones: 27.5 cm de didmetro y 33.5 cm de alturs. Uno
de estos recipientes esiaba 1lens hesta s mitad con piedra velcanica muy
porose, granuisda aun tamaio medio de 5 cm de didmetro. La finalidad de
la piedra fug, ser un sustrato de emplia superficie de contaclo para ia
fijacidn de una comunidad microbians gue posteriormente se encargars de la
degradacion y mineralzacién de 18 materia orgénica y constituye
propiamente, 16 “cama o camara de degradacion”. Este recipiente tleva en su
parte inferier un tubo de PVYC de una pulgada de didmetre (tubo conector
inferior} que desemboca en el costadoe superior del otro recipiente, 1a
“cimara de retencién”, cuya finalidad entre otras es recibir continuamente
el licor que ha pasado por lo camara de degradacion. Justsmente del lado
conitrario & donge desemboca ] tubo coneclor srriba referido, sale oiro tubo
de similares caracieristicas, que vierte en la parle lalersai superior de la
camaro de degrodacion (lubo copeclor superior); de este forma el liquido
“dentra del sislema puede ser indefinidamente recirculade medianie un

bornbeo de aire-agua (det inglés: "air-11ft pump”). Este sistema de bombec se
basn en el principic de gue la mezcla agus-aire, relativamente de menor
tlensidad, es impulssda hacia arribe en une columne de agua. Para la
instouracidn de este sislema de bombeo se introdujo una menguera de
plastico de S mm de diomeiro dentro del tubo coneclor inferior coms se
aprecia en Ja figura 3.1. E} extremo de esta manguera se seild con cator y asi

Malerizles i MEOFS g 5



mismo se le practicaron maltiples perforaciones de | mm de diadmetro
aproximadamente, con una aguje de diseccidn caliente. De esta forme, al
inyectar aire por la manguera, éste era disipado en diminutas burbujas
dentro del tubo conector lieno de liquide, disminuyendose asi la densidad de
este Ultimo. A continuacidn se produce un escenso del 1iquido menos denso y
un flujo correspondiente de la camara de degradacidn hacia la cémare de
relencidn. Finalmente, el ciclo es cerredo cusndd un volumen de igugl
magnitud al que fué agregado e 1a camara de retencidn, es trasmitido a la
camara de degradacidn mediante el Lubo conecior superior.

burtu byl
Jas it —

15 g | tubo conector

T 1 superior
n, oty
sustrato
o rocoso
1; | g -4
chmara de retencion e i
] cumarade
degradacidn

tubo conector inferior

Figura 3.1 Las partes del digestor. No s escala.

En el fondo de la cémore de degradacién se colocé une malla de
plastico de | mm de aberiura para eviter el paso de material sélido hecia
los tubos cenectores y causar un posterior colapsc en el sistema. Asi
mismo, denlro de 1o camara de retenciGgn, donde posteriorments se introdujo
lamezcla de agus y estiércol de galling, se instald un sistema de filtracidn
con las siguientes caracteristicas (figurs 3.1} se formé un cilindro con
malla de plastico de 1 mm de abertura, pera lo cual se utilizé un lubo de
PVC de 4 pulgodes de didgmelro y de 15 cm de elturo, como molde y
gstructura. A este tubo de PVC se le practicaron multiples orificios de tal
menera que el Yiquido pudiera circular libremenie a través de la masllg

Materisles y Metocas £z,
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recubridora, sin encontrar obstaculo en la estructura de PVC, Los exiremos
de este cilindro fueron clausurados con tapas de plastico. A 1a tapa superior
se le practicd un orificio donde fué instalado un tubo conector con forma de
T 4 de moterial plastico de 1 pulgada de didmetro, de modo tal que uno de
sus extremos apuntara hacia arriba y el resisnte extremo, con direccion
horizontal acoplara con el tubo conector superior, obtigndose asi a que el

lquido que pase de la cémara de retencidn hacia 1a cAmara de degradecion,
lo haga a través det filtro cilindrico.

En la perte inferior det f{ltro fué colocedo un sistema de "aereacidn en
collar®, consistente en und manguera periférica de t0 mm de didmetro, 8 la
cual se ie hicieron perforaciones muiltiples de aproximadamente 1 mm. La
finalided de dicho sistema es, de que al introducir eire a través de &}, sea
originade una cortina ¢¢ burbujes, con e1 doble propdsito de mantener
constantemente en suspencién y bajo condiciones aerdbicas a ta mezcla
agua-estiércol y al mismo tiempo, crear un flujo de liquido sobre las
paredes del filtro, evitandose de esta manera que ésie se tape por las
particuias que tienden e adherirse a él.

En caso de notarse un descenso significative en el fiujo causado por ia
obstruccion del filtro, éste era retirado momentaneamente pars Wmpiarse.
St et f1ltro se colapsara y ésto fuera inadvertido, ! nivel del liquido dentro
de 1a cémara de retencion subiria hasta aicanzar &) nivel de rebosamiento
eslablecido por el orificio libre del conector T sobre el filtro. Si ésto
llegara a suceder, fluirie hacia ta cdémara de degradacién mezcla de agua y
estiércol  sin filtrar. Por ésto, se instald dentro de la cémers de
degradecidn una malla similer a te ulilizada para la fabricecidn de) filtro
de la cmera de retencion con el fin de seperar las particulas mayores a 1
mm que debian ser relenidas en la olra camera. E} flujo del liquido deniro
del sistema era determinado midiendo el tiampe necesario pars que un

" yolumen establecido pasara de una cémera a la otra. En 1a praclica eésto se
hacla introduciendo un vaso de precipitadas de 250 mi dentro de Ia cdmara
de degradacidn, captando el liquido vertido por el tubo coneclor superior y
midiendo el tiempo necesario para que el vaso se llenara,

Los dos récipientes gue forman el digestor, esteban tapados
herméticamente habiendo solamente un orificio en la parte centrai de cada

riferisies y FETpobs . 7



tapa. El orificio de la cdmars de retencidn llevaba un conector de plastico al
que se le acopld una manguera de | pulgada de didmetro que desembocaba
en el Lubo conector superior mediante una unidn tipo tipo T de plastico. La
finalidad de ésto fu®, en primer término, Yibersr la presidn inducida en la
camara de retencion por el aire que se inyectaba al sistema y al gas que se
generabs por la descomposicién de la materia orgénica. La segunda funcidn
del tubo respirador fué eliminar 18 estabilidad de s espuma que se genera
por la conslante mezcla y sgitacign de los compuestos fundementales del
estiércol con el agua y el aire bombeado continuamente para que ésta se
reintegre al sistema en forma liquida, ya que es rica en compuestos
organicos. En caso de que ésto no fuera suficiente, la espuma seria
impulsada hacia el tubo conector superior donde normalmente habia un flujo
constante de l{guido, favoreciendose asi su redisclucidn; adn si ésto no
fuera suficiente, la espuma serias vertida a la cémara de degradacidn,

proporciondndose asi, més tiempo y oportunidad para que 1a espuma perdiera
su estabilidad.

Ls tape de la camars de degradacidn poseia en su parte central un
orificio al que se conectd un tubo de PYC de | pulgads de didmetro y de 20
cm de longitud con un codo en su extremo. Este tubo constituie el
respiradero general del digestor por donde se evacuaba todo el gas, Lanto el
ingeclado como el generado en el sistema,

Como se aprecia en la fotograefia 3.1, en la parte central del tubo
conector inferior, se intercald una coneccidn T y en el extremo libre de ésts,
se inslald una llave de pase de PVYC con la doble finalidad de poder tomar
muestras del liguido o de evacuar 1a cdmeare de degradacion; asi mismo, en
la parie lateral inferfor de la cémara de reiencidn se instald una llave
similar con el objeto de poder evacuar esta camars cuando fuera requerido

como a! finel de algun periodo de digestion. EY digesior se montd sobre una
esiructure de madera.

La fuente de sereacidn para el sistems consistio en upa lurbina
aereadora marca Rotron® modelo DR404, la cual proporciond el aire
suficiente para mantener funcionandc el sistema sin interrupcion. E
digestor se mantuvo al exterior donde las wvariaciones diarias de
temperatura fueron registrades con un termometro Kahisico® de maximas y

Malerisles y MNelodas Fig. 8



minimas.

)

Fotografia 3.1. El digestor

Pera la insteuracién de la comunidad microbiana, el digestor fué
cargado con agua de mar "sucia” oblenida de un acuario del Laboratorio de
Cienciss Marinas, cuyo Tiliro bioldgico (sessy Spotte,1979), ya hablae sido
instauredo previamente. Ademas, se le agregf estiércol de gellina 8 una
proporcién de 10 g1"! pera acondicionar a la comunidad bsclerisna a la
meteria que se deses degrader. Esla es una practica comin en la,
instauracion de un filtro bioldgico, tambien 1lemade preactivacidn (Keiser y
Wheaton, 1983).

El estiércol utilizedo pare la realizacién de esta investigacién, fué
adquirido de una granja comercial en donde se engordan polios de la
variedad Hubbart a 1os cuales se les proporciona alimento del tipo “pellet”,
producido por Le Hacienda, S.A. de C.V. Al término de! periodo de engorde (8
semsanas), el sustrato de virulte donde los animeies depositen el

Malerisles y MElodas



excremento, es rernovido y Se acondiciona uno nuevo. Este material
impregnado de estiércol, fué el que se utiiizd en la realizacién de este
trabajo, el cual previamente fué sometido a2 un tratamiento primario que
© consistio en eliminar materiales s6lidos como: piedras, vidrios, alambres,
plumas etc. El material restante, serad referido de agqui en delante cotmo
estiércol de gallina o simplemente como estiércol, para simplificar la
exposicién. En todos 10S procesos de digestidon que se llevaron at cabo en
este trabajo la saltnidad dei agua de mar con que se mezclo el estiércol Tue
de 35 % y en total fueron 24 1.

32 SOBRE LQOS BIQENSAYOS CON 7olraseln?is suvecics
3.2.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El procese de remineralizacion de la materia organica mediante la
acclén microblana es el resuitado de 1o que puede ser Ilamado proplamente,
digestidn o fermentacion, De esta forma, es de esperarse que conforme 1a
materia organica es sometida a algun proceso de degradacion, éste ha de
ser mas notable y proporcional al tiempo en que ha actuado. La eficiencia
con que 1o organico es mineratlizado, depende de la interaccidn entre
factores bidticos y abidticos y el comportamiento del proceso es
especifico a las condiciones y caracteristicas circundantes. Es por esto
Ultimo que para conocer el tiempo adecuado, para remover del digestor un
extracto rico en nutrientes para las algas, es necesario determinario
experimentalmente y de tgual forma establecer la proporcion en gue debe ser
utilizade en la formulacion final de! medio de cultivo, para que promueva

adecuadamente el desarrolio algai.

Tal disefio experimenta! se consiguié realizando bioensayos con el alga
7etraselmis suecrcz (Kylin) Buicher (1959), en los cuales se varid
sistemnaticamente la calidad de! medto de cuitivo y se mantuvieron
constantes el resto de los parametros. La hipdtesis fundamental fué gue
aquel bloensayo en gue se observara el mejor crecimiento algal, contendria

el mejor medio de cultivo.

El medio de cultivo experimental se prepard mezclando el extracto
digerido con agua de mar, ambos previamente esterilizades durante 15

minutos a una presién de 1.05 Kg:ecm™2 Se tuvo espectal cuidado con el
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extracto de estiércol al cual se le bajd el pH a un valor intermedio entre 4 vy
S con acido clorhidrico concentrade, para evitar la desnaturalizacion de las
vitaminas por la alta temperatura (Granados-Machuca y Buckie-Ramirez,
1984). Ambas soluciones s¢ dejaron reposar por 12 horas bajo condiciones
aséplicas para que sus temperaturas se estabilizeran con las de! medic
ambiente y asi poder ser utilizadas.

La mezcla se hizo de tal {orma que se consiguleran 1as proporciones
deseadas, teniendo en cuenta 1as salinidades de los componentes para que la
mezcla resultante se estableciera a 1a salinidad a 1a que se guerian realizar
los ensayos. En el apéndice se presenta un ejemplo con el procedimiento
segquido y las férmulas utilizadas.

Posteriormente a la elaboracion del medio de cultivo, se procedid al
ajuste del pH a un valor de 7.5, agregando gota a gota una solucién al 10 % de
hidréxido de sodlo; en caso de que el pH haya subido mas de 1o establecido,
se agrega de igual forma una solucidn a3l 10 % de acido clorhidrico, hasta
alcanzar el punto deseado. Para las mediciones del! pH se utilizé un
potencidometro digital Markson® modelo 92.

Los recipientes de cultivo utilizados en los bicensayos, fueron tubes de
ensayo de 70 ml de capacidad, con dimensiones aproximadas de 20 cm de
largo por 2.2 cm de diametro, los cuales eran parcialmente llenados con 20
ml de medio de cultivo y | ml de indculo del alga Telrase/m/s suvecics ésta
era obtenida de la ficoteca del Laboratorio de Ciencias Marinas, donde
continuamente es cultivada. La concentracion inicial de aigas en 1os tubos de
cultivo fué de 1,15 %104 células mi-'. Los tubos se taparon con hule espuma
para permitir el intercambio de gases y evitar 8 13 vez que se contaminaran,

Las incubaciones se realizaron en una camara rectangular de
poliuretano (68 cm por 88 ¢cn y 61 cm de altura), acondicionada en su parte
interior con un par de 1amparas de 20 w cada una, con una fotoperiodicidad
de 12 horas iuz y 12 horas oscuridad. En el interior de la cédmara se
encontraba un recipiente rectangular de material acrilico blanco de 61 cm
por 41 ¢m y 10 cm de altura, el cual era llenado con agua de la llave
(acigwlada con acido clornfdrico concentrado, para evitar que se
desarrolliaran algas en ella) y estaba acondicionado con un par de mangueras
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sumergides, por ias cuales se hocia fluir conslanlemente una corriente de
eire producigs por une bomba de scuaric Goldenbell-Black® 110 V S0/60 H2
6 w, de tsl forma gque continuamente existiera movimienio del agua. Dentro
de esla cdmars acuosa eran introducidos tos tubas de cultivo, sujetandose a
un extremo de ésts por medio de una grapa y una ligedura eléstica. Ver
fotogrefia 3.2. De este {orme, los cultives se menlenian consisntemente en
agitacidn, condicidn indispensable pers que las algas permenecieran
suspendides dentrp del medio de cullivo, evilendose asi que éstas se
precipitaran o sdherieran a las peredes del recipiente. Duranie los periodos
de los bioensayos, se regislraron las varisciones de lemperatura con un

termimetro de maximas y minimas. No se hizo ningln intenio par controlar
este parédmentro.

x;"'\”"*_j.f

fotografis 3.2. Le incubadore. Yists interna.

Las variaciones en la densidad slgel debidas al aumento ¢ descenso de
1os individuos que conforman ls poblacidn eran medidas diarismente durante
el periodo de los bicensayos, tomendo muesiras de 0.5 ml asépticemente,
previe agitacién de los recipientes para que éstas fueran representetivas,
de cada unc de 1os cultivos. Posteriormente & cads muestra se le agregeba
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unsa gota de formol para inmovilizer las algas y permitir su conteo, para 10
cual se ulilizd un hemacilémetro Americen 0Oplical® de 0.1 mm de
profundidad y un microscopio compuesto, con 1a lente objetivo 10X, Para la
determinecidn de la tasa de crecimiento {divisiones por dia), se utilizd io
férmuta de Guillard (1973): k = [3.322(15-t, )" Log Nx-Ny~1), donde Ny y Ny
corresponden al nlmero de células (densidad algal) en los dias to y ty. En
este estudio t, fué siempre 0 y t, siempre 7, arrojéndose el valor promedio
ge k pars {os primeros 7 dias,

El hemacitdmetro consta de dos camaras Y cada una de ellas estd
subdividida caracteristicamenie en 9 cuadros de ¥ mm2 cads uno {reticule
de Neubauer). Tomando en cuenta recomendacidnes de.Sorgeioos &¢ &/,
(1986), Fox (1983) y Guillard {1973), se determind tomar en consideracion
los tres cuadros centreies de cada cémara pera las estimaciones de las
densidades, obteniendo primerc el valor medio pare cede cémare y
finalmente e! valor medio de ambas cémaras.

Los biocensayos siempre fueron realizados por triplicado para cada
tratamiento y ademds, se inlercalaba un grupo controt el cuel estabe
enriguecido con el medio “F" de Guiilard y Ryther (1962).

3.2.2 BIOENSAYOS PARA DETERMINAR EL PERIODO DE DIGESTION ¥ LA
CONCENTRACION DE EXTRACTO DE ESTIERCOL DE GALLINA,

DPTIMOS PARA PROMDVER €L DESARROLLD D 7etroselmis
siecica

Se reattzaron ires bigensayos con el alge Jerrdse/mis suecicd  en
donde fueron probados lanto el efeclo de diferentes periodos de digestidn
como de diferenies concentraciones de extracto. Para la oblencidn del
exiraclo que posteriormente se utilizo en 1a realizecidn de los dos primeros
ensayos, el digestor fué cargado & su marima capocidad (24 1), utilizando
una proporcidn de 10 g de estiércol por litro de agua de mar; se hicieron
cosechas de extracto, correspondienies a cada ensayo, una a los 8 dies y la

otra a los 24 dias. Las concenlraciones que se utllizaron, se resumen en la
tatzla 3.1.
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El tercer bigensayo se realizd de tsl forma que de una sola vez se
pudiera probar un espectro de diferentes periodos de digestidn, para lo cua)
el digestor fué nuevamente cargado con esliéreol, esta vez a una proporcién
de 20 g1°!. Periddicamente se extrajo del digestor un determinado volumen
de extracio como se aprecia enla tabla 3.1. Le concentracidn de extracto en

1a Tormulacidn de los medios de cultivo, fué constante {(1/10) para estos
periodos.

Tabla 3.1 Caracteristicas de las veriables que se manipuleron en los
bioensayos con el alga 7eirssa/mis siyecics.

Bloensayo Perfodo de Carga de Concentraciones
digestidn estiércol estracto/sgua de mar
* dias g1
12 8 10 1/10,1/20,1/40,1/80
20 24 10 1/5,1/10,1/20,1748,1/80
3e 4,6,12,16,20 20 1/10

3.23 CULTIVOS MASIVDS DE 7elreselmis suecics

Después de haberse determinado le concentracion y el periodo de
digestion optimos de extracto de estiércol de gsllina pera promover el
desarrcllo algal, se procedid o verificor su efectividod en volimenes
mayores, considerados masivos {Hemerick, 1973). Para la reslizacién de
esle objetivo, fué necesario producir &y grasessa , un volumen considerable
de exlractoe con la finalidad de Lener suficienle material pars esta prueha y
ulterfores. El digestor fué cargado a su magima capacided a una proporcidn
de 20 g de estiéreol por Yitro de egue de mar y se dejd funcionar por 4 dies.
Al {inel de este periodo, se cosechd todo el liguide Y se dejd decentar por
15 minulos; el sobrenadante se eutoclavé con los mismos cuidados
mencionedos anteriormente y despues Tu@ transferido asépticamente a
recipientes estériles, 10s cusles fueron tapados y almacensdos en
refrigeracion (7°C eproximademente) y osi fueron mantenidos hasta el
moemente de su utilizecidn. Los voiUmenes en consideracion para los cultivos
masivos fueron 1.3 1y 18 |, para 1o cual se ulilizaron recipientes de cristal
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similares & ios de la fotografia 3.3. Las caracleristicas de 1os cultivos se
presentisn enla tabla 3.2

-
L]
-
-
-
[
=
-»

Teble 3.2 Concentraciones de extracto y vollUmenes ulilizedos en los
cultivos mesivos de 7elraselmis suecics.

Cultivo Volumen Proporcion
masivo {litros) extracto/agua de mar
12 1.3 1710
2 18.0 /10
32 18.0 1750

Para la reatizacién de eslos cullivos, se utilizeron 18s instalaciones
del Laboratorio de Ciencias Marinas, el cual estd acondicionado cen une
seccidn especial para el cullivo masivo de slgss. Las condiciones fueron las
siguientes: 25 + 3 °C de temperaturs, iluminacién equivalente a la
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proporcionada por dos 1amparas fluorescentes tipo luz de dia de 39 w cada
una 3 una distancia de 10 cm, 12 horas luz y 12 horas oscuridad de
fotoperiodicidad, aereaciéon constante. La fuente de aire fué la misma
reportada para el funcionamiento del digestor. Ningun intento por controlar
el pH fué realizado.

3.3 SOBRE EL BIOENSAYQ CON Artem/ia rranciscand
3.3.1 GENERALIDADES

El cultivo experimental de Arfem/a consistid enrealizar un bioensayo
en el que 1a variable independiente fué la calidad del alimento, con la
fipalidad de evaluar su efecto tanto en la sobrevivencia como en el
crecimiento de los animales, Los nauplios necesarios para la realizacidon de
este ensayo se cbtuviercn incubando huevos de Arfem/sz en estado latente,
para 10 cual se ut111z6 el sistema propuesto por Sorgeloos o7 &/, (1978) se
colocaron 625 ug {(peso seco) de huevos en un tubo de ensayo de
aproximadamente 8 ml de capacidad con 7 ml de agua de mar a 30 %.; el tubo
fué tapado con una laminilla de polietileno {3 ¢cm por 3 cm) valiéndose de
una ligadura elastica para mantenerlos perfectamente acoplados. El tubo se
montd en un eje que gira a S rpm, empleandose una ligadura eléastica para
sostenerio. Los huevos utilizades fueron de la especie Arteémiz franciscans
Kellog, 1906 (Kellog, 1906) variedad Gran Lago Salado, EU.A,
comercializados secos, deshidratados y al vacio, por la compaiia aquafauna
Biomarine® lote MNo., 656383. Previo a 1a incubacion, los huevecillos fueron
sometidos a un tratamiento de rehidratacién en agua destilada a 3 *C por un
periodo de B horas para sincronizarlos a que eclosionaran a un mismo tiempo
(Conte ez o/, 1977).

3.3.2 CULTIVO DEL ALGA 7elraselmis suecicag UTILIZADA COMO
ALIMENTO

Las algas que se proporcionaron como alimento, fueron cultivadas en un
sistema semicontinuo para asegurar gue éstas se encontraran en 1a fase de
desarroilo activo; los recipientes (1.3 1) y condiciones de cultivo, fueron
similares a las mencionadas en la seccidén 3.2.3, sobre la produccién masiva
de algas, Durante el periodo del bioensayo, diariamente se cosechaba un
voilumen determinado de algas, para alimentar a 10S animales; antes de que
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10s cultivos alcanzaran una fase postexponencial, se les proporcionaba mas
medio de cuitivo para reestablecer el volumen inicial; de esta forma se
producia un descenso en l1a densidad de algas y un incremento en el nivel de
los nutrientes, el cual nuevamente promovia el desarrollo algal. Estos
sistemas se pueden mantener por periodes muy largos y tienen la ventaja
sobre los sistemas estaticos, de que producen continuamente algas de la
misma calidad. Para mas Informacisén sobre la cinética de los cultivos, se
recomlenda leer a Ukeles (1973} y Droop (1975).

3.3.3 CULTIVO EXPERIMENTAL DE Ardemia Iranciscansa

Las caracteristicas del bioensayo fueron las siguientes: como
recipientes de cuitive se utilizaron tubos de ensayo de aproximadamente 8
ml de capacidad (1 ¢cm de diametro por 10 cm de altura) a los cuales se les
agregaron 7 ml de agua de mar a 30 % de salintdad, como medio de cultivo,
esta agua fué previamente fiitrada {1um) y esterilizada con un sistema de
1uz ultravioleta de Industrias Groth®; se formaron tres grupos con varias
réplicas cada uno; a cada tubo réplica se le introdujeron cinco nauplios de
Artemia

El primer grupo (cinco réplicas) constituyé un control al cual no se le
proporciond alimento alauno. E1 sequndo grupo {ocho réplicas) fué tambien un
control, al cual se estuvo alimentando con 7elrase/mis svecica producida
con el medic “F" de Guillard y Ryther y finalmente el grupo experimentai
(ocho réplicas), al cual se alimentd con Jetrase/mis suscica producida
con el medio formado a partir de extracto de estiércol de gallina,

Los recipientes de cultivo de los tres grupos fueron tapados en forma
similar a la descrita para el tubo donde se incubaron 105 huavos, excepto que
en vez de utilizar polietileno, se utilizé malla micrormetrica nylon de 80 um
de luz; asi mismo fueron montados en el eje de rotacién continua (S rpm)
para mantenerios bajo condiciones homogéneas. Ver fotografia 3.4, Las
fuerzas de adherencia entre el agua y la malla mayores que la fuerza
hidrostatica generada por 1a columna de agua en los tubes, evitaba que éstos
fueran evacuados al momento de ser invertidos debido a la rotacion a la que
se sometfan. De esta forma la malla actua como una membrana
semipermeable que permite el intercambio de gases entre ¢l medlo ambiente
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y el inlerior de los recipientes de cultivo. Las pérdides de sgua por
evaporacidn, dieriamente se compensaban afiadiendo agua destilada hasta
atcanzer el nivel inicial.

! -"ll.rxxﬁm’hﬁ.mﬂl Il‘lrn‘raulns--rd-l’u- I-
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Fotografis 3.4. Bicenseyo con Artemie frenciscens

Las aclividedes de ruline durente cads dia del bioensaye, fueron como
sigue:

- determinacion de la sobrevivencia de 1os animales

- reestablecimiento del volumen perdido por evsporscidn afiadiendo
agua destilade

- agitacion del recipiente de cultivo pera homogeneizar la mezcla

- sacar un volumen de agua equivalente al volumen de cullivo de algas’
que se vo o sgragar como slimento

- proporcionar el alimento a cada recipiente y

- tapsr los tubos y montarios de nuevo en el eje rotatorio.

Le cantidad de alimenio” que se agregd cedes dia, proveria de lo que
disriamente se cosechaba de los cultivos de algas y se utiiizo 1o necesario
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para propercionar una densidad equivalente a 5 %104 cels.ml~!. Lo anterior se
determinaba mediante 1a siguiente férmuls:

(S X 104 cale.mt™1){7 m1)
Vol 4 = —==mmmmmmmm- -- --

Densidad del indculo

Donde Vol,; es el volumen {m1) de cuttivo de algas que se ha de agragar a
cada tubo para proporcionar la densidad deseada. Las densidedes de los
cultivos de las slgas (densidad del indculp), fueron determinadas con un
hemecitdmetro de la misma forms cemo se explicd en 1a seccidn 3.2. Este
régimen de alimentacion fué establecido en base a 1a minima concentracidn
del alga ieetareras, necesaria para Ar7emis bajo condiciones de cultivo
continuo (Sorgeloos &¢ &/, 1986).

Para proporcionar el alimento se utilizd una micropipeta automatica
SM1® serie “F" de 200 u) - 500 pl, de capacidad ajusteble,

Ningun intento por retirar las heces fecoles, mudas ni animsles
mueries (en caso de haber), fué realizedo {Vanhaecke y Sorgeloos, 1980). E
sistemna de cultivo se mantuvo bajo condiciones de salén, donde se
monitorearan las veriaciones de temperatura; 1a iluminacion fuéd indirecta
con luz diurna. Al final del bicensayo edemés de determinar la
sobrevivencia, se determind el grado de crecimiento de los animales,
midiendo 1a longitud desde la parte frontal de la cabeza hasta 18 base de ia
furcea caudal {Amat-Demenech, 1980), pare 1o cual se utilizd un
microproyector Bausch & Lomb® previamente calibrado con un micrametro
ocular Zeiss®. Para o enlerior los s&nimales eran montados 77

viva, previemente narcotizados con cloroformo segin técnica de Lochhead y
“Lochhead (en Gilchrist, 1960), en un porteobjetos excovado donde se
mentenian perfectamente extendidos con la syuda de un cubreobjetos. La
imagen amplificada se proyectaba en Luna pantalla, en la cual se lrazeba una
linea, siguiendo el contorno del eje central del animal; posteriormente la
distancia era determinada valiéndose de un escalimelro tipo “carretilla”,
como los utilizados en cartogrefie.
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CAPITULO 4
RESULTADOS

4.1 SOBRE EL COMPORTAMIENTO DEL DIGESTOR

El comportamiento del digestor durante los dos primeros ciclos en que
fué utilizado, se presenta en 12 tabla 4.1. Como puede observarse, hubg una
tendencia tanto a que e! {lujo medio disminuyera como a que la salinidad se

incrementara, conforme el tiempo transcurria.

Tabla 4.1 Resumen del comportamiento del digestor

Ciclode Cargade Periodde VYolumen Salinided Salinided  Flujo Temperatura

digestién  gstiércol  digestion total inicial final madio media
= gyt dias 1 %* %0 mi-min~! ‘c
1 i0 8 240 31.0 33.0 750 24.0:4
24 235 33.0 40.5 750 25.5:4
2 20 4 24.0 30.0 315 1106 27.%22
8 235 31.0 320 803 27.0+4

12 230 320 330 549 26,523
16 225 330 33.0 452 25513
20 220 33.0 35.0 412 27.0:5

42 BIOENSAYOS CON EL ALGA 7 é'tra.selr.i?ils suecica
42,1 PRIMER BIOENSAYO

El primer bioensayo que se realizd arrofo la informacion que se
presenta en la tabla 4.2, 1a cual muestra el efecto de la concentracion del
extracto de estiércol sobre el crecimiento de la poblacion. Conforme el
medio de cultivo es mas enriquecido tiene mayor capacidad para promoever 2l
desarrollo algal. La temperatura a la que el bioensayo se realizo fué 2543 °C.
Para la realizacion de un analisis estadistico comparativo que determinara
diferencias significativas entre la biomasa producida por los diferentes
grupos, se tomd en consideracién la informacidn presentada en la tabla 4.2,
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donde se muestran los valores de densidad ma:ima (D. mbx.), alcanzados por
cada réplice. A cada grupo especifico se le asigné una letre como subindice.

Tabla 4.2 Densidades maximas (X104 cels.mi™!), slcanzadas por las
réplicas de los diferentes grupos del primer bioensays. Vealor
medio: %. Letra subindice: i.

Grupo “r "1/10" “1/20" ~1/40" “1/80"
116.0 71,0 51.0 26.0 24.0
D.méx. 103.0 785 50.5 275 225
115.0 80.0 49.0 35.0 28.5
% 111.3 76.5 50,17 295 25.0
i A B c D E

Pare 1a evaluacidn de estos datos se utilizo un andlisis de verianze
(ANOVA) de clesificacion lnica, modeio 1. La hipotesis nula que se docimé
fué que no habia diferencias significativas entre los tratemientos. En la
tabla 4.3 se presenla el resumen del analisis.

El valor obtenido para el estadistico de Fisher (Fs), fué significativo
més sl1a del nivel 0.01, por to cual la hipdlesis nula fu@ rechazada. Sobre la
base de esta decision, se pudo establecer que se ctontsbe con evidencia
estadislica, sdemés de la experimental, para afirmar que existen
diferencias cousadas por los tratamientos, '
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Tabla 4.3 Resumen del ANOVA del 2 bioensayo

Origendela  Grados de Suma de tedia de los Fon®
variacidn libertad cuadrados cuadrados
Tratamientas 4 15,444.17 3,861.04 176.04
Residuo 10 219.33 2193
Totat 14 15,663.50

** diferencis significativa, p <0.01

Peora comparar todos los grupos entre si, e identificar cudl o cubies de
ellos causaron que el estadistico Fs fuera significativo, se aplicd 1a décima
de Student-Neumnan-kuels o SNK, J& cusl suministra una escais de
diferencias minimas que deben ser iqualedas o excedides para establecer la
significacidn. La Labla 4.4 presenta los resultades de este anélisis.

Tabla 44 Resultado de 1a décima SNK para 1os grupos del primer ensayo.

B c D E
A s = e T
B " " %
C - xn
D NS.

** diferencia significalive, p < 0.01
N.S. no diferencis significativa, p» 0.05

Los resultedos anteriores traducidos & {érminos relevanties al
experimenio, muestran que los valores de D.ma®, alcanzados por cada grupo,
fueron diferentes entre si, excepto los grupos D y E.

4.2.2 SEGUNDO BIOENSAYD

En el segundo ensayo que Se realizé, en el qus se probd el extracto de
estidrcol con un periodo do digestidn de 24 dies, ningunoc de los grupos en
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consideracion promavié el desarrollo algal excepto el grupa control con
medio F. La temperatura a la que el bioensayo se realizo fué 25:2°C.

4.2.3 TERCER BIOENSAYO

Los resultados del tercer bicensayo se presentan en 1o tabia 4.5, donde
se resumen ademas las tasas de crecimiento, computadas como el valor
promedio de k para ias primeros siete dias. Apréciese que se han amitido 10s
grupos con 16 y 20 dias de digestién. La razdn de ésto, es gue no
promovieron el desarrcile algal. A los grupos restantes se les asignd una
letra subindice. La temperatura a la que el bioensayo se realizd fué 27:3°C.

Table 4.5 Densidades maéaximas (X104 celsmi-!), &lcanzadas por las
réplicas de los diferentes grupos del tercer hicensayo. Entre
paréntesis esta el dia en que fueron alcanzadas. Velor medio:

¥. Respeclivas tasas de crecimiento,

computadas como

promedio de los siete primeros dias: k. Subindices de los

grupos: i.
Grupo "2t Fi2" 4" "8 F"
99.67(16) 87.00(9) 120.83(15) 131.50(15) 185.50(12)
D.méx, 102.83{14) 103.00{1G6) 137.83(15) 129.00{14} 160.33(14)
99.50{14) 105.67(11) 135.83(14) 142.50{15} 180.83(16)
X 97.67 98,56 131.50 134.33 175.55
0.61 0.78 0.79 0.80 0.78
k 0.80 0.76 0.77 0.77 0.76
0.82 0.73 a.74 0.79 0.60
i G H i J K
Para la delerminacidn de diferencias significativas entre las

densidades masimas de tos tralamientos, se aplicd un andlisis de varianza y
la hipGtesis nula que se docimé fué que no habfa diferencias significalivas
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entre los tratamientos, como en el primer biocensayo.

La tabla 4.6 que a continuacidn se presente, resume el enadlisis de
varianza realizado con los dales del tercer hicenssyo.

Tabla 4.6 Resumen del ANOVA del 32 bioensayo

Origende la  Greados de  Suma de los Media de los Foe*
variacidn libertad cuadrados suadrados
Tratamientos 4 12,298.60 3,074.65 33.41
Residuo Jo a20.30 02.03
Totsl 14 13,218.89 )

*% diferencia significativa p ¢ 0.01

El valor oblenido para e) estadistico de Fisher {ué significativo més
aitd del nivel 0.01 y pare identificar los grupos que ceusaron 18

significancia, se aplicd la docima SHK, cuyo cuadro se presenta en la tabla
4.7.

Tabla 4.7 Resuliados de e docima SNK para los datos del 32 bioensayo.

H ! J K
G NS. * % *% * %
H *x %% e
! N.S. | owx
J "

**# diferencia significativa, p < 0.01
i.S. no diferencia significetivs, p » 0.05

Para la realizacion de un anélisis comparativo entre 1os velores de k,
de 105 diferenies grupos de la tabla 4.5, se utilizd la prueba U de Mann-
Whitney (dos cotas), 18 cual es especialmente 01i1 cuando 19s grupos por
anslizer no se ajustan o ura distribucion normatl y sdemas contienen pocas
réplicas (Soksl y Rohif, 1937; Subba Rao, 1981). La hipdtesis nula que se
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docima es que les rmuestras que se comparan provienen de poblacicnes gue

{ienen la misma distiribucion, €n 18 Lable 4.8 se resumen los resultados del
anatisis.

Tabla 4.8 Resullsdos de la prueba U de Menn-Wwhitney, para comparar 138

tasss de crecimiento entre 1os grupos det tercer bioenssyo.
Subindices de 1os grupos comparados: §,j.

i 6 6 6 6 H H K I 1 J
j M 4 J9 K 1 Jd K J K K

Umix 7.0 90* 60 70 85 B0 45 9.0* 835 60

* diferencia significalive p ¢ 0.10
4.2.4 CULTIVOS MASIVOS DE 7elresalmis suecics

Con respecio a los cultives masivos gque se reslizeron para verificer la
efeclividad del medio de cultivo experimental con 4 diss de digestion en
volumenses mayores, 1os resultados se presenton en la siguiente tebla.

Table 49 Densidedes maximas (%104 cels.m?™') elcenzadss por
Telrasalmis syacics  en 1os cultivos masivos, ulilizando el

exiraclo de estiéreel a diferentes proporciones, en la
formulacidn del medio de cultivo.

Cultive Yolumen Proporcion Densided = Temperntura
masivo (Vitros)  extracio/egus méaxima media °C
12 1.3 1710 140.50 2113
22 18.0 /10 29.33 2323
32 18.0 1/50 44,50 2113

43 SOBRE EL BIOENSAYOD CON Arfemia frantiscsns
43,1 COMPORTAMIENTO DE LOS CULTIVOS DE Felrsselmis swecics
UTILIZADOS COMD ALIMENT O PARA Artamig rrenciscsns
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El comportamiento de los cultivos semicontinuss de 7elrssalmis
swecrcs  con Jos diferenles medios, los cuales fueron utilizedos como
alimento en le realizacidn de este ensayo, se presente en las siguientes
graficas.

15
B
= 310
3 %
2 o
e "o
o x

15 20 dias

Cultivo semicontinuo de T, stacdsd Cullivo semicontinuo de 7. stawvsos
con el medio de Guillard y Ryther con ¢] medio a partir de estiércol
de gallina
Grafica 4.1 (a,b). Comportamiento de los cultivos semicontinuos de
Talraselmis suacice con los diferentes medios.

Los descensos en 18 densidad algal corresponden & los dias en que se
agregd medio de cultivo nuevo.

Los resullades del experimento en el que se probd si las elgas
producidas con el medic de cultivo a base de estiércol de gallina, ocasionaba
olgin efecto en 1o sobrevivence y crecimiento de Artemie frencrscona, con
respeclo al grupo contirel, donde se utlilizaron )es algas producidas en el
medio "F~ de Guillard y Ryther, se resumen a continuacion.

432 SOBRE LA SOBREVIVENCIA ¥ CRECIMIENTO PE Adrtemis, -

ITERCTSCERE

En la tablae 4.10 {8,b,c) se presentan los porcentajes de sobrevivencis,
dia e dia pera cede réplice de cada grupo transformados a; ercoseno v(%
sohrevivencia), de tel forma- que pudieran ser comperedos mediante un
anélisis de varianza (Soksl Y Rohlf, 1987; Vanhaecke y Sorgeloos, 1980). A
cada grupo se le asigno uns clave como sigue: *F~ para el grupo control, en el
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cua) se utilizaron 1as glQas producigas con el medio de cultivo de Gufliard y
Ryther; "EX" para el grupo experimental en el cual se ulitizaron las algas
producidas con el medio de cullivo a base de estiércol de gallina y “S” para
el grupo sin alimentacicdn. Este Ultimo grupo fué para controtar la capacidad
nutritive del alga utilizade sobre el herbivoro en cuestidn. Ver tabla 4.10

Tabla 4.10a Arcoseno v {® sobrevivencia), del grups “f"

Réplica 1

2

3

4

5

6

§0.00
950,00
©0.00
63.43
63.43
63.43
63.43
63.43
63.43
63.43
63.43

mmqmmauw.—o%

-—
o

80.00
90.00
80.00
90.00
80.00
63.43
63.43
63.43
63.43
63.45
63.43

990,00
90.00
20.00
20.00
90.00
S0.00
90.00
80.00
90.00
90.00
90.00

90.00
90.00
80.00
90.00
20.00
S0.00
90.00
20.00
90.00
90.00
90.00

90.00
80.00
50.77
50.77
50.77
50.77
50.77
50.77
39.23
38.23
39.23

20.00
390,00
63.43
63.43
63.45
63.43
63.43
63.43
63.43
63.43
63.43

20.00

63.43

63.43
63.43
63.43
63.43
63.43
6343
£63.43
6343
63.43

90.¢0
90.00
90.00
63.45
53.43
63.43
63.43
63.43
63.43
50.77
38.23
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Tabla 4.10b Arcoseno ¥ {8 sobrevivencia), del grups “EX"

Réplica i 2 3 4 5 6 Ki 8
dia
0 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00 90.00
| 90.00 90,00 90.00 63.43 9000 9000 9000 90.00
2 63.43 90.00 90.00 6£3.43 6343 GQ0.00 9000 90.00
3 63.43 090.00 90.00 5077 6343 98000 G000 9000
4 63.43 §0.00 9000 5077 6343 9000 6343 9000
S 63.43 9000 9000 50.77 6343 S0.00 6343 9000
6 £63.43 90.00 5000 50.77 6343 9000 63.43 90.00
7 63.43 90.00 90.00 3923 63.43 G000 63.43 9000
B 63.43 90.00 90.00 3923 63.43 9000 6343 9000
9 63.43 3923 63.43 26.57 63.43 9000 6343 63.43
10 63.43 2657 63.43 0000 5077 9000 6343 6343

Tabla 4.10¢  Arcoseno ¥ (& sobrevivencia), del grupo "5~

Réplica i - 2 3 4 S
Dia
0 90.00 90.00 g0.00 aq0.00 90.00
1 90.00 90.00 63.43 90.00 90.00
2 90.00 90.00 63.43 90.00 63.43
3 3923 50.77 63.43 00.00 39.23
4 2657 00.00 5077 00.00 26.57
] 00.00 00.060 39.23 00.00 26.57
6 00.60 00.00 39.23 00.00 00.00
7 00.00 00.00 39,23 00 00 00.00
a8 00.00 00.00 39,23 00.00 00.00
g 00.00 00.00 26.57 00.00 ¢0.00
10 00.00 QC.00 00.00 00.00 00.00
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Como se puede aprecier en la serie de ia labla 4.10, el ensayo se
prolong6 por 10 dias; este periodo se consideré suficiente pars poder
realizar andlisis comparativos entre los grupos y establecer la presencia o
no de alguna significancia esladistica. Le temperatura a 13 que el bicensayo
se realizo fué 26+1°C,

Con los datos transformados de schrevivencia de ceds dia, se
realizaron analisis de varianze de tal forma que se pudiera establecer si en
algin dia la mortalided {complemento porcentual da le sobrevivencia) en
algln grupo fué significativa con respecto a los otros. En 18 labla 4.11 se
resumen los resultados de estos enélisis, en donde se presentan los valores
generados para el estedistico de Fisher por los ‘diferentes grupos
corparados, Aquellos valores de Fs que resultaron ser mayores que el vator
critico establecido por el nivel de significancta de 0.01, fueron marcados
con un asterisco.

Teble 4.11 Valores de Fs obtenidos de los ANOVAsS realizados. Subindices
asignados & 1es grupos gque se cempareron: o, “F"-"EX"-"S%; p,
“F*-"5"; g, “EX"-"S"; r, "EX"-"F".

o 008 002 8.1+ 1759% 2579% 3162 2673+ 23.63% 21.72* 1536%
p 0.11 001 1063* 2485%¢ 3Z7.73* 47.90% 4790% 3I797% 4553+ S53.76%
q 0.11 0.01 14.35% 26.89% T9.78% 49.12% I063T* IB.63IF 1I61% 17644
r 000 004 069 0.7 0.76 0.76 038 0.55 0.49 0.92

Dia 1 2 ] 4 S 6 7 8 2 10

¥ diferencia significativap < 0.01

En !a tabla 4.11 se puede apreciar que estadislicamente hablando no
hubo diferencias significativas entre las sobrevivencias de los grupos "F" 4
"EX” en ninguno de los dias en cuestidn, sin embarge al portir det tercer dia
de cultivo en delante, se observa la existencia de. significancia estadistica
en el resto de los grupocs comparados. Es clero que ésta es causada por el
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grupg "S” ol cual no se le proporciond alimento. En 1o grafica 4.2 se resumen
las sobrevivencias de 1os tres grupos.

areosons Y (% sobravivensial

} 22 4 56 7T 8 810 diss
* Grupo 'F. @ Grupo "EX”. 4 Grupo "§”,

orofica 4.2 Sohrevivencias de Arfemis Franciscsng en 1os diferenies
grupas. Los puntos significetivamentle diferentes en cada dia,
estén marcados con leires: a yarsus b.

£n la tabia 4.12 se presenton las longiludes slcenzedas por cada
individuo de cads réplica en los grupas “F° y “EX", al dia décimo del
bicenssyo.
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Tebla 4.12 Longitudes en mm de los animales ol décimo dia de cullivo

Muestira

! 2 3 4 5
Réplica
-1 4860 2.880 5.280 3.120 -
-2 3.280 4,000 4.134 5.040 -
“Fe-3 3.440 3706 3.680 3840  4.080
“F -4 3.456 3814 3.974 4320  3.200
"F*-5 4934 5.260 - - -
“F -6 1.920 3.600 - 6.080 3.920 -
“Fr-7 4.720 4.854 4,506 .3.320 -
“F--8 4.774 3.200 - - -
"EX"-} 3.974 4.640 3.920 5.040 -
“EX-2 3.414 - - - -
“EX™-3 4,480 3360 4.720 3.360 -
"EX"-4 - - - - -
"EX"-3 5.254 3.200 3.200 - -
"EX"-6 4134 4640 4960 3200 2774
"EX"-7 5.654 4000 1.600 3.120 -
“EX"-8 3.494 2560 5.920 2800 -

Se realizé un anadlisis de verianze enire embos grupos arriba
preseniedos, para probsr la hipdtesis nula de que no hay diferencias
significativas entre sus longitudes alcanzades. En Ja tabla 4.13 se presenis
et cuadre resumen de esie analisis donde se puede apreciar que nho hay
significacidn entre ambos grupos, pudiendose establecer de esta forma que
la dieta experimental, el igual que en ei caso da la sobrevivencia, tiene
. afecto similar a 1a dieta control, sabre el crecimiento de 10s animaies.
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Teble 4.13 Resumen del ANOVA, enire las longitudes alcanzadas al

décimo dia por los individugs de 1os grupos "EX™ y "F".

grigen de la Gredos de  Suma de Mediade los  Fsns.
varianza libertad cuadrados cuadrados
Tratamientos i 0177 0177 0.185
Restduo 53 50910 0.971
Totat 54 51.087

n.s. No diferencia significativa, p»0.05

Kesulledos



CAPITULO 5
DISCUSION

En repetidas ocasiones se ha demostrado la posibilided de producir
microalgas, utilizando desechos animales como aportadores de autrientes
(revisado por De Pew =¢ &/. 1980). Se propone que las algas asi producidas
pueden ser utilizedes con varias finalidades como: alimento, preduccidén de
quimicos, bioconversidn de energia solar, acuscultura y tratamientc de
aguas de deshecho {Goldman, 1979),

Con respecto a 1a utilizacion de 1a biomasa algal, producida al parlir de
desechos como olimento para herbivoros, es indispensable hacer pruebas
preliminares para delerminar su contenido nutricional, su grads de
aceptacién y sobre todo conocer si ha acumulado a&igun compuesto que
posteriormente pudiera ser deletéreo para el organismo en que se utilizaré
(Paniagua &7 &/, 1967).

Los resultados del presenile trebajo (seccidn 4.3.2), demuestran que
tanto el crecimienio como la scbrevivencia de Arfemie fronciscend, no
difirieron significativemente utilizando estiércol de gailina como precursor
del medio de cullivo para el alga 7elraseimis suecics © el medio de cultivo
de Guillerd y Ryther para la misma aige, como alimento. Es posible que estos
resuitados se obluvieron debidoc a que la variacion inducida por las
diferencias entre los alimentos, sea menor a la variacidn intrinseca del
organismo pruebs. Dicho de otra forma, las diferencias bioquimicas entrg los
alimentos gue se ulilizaron no fueron lo suficientemente significativas pare
causar una variacion {efeclo) mayor a la de ia poblacidn propia. Al hablarse
de composicion bioquimics, no sclo se refiere a los compuestos comunmente
conocidos como nuiricionales como proteinas, lipidos, carbohidratos,
vitaminas, elc., sino lambién se consideran aqueilas sustancios que se
pueden encontrar naturaimente o no, interfiriendo con 1a aclivided biolagice
como antibidticos, inhibideres o tdgicos.

Censiderando jo anterior se puede establecer de una forma preliminar
que la produccidon de biomasa de 7elrase/mis suecice con fines

nulricionales para 2-7amig rrencisceng, al partir de estiércol de galling, es
un procedimiente prometedor. Sin embargo, se reguieren méas estudios que
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permitan tomar desiciones mas definitivas.

Haciendo referencia a las tablas 4.10 (a,b) y 4.12 en donde se puede
apreciar una gran variacién en la sobrevivencia y crecimiento de las
artemias, entre las réplicas de mismos grupos, esta puede ser explicada de
acuerdo a Brune y Anderson (1986), como consecuencia de haber dosificado
el alimento a un nivel inferior al critico. Con sus mismos términos: “..
variations in population attributes may be explained as an animal-food
concentration interaction in which minor initial variztions in animal
maturity (weight, size, etc.) are magnified as a consequence of continuous
competition for a single pool of food." Es-claro gue el objetivo de este
trabajo no fué determinar tal nivel critico de 7edrase/m/is suscica para ser
ofrecida como alimento para Arlem/a rranciscang, pero era importante
establecer y dosificar un nivel adecuado, para permitir que las variaciones
en la composicion algal causadas por 1a manipulacién del medio de cultivo,
se pudieran manirestar en el organismo prueba  Asumiendo un dlisefio
experimential en el que se quisieran probar diferentes dietas, no solo habria
que considerar la composicién sino también 1a cantidad al momento de
dosificar, pues pudiera ser que dietas de marcada diferencia nutricional
provoquen a corto plazo, un mismo efecto sobre el organismo prueba, si se
dosificaran a un determinado valor energético o calérico aito. Esto significa
que una diferencia en contenido nutricional puede ser enmascarada por un
alto valor energetico.

El fundamento tedrico que se siguid para establecer la racién
alimenticia del bicensayo con Arterr/z rranciscana, esta basado en primer
término en la densidad critica de (#zefoceros necesaria, bajo condiciones
de cultive continuo, 5 X104 celsmi™'. (Sorgeloos e¢f 2/, 1988). Es
importante sefialar que el cultive experimenta! que agui se realizo no se
puede considerar como continuo, ya que 1a densidad algal no fué mantenida
constante en todo momento. Debido a2 que al volumen celular medio de
Felraselmis es mayor al de Chgetocsros (Sorgeloos, com. pers,), v a que 1a
densidad critica algal para Ariem/s es inversamente proporcional al
volumen celular (Reeve, 1963a), se esperaba que el nivel critico de
Fetraselmss fuera inferior al de ChAzetoceros Tomando en cuenta ademas
qgue las tasas de filtracion e ingestién de Arfemria se incrementan conforme
ésta crece (Reeve, 1963b), se considerd que una racion diarla de S X104
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cels.mi-\., de 7atrase/mis debia ser superior a la racién critica necesaria
para los nauplios, permitiendoles que la eficiencia de captacién fuera altay
su desarrollo  uniforme; sin embargo, conferme los animales fueran
creciendo, sus requerimientos nutricionales se incrementarian hasta llegar
a un punto en que la racion proporcionada fuera Infertor al nivel critico,
provocandoss una situacion de competencia por el alimento, donde no habria
sobrealimentacion. De esta forma alguna wvariacion en la composicion
bioguimica del alimento, se podria manifestar de forma mas definida sobre
alguna caracteristica de los animales y no seria enmascarada por
proporcionar un alimento energéticamente rico,

El disefo del cultivo experimental con Arézmia franciscana realizado
en este trabajo, esta basado en el propuesio por Vanhaecke y Sorgeloos
(1984), en el cual se utilizan tubos de ensayo Como reciptentes ce cultivo.
En el presente trabajo a diferencia del citado, los recipientes de cultivo son
mantenidos constantemente en agitacion, para evitar la estratificacién del
alimento, animales y de suys productos derivados tales como mudas y heces
fecales. Esta practica evita que los animales se congregen en partes
localizadas del recipiente de cultivo, debido al fototactismeo al que
obedecen, ya que al occurrir é€sto se estzblecen zonas de alimentacion
ineficiente por la raplda disminucion del alimento, causada por l1a
alimentacion del grupo. La agitacion a gue se somelen {os tubos de cuitivo,
ademas de romper la tendencia de los animales a agregarse, mantiene
constantemente en suspension al alimento, asegurandose de esta foerma que
éste sea aprovechado lo mejor posible y en igual forma por todos los
animales. Otra ventaja de este sistema €5 que al mantener en suspension a
los productos de desecho se evita la formacién de zonas localizadas de
descomposicion anzerdbica,

El sistema ideado para tapar 105 tubos de cultivo, fué igualmente
eficiente para permitir ia difusién de gases a través de si. Durante el
periodo de cultivo se esperaba que tanto 1a demanda bioquimica de oxigeno
del sistema, causada por los animales en crecimiento y por la
descomposicién de la materia organica generada, asi como la produccion de
biéxido de carbono causada por las mismas fuentes, se incrementaran
conforme el tiempo transcurria, torpandose adversas de esta forma las
condictones fistcoquimicas para el bicensaye. De esta forma, 1a instauracion
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de un sislema capaz de evitar gue el contenido de los recipientes de cultivo
fuera evacuado por el tipo de agitacidén a que fueran sometidos y asi mismo
capaz de permitir 1a difusidn de goses pare contrarrester los gredientes que
se generoran, era un problema técnico que debia ser superadao.

Utilizar una pelicuta de polietileno, parcialmente solucionaris el
probiema, pues evitaria tolalmente las pérdidas de agua y permitiria la
difusion de bidxido de carbono a través de si; sin embargo, el potietileno es
impermeable al oxigeno, 1o cual descartd su ulilizacién. La ides de utilizar
una membrana permeable a} oxigeno, similar a la que usan los electrodos de
los oximetros, era muy atrecltiva pero se desconocia mas informacion
Lécnice sobre su permeabilidad a otros gases. Asi mismo se desconocia si su
grado de permeabilidad serfa suficiente para eficazmente contrarrestar los
gradientes de gases que se generaran.

Un ensaye preliminar demostré que el use de malla nylon micrométrica
como membrana semipermeable, evitaba que los recipientes de cullivo
fuerean evacuados 81 momento de ser invertidos por la agitacién a que se
sometian y asumiendo que ia delgada pelicula de agua gque se formaba al
contacto con 1a malla fuera suficientemente permeable pare contrarrestar
los gradientes de gases que se generaran, este sistemsa se considerd como
una buena alternativa a 1a solucion del problema plantesado. En 1a préctica el
sistema demostrd ser capaz de maniener vivos a 10s organismoS por un
periodo mayor a diez diss. Una caracteristice que se observé durante le
realizacion del bioenssyo, fué que 1a membrena permitia ta pérdida de agua
por eveporacidn; ésta siempre fud inferior al 10% del volumen total del
medio de cultivo, el cual era restablecido con agua destilada durante ia
manicbra de alimentacion en cada dia.

Los resuiiados obienidos en el primer bioensayo con 7Telraselmis
swectes (seccidn 4.2.1)), para determinar el efecto de la concentracidn de
exiracto de estiéreol sobre su crecimiento, muestran basicamente que
cenforme el medio de cultivo experimental era mas enriquecido, tenia una
mayor capacided pare promover el desarrolio aigal {ver tabla 4.2). En el caso
de haberse observado lo contrario, se podria pensar en 1a existencia de aigin
factor inhibidor. Lo densidad alcanzade por 10s grupos experimentales, fué
significalivamenle menor que la densidad alcanzada por el grupo contrel con
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medio F.

En el segundo ensayo que se realizd (seccidn 4.2.2), se esperaba que el
medio de cultivo tuviera una mayor capacidad productiva considerando que la
materia orgénice habria de estar mbs degradada. Aungue los resultades no
fueron 1os que se esperaban 1a posibilidad de invalidar el bigensaye debido
& que el indculo no fuers viable, Tué descartada ya que el grupo cortrol
florecié muy bien. El extracte con 8 dias de digestidn, lenia una mayor
capacidad para promaover el desarrollo afgal, en comparacidn con el exiracto
con 24 dias de digestion.

Los resultados del tercer bioenseyo {seccién 4.2.3.) corroborsron a los
obtenidos en los anleriores, pudiendose establecer que conforme el exlracto
de estiérco) ers somelido a un periodo meayor de digestidn, perdie su
capacidad para promover el desarrollo aigal. Ademas, se pudo establecer que
el hecho de haber utilizade en el digestor uns carga de estidrcol mayor, tuvo
como consecuencifa concomitanie un incremento en la copacidad del medio
experimental, para promover el desarrollo atgal. Las lasas de crecimiento
del grupe control {medio F), no difiricron significativamenle de aquellas de
los otros grupos, 1o cual deja entrever que la seleccion del mejor medio das
cullivo, debig ser en hose & las densidades méaximas alcanzablas por 10s
grupos experimentales, que si variaron apreciablernente (tabla 4.7).

Los resultadas permilen establecer el periodo ptimo para la digestién
del estiercol de gailine en 4 u & dias, entlre los cuales no se apreciaron
diferencias significativas (tabla 4.7). Debido 8 que el tiempo invertido en la
proguccion del medio de cullivo es un factor considersble no hubo dificuliad
en escoger al periodo de 4 dias como &l mas adecuado, porque se puetde
producir una doble cantidad de producto y con la misma calidad que el
~obtenido con 8 diss de digestidn, en el mismo tiempo.

Ahora bien, si tomamos en cuenta que la densidad maxima alcanzada
por un cultive de aigas ne Gnicamente depends de la presencia de nulrientes,
sino también de otros factores, como podrien ser la turbidez, temperaturs,
tluminocién o de algtn factor bioldgico como la densidad de pobiacion ¢ la
presencio de algun competlidor o prededor, etc., es facil comprender que un
cultivo, conforme se realice a mayor escala, su densidad méxima alcanzable
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disminuya sunque el resto de los pardmetros se hayan mantenido constantes.
Bejo estas situaciones los nutrientes no llegan e ser limitantes, pues antes
de que éstos sean sgotados, el cultivo deja de crecer porgue otro factor se
ha constituido come iimitante.

En el caso especlrico de la luz, indispenseble paras el proceso
fotosintético, este generalmente es suficiente cusndo la densidad del
cultivo es baja, pero cuando la densidad sumenta, la penetracion Yy
disponibilidad de este fuente de energia para las algaes, comienza a
disminuir hasta alcanzar un velor critico, interrumpiendose el crecimiento
algal. De esta forma los nutrientes podrian llegar a ser subutilizados si se
han dosificado en la misma proporcién como son requeridos en cultivos de
volumenes inferiores. Es importante pues, conocer la densided méxima
alcanzable bajo las condiciones especifices & que se someterd el cultivo,
para que los nutrientes sean dosificados en cantidades spropiadass.

La secuencia que se sigue rutinariamente en el Laboratoric de Ciencias
Marinas pera e} escalamiento de los cultives de microalgas con respecto a
los volldmenes utilizedos, es como sigue: 0.05 1, 1.3 1, 18 1y 5001 y sus
respectivas densidades méaximas medias alcanzedas son: 150 X104, 120
X104, 50 X104 y 30 X104 células ml1~! para el caso de 7@IrGselnis svecrcs
con el medio de cultivo de Guilliard y Ryther. Esle descenso en las densidades
maximas, inversamente proporcional a ias volimenes de cultivo, claramente
es debido & 1a accidn de un factor limitante, independiente de los nutrientes
propotcionados en el medin da cultivo,

Apréciense los resullados de Ta tebls 4.9 en donde se muestran las
densidades maximas de 7elrose/mis svec/ce  elcanzadas en los cultivos
masivos con medio de cultivoc 8 base de estiércol; considerendo el récoird
arriba presentado, se puede observar que en el caso del volumen Ge 1.3
litros, g! medfo de cultive "1/10° fud tan efective coma 10 es e} medio de
Guillard y Rylher, sin embargo, en el volwmen de 18.0 litros, le densidad
maxima alcanzade en €l medio “1/10" fué inferior. La razdn prohbable de ésto
es que el extracto de estiéreol tiene cojor, interfiriendo de esta forme cen
la penetrabilidad de 1o Juz y bojando el nivel de masima densidad alcanzable.
EY motivo det cullivo de 18.0 litros con extraclio a una proporcion de “1/507,
fue pere verificar 1o anterfor, ya que al bajar su concentracion tambien lo
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hace el color, posibilitando ura meyor disponibilided de luz y un
concamilante incremento en ta maxima densidad alcanzeble. Asumiendo que
18 relacion entre 1a concentracién de exirscto y la densidad méxime
aslcanzable fuera de tipo lineal, se espetraba que 1a recicn ~1/50" promoviers
el desarrollo aigel a un nivel aproximedo de 30 X104 celsml™!. Los
resultados de esle cullivo mostraron gue 1s suposicidn ers correcta y
sdemés que se subestimaba 18 capacidad del medio experimental ya que s
densided alcanzada fué superior a la que se esperaba.

De esta forma et medic de cultivo Tormulado con extracte de estiércol

(20 g17') con 4 dies de digeslion, es capaz de promover el desarrollo alga)
en sistemas masivos (mas de un 1itro) en forma similar.a como 1o hace el
medio F. Para su uso es imporiante tener cuidado en 18 forma de dosificario,
pars no subutilizarlo y sdemés para que su coloracion intrinseca no
interfiera en la captacién de luz.

En principio la no concerdancia entre la informacidn experimental
obtenids con Yo que tedricamente se esperabs (que el medio de cuitivo
experimentsl tuviers una mayor capacidad para promover el desarrolio aigal,
conforme se sometiera 8 un periodo mayor de digestion), sugirid slguna
deficiencia en el proceso de fermentacidn utilizado. En observaciones
realizadas durante los periodos de fermentacion, era notable el surgimiento
de microorganismos (cianof{itas, protozoarios y micelios), el cual se iha
incrementando conforme el tiempo transcurria. Una posible explicacidn que
proporciona coherencia a los anteriores observaciones, es que el estiéreol ol
ser depositado por las aves, sobre ls tema de viruta, es degradado casi
completamenie, debido al tiempo que transcurre hastea gue la cams es
removida (8 semanag). De esta Torma, el material utilizedo en este trabajo
como estiércol de gallina, consiste en materia orgénica casi mineralizada,
que al ser tratada sequn melodologia antes descrits, se pone muy pronto en
disolucién. Posleriormente esta sclucion nutritive, promueve el desarrollo
de una flors microbiana dentro del digestor, la cual conforme vé
desarrollandose, a su vez va agolando 1os nutrienles, pudiendose explicar de
esta forma, el porgué el ewiracto producido pierde su capacidad para
promover el deserrollo algel conferme es preservado durante liempos
prolongados dentro del digestor.
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La verificacion de cudn consistenle es ests teoria con lo realmente
aconlecido, es algo que estéd fuera de 1os objetivos de este trabajo.

En las graficas 4.1 (e,b) sobre ios cultives semiconlinuos de
Telrsselmis swecice  con los diferenles medios, se puede apreciar que
ambos cultivos tuvieron un comportemiento muy similar. Los descensos
significativos en ls densidad atgal, corresponden a 10s reajustes realizados,
consislentes en cosechor un volumen determinado y agregar otro de igual
magnitud de medio de cultivo. La composicidn bioquimice del slgs se
mantiene estable cusndo es culliveda bajo uh sistema contlinuo, sin embargo
en un sistema semiconlinuo se establece una variebilidsd en la composicidn
algal, correspondienie @ lJos cembios fisicogquimicos originadcs por el
crecirniento y 1os reajustes periodicos. Asf, se establece gue en un sistema
semicontinuo 18 composicién bioguimica de la esmpecie culiivada, se
mantiene deniro de un rango. De cuslquier formae, debido a 18 similitud que
mostiraron los cultivos entre si, el efecto de los cambigs en su compesicion
sobre el organismo prueba se espers hayan sido tambien similares.

Apréciese que los cullivos fueron mentenidos o uns densidad
relativamente alta; ésto fué para que o) ser proporcionados como alimenio
para ¢l organisrmo prueba, no se corriero el riesge de tener que hacer una
sustitucién cest completa del medio donde se enconiraban los animales o
ain més, que 1a densidad fuera insuficiente para proporcionar 1o deseade. De
esla forrna, una porcién pequena de cultivo altamente denso, ers suticiente
para conseguit to deseado.

Sobre el costo del medio de cultive utilizando el estiéreol de gallina
como fuenle de nulrienles, es interesanle apreciar que un litro es
oproximadamente 11,83 veces mas econdmico que un Hiro del medio de
Guitlerd y Ryther, sin tomar &n cuenta salarios de personsl. E1 precio del
medio inorgdnico comercializado por la compafila “Fritz Aquacullure” en
forma concentrada para diluirse en una tonelada de agua es de 1.371 ddlares,
mientrus que el precio de 2 kg de estiércal de gallina necesarios para
fertilizaer una tonelada de agua 25 de 270 pesos, £1 indice de cambio entre el
peso y el dolor &l hacer estas consideraciones 5 de 2,330 pesos por doler.
Se tienen repories sobre el uso del estidrco) de gallina como alimenio para
ganado de engordo, procedimiento que ha dado valor a su utilizacidn, Es
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pusible que tos costos de produccion de biomase por la via de las cadenss
alimeniicias acudlicas conlroladsas, partiendo de un produclor primario,
puedan ser adn mas significativamente reducidas, debido al abarstemiente
de! medio de cullivo, por ulilizar un precursor {ombien sbundante y
econdmico como 1os excrelas de los ganados vacuno, oving, porcino, etc., 10s
cuales pueden ser aprovechados en Torme simiiar & 13 que aqul se ha
expueste con los desechos de gallina. Con respecto & 105 desechos de la
especis humana, su utilizacién ofrece una buena perspectiva puesto que
siendo une especie oranivara, se espers que su conienido de nulrienles sea
muy complets, pudiendose canalizar para miitiples propdsitos. Ryther ef
al, (1972} planteon que mucho tiempo y esfuerzo se han invertlide en ol
controi del problema de la eulroficacién por los deshechos urbanos § que una
buena atlernalive pera su erradicacitn, es su ulilizacién como aporiador de
nulriantes para 16 produccidn ¢de biomasa. Puestio que 16s desechos urbanos
pueden Nevan consigo virus y bactlerias patogenss y siin més, compuestos
toxicos como melales pesados o sustancias poco degradabies, liberadas por
gente falla de eseripulos o de conocimien{os, el progreso en la solucidn de

este problema ha sido lenlo, perc se espera que en cercanp futuro se
coniemplen allernativas convenienties.

Este trabojo Tué realizado a uno escals limilada pues solo se preiendin
demostrar su faclibilidad. Un trabajo ulterior debe consistir en su
escalamiento, éslo es, realizerse a una escala mayor y asi poder ser
explotado en la solucidén de los problemas ambientales y nutricionales
plenieados. La cenalizacion de los productos de ésta empress debe ser
definida de aniemano pars que desde principio hasta fin, los esfuerzos

reslizados se orienten en ls oblencidn de un producto adecuads & su
utilizacion.

Aunque gl obrjelo principal de este trabajo no fué evaluar ta efectividad
del funcionamiento de la unidad fermentadora, es conveniente mencionar que
tiene varias caraleristicas que en tesria 1o hacen muy eficiente, ya gue gl
tretemiento de los decechos se realizo medignie una combinacidn de dos
principios. En pritner {&rmino, en 1o que aqui se ha llomado camers de
relencién, se lleve al cabo un crecimiento microbianc homogeneo en todo s
columna de agus debido o la agilacidn gue se proporcions, evitendose asi que
heya estretificacion. De esta forma el orgenismo degradador esta siempre en
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contacto con la materia por degradar, esperandose asi que el sistema sea
muy eficiente. La sgilacion se realiza por medio de sire en ¢l fondo del
sistems , proporcionandose de esta forma, ademas, el oxigeno necesario para
la oxidacion de 18 materia orgénica. El sistema de degradacion en 1o olra
cémeara es sustancialmenie diferente, pues en ésla, se esperaba que el
crecimiento microbisno estuviera principaimente locslizado en el sustrato
rocoso, el cual degradsrie la materia orgdnica que conslantemente estaria
pasando a Lravés de si. Tedricamente & mayor sustrato disponible, mayor
serd el lomafio de la comunidad microbisna Y asi mismo su eficiencia; de
esla forma se esperaba que el hecho de haber utilizaco un sustrato de alla
superficie de contaeclo, permitiera una mayor eficiencia para la degradacicn
de 10 orgénico. '
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

i2 El crecimientoc y sobrevivencia de .Ariemig Frenciscéns no
difirieron significativamenile, at utilizar estiércol de gallina como
precursor del medio de cullivo para el alga 7elrsse/mis syecics 0 el medio
te cullive de Guillard y Ryther {(1962) para la misme &lga, proporcionada
como alimento.

2e  Elalga 7elrsselmis suecics cultivada en solucidn enriquecidn con
extracto biodigeride de estiércol de gallina, tiene el mismo rendimiento que
aquells cultiveda en el medio tradiciona) de Guillard y Ryther (1962), tanto
en sistemas estéticos como semicontinuos.

32 E] biodigestor utilizado demostré ser eficiente en la obtencidn de
los nutrientes conlenidos en el estiercol de gallina.

42 g cargs de estiércol del digestor, el tiempo 6ptimo de digestidn y
1a concentracién de extracto de estiércol digerido en la formulscidn del
medio de cultivo, para promover el desarrcllo de 7afraselmis suecics

fueron: 20 g1°', 4 dias y 100 ml-1"! de medio de cultivo, respectivemente,
52 El sistema ideado para mantener constantemente en agitacidn y

bajo condiciones aerdbicas el cultivo experimentel con AJriemie
Jrenciscens, demostrd ser eficaz.
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APENDICE

Ejemplo del procedimiento y férmulas utilizadas en la preparacion del
rmedio de cultivo experimental.

S1 se deSearan preparar 500 ml de medio de cultive @ una salinidad
inicial de 30 % en la que 12 proporcidn de extracto de estiércol y la de
agua de mar fuera 1/10 y sus respectivas salinidades fueran 38 %y 33 %,
se deben mezclar S0 mi de extracto con 450 mi de agua de mar diluida a un
valor de 29.1 %. Las anteriores determinaciones son el producto de
considerar lo siguiente.

La salinidad {5 %) de una solucion acuosa esta dada por el cociente
entre 1a cantidad de soluto expresada en gramos y 1a cantidad de solvente

expresada en kilogramos; el resultado se eXpresa en partes por mil y se
abrevia como " %"

g de soluto
S o = ~mm—mmmmmmmmmmemmee
kg de solvente
ey
La formula (1) puede ser desglosada como sigue
Q*t9nt+ G
S% = ——rm—m e
Kgi + Kgij * KQa
(2}

La rférmula (2), puede ser Gtil en 12 determinacion de 1a salinidad final
(S %), Ce una mezcia de soluciones de diferentes salinidades. En nuestro
ejempio nos interesa conocer 1a salinidad a la que ha de ser diluida el agua
de mar para que al ser mezclada con el extracte se consiga la salinidad
deseada, Despejando "g" en la rormula (1) y sustituyendola en la rérmula (2},
queda 1a sigulente expresion:

Apandee Fdr &6



(S %;)(kgi}’(s 'Xn“)(kg“)

(3>

L2 refacién 1/10 equivale a una mezcla en 1a cual,el 10 % det volumen
por preparar (300 ml), esta constituido por ) extracto de estiércoi y el 90
% por el agua salada, respectivamente 30 mil y 450 mi. Despelando e valor
de la salinidad del 2gua de mar (S %s;;) de la formula (3) queda que

(5 %r)(kgi+kgii)-(5 %Jj XRQI)

S %Dii =
K
' (4
Sustituyendo simbolos por valeres queda
(30 %X0.05 kg+0.45 kg)-{38 %)0.05 kg)
5 %ii e e e o 0 8 0 Al P L T L e L e o
Q.45 kg
{(3)

Elvalor catcutado para la salinidad del agua de mar es 29.1 %, en otras
patabras, se necesitan 430 m) de agua de mar 3 una salintdad de 29.1 % para
que al mezclarse con los 50 ml de extracto de estiércol, la salinidad sea 30
%. Para hacer la dilucién, previamente se hace un calculo muy similar al
anterior, utilizande la rérmuia (3) en la cual se sustituye ta unidad
kilogramo por ia de titre, despejandose asi 1a variable correspondlente al
volumen del a2gua de mar {1;;} como sigue:

(5 S XChr 153-(S %))

(6)
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El contenido de sales del agua duice o de 1a tlave (};), es inferlor 2 1 %
{aproximadamente 0.13 %, valor gue se ha determinado para la dureza total
en el suministro de agua al Laboratorio de Ciencias Marinas) y por razones
de practicidad sera considerada como O %. Esta asuncién introduce un error
muy peguefio ¥ per consiquiente despreciable. Debido a esto 1a formula (B) se
puede abreviar porque el producto de la saitnidad del agua dulce por su
volumen es nulo. Sustituyendo simboios por valores en la férmula (6]

abrevlada, queda:
(29.1 %K0.451)

N

El valor estimado para el volumen del agua salada es 0.397 1; ésto
significa que mezciando 397 mi de agua de mar a 33 % con 53 m! (430 m! -
397mi) de agua dulce, se obtiene una solucion de agua salada a 29.1 %, que
es |a deseada finalmente para formular el medio de cultivo con 1os S0 mi de
extracto de estiércol. El agua de ta llave utilizada para lz dilucion,
previamente se esteriliza y enfria de ia misma forma como se hize en las
solucidnes de agua salada y de extracto de estiércol {(seccidn 3.2.1).
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