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RESUMEN

La investigacion evalu6 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 desarrollé el Disefio Experimental de
estimulo creciente con un testigo (Guillard f), tres Tratamientos (biofertilizante: N:P 10:1, 15:1 y 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 (DOggo). La densidad poblacional fue influenciada positivamente por el biol
enriquecido en la relacion N:P, siendo mejor la relacién N:P 20:1 (T3) al dia 11 con 10,78 x 108 cel-mL™2, Asimismo,
al concluir el ensayo, el tratamiento N:P 20:1 superé 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™). En consecuencia, el biol de pescado

optimizado funciona como una alternativa biotecnolégica eficiente para producir biomasa de esta microalga.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, biol de pescado optimizado, densidad celular, Clorofila total, biomasa seca.

ABSTRACT

This study evaluated how a fish waste-based biofertilizer supplemented with three N:P ratios influence 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 (ODssg). 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 industria pesquera y acuicola genera un
volumen considerable de subproductos: visceras,
tejido residual y estructuras Gseas, que representan
hasta el 50 % de la materia prima procesada. La
disposicién inadecuada de estos descartes causa un
impacto ambiental significativo en los ecosistemas
acudticos (Sanchez-Torres et al., 2008). Sin embargo,
su elevado contenido de nutrientes y materia organica
permite su transformacidn en biofertilizantes de bajo
costo para su aprovechamiento en procesos
biotecnologicos.

En el cultivo de Chlorella vulgaris, el costo
de los medios de cultivo sintéticos tradicionales, como
el medio Guillard /2, limita el escalamiento comercial
para la obtencién de biomasa. En este contexto, el
empleo de efluentes y biofertilizantes organicos
representa una alternativa econémicamente viable que
aporta los nutrientes requeridos reduciendo los costos
de inversion (Bernal et al., 2015; Gonzélez-Delgado et
al., 2017). Al respecto, Sanchez-Torres et al. (2008)
obtuvieron rendimientos de 1,65 g-Lt-d! en
Nannochloropsis oculata mediante el uso de ensilaje
de pescado sin hidrolizar. De forma similar, Zare
(2018) logré una densidad de 142,82 x 10% cel-mLt en
Tetraselmis suecica al aplicar un biofertilizante a base
de residuos de trucha. Asimismo, se ha demostrado
que los hidrolizados de origen pesquero incrementan
la biomasa seca y los pigmentos en especies como
Scenedesmus sp. y Arthrospira platensis al sustituir las
fuentes inorganicas convencionales (Abdulsamad &
Varghese, 2017; Shanthi et al., 2021).

Desde wuna perspectiva fisiologica, la
disponibilidad de nitrégeno en forma de amino&cidos
libres y péptidos de cadena corta en los hidrolizados
pesqueros reduce el gasto energético celular. Estas
fracciones organicas ingresan directamente a las rutas
metabolicas internas, evitando la via de reduccion
consecutiva de nitrato a amonio y disminuyendo el
consumo de ATP y NADPH, lo que permite canalizar
mayor energia hacia la sintesis de biomasa y
pigmentos fotosintéticos (Mufioz-Valencia et al.,
2021).

A pesar de estos beneficios, se requiere
precisar la relacion nitrogeno-fésforo (N:P) 6ptima al
utilizar estos insumos, ya que un desequilibrio
estequiométrico puede limitar el crecimiento o causar
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colapso celular. Estudios en C. vulgaris sugieren que
proporciones estequiométricas cercanas a N:P 20:1
estimulan las tasas de duplicacién y prolongan la
estabilidad poblacional antes del declive (Klausmeier
et al., 2004; Benavides & Muelas, 2023). Por ello, el
objetivo del presente estudio fue evaluar la influencia
de un biofertilizante elaborado a partir de residuos de
pescado, suplementado con tres relaciones N:P (10:1,
15:1 y 20:1), sobre la cinética de crecimiento, la
produccion de biomasa seca y la concentracion de
clorofila total de C. vulgaris, en comparacién con el
medio estandar Guillard f/2 (doble dosis).

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio y condiciones de cultivo

El estudio se realiz6 en la Unidad de
Planctologia del Laboratorio de Biologia Pesquera de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo (UNPRG), Lambayeque,
Peru (6°42'26" S, 79°54'29" O). Los cultivos se
mantuvieron a 28 + 3 °C con un fotoperiodo de 12:12
h (luz/oscuridad) mediante iluminacion fluorescente
continua de 40 W (2880 lux, medidos con luxémetro
BENETECH GM1010) y aireacion continua (1 vvm,
~500 mL - min%).

Disefio experimental

Se empled el Disefio Experimental de
Estimulo Creciente con un Control (T0), tres
Tratamientos (T1, T2y T3) y tres repeticiones de cada
uno, que dieron lugar a 12 unidades experimentales
que fueron dispuestas completamente al azar (DCA):

o  TO (Control): Medio sintético Guillard f con
relacion N:P 24:1 (Guillard y Ryther, 1962).

o T1: Biofertilizante organico suplementado
ajustado a N:P 10:1.

o T2: Biofertilizante organico suplementado
ajustado a N:P 15:1.

o T3: Biofertilizante organico suplementado
ajustado a N:P 20:1.

Las formulaciones de los tratamientos T1, T2
y T3 tomaron como referencia la relacion
estequiométrica de Redfield (1958). Cada unidad
experimental consistio en un fotobiorreactor de
columna de burbujeo con 1 L de volumen operativo
(Figura 1).
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Figura 1
Configuracion del sistema de cultivo experimental
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Obtencion del biofertilizante y preparacion del
in6culo

El biofertilizante se obtuvo por digestion
anaerobia de 6 kg de materia prima orgénica
proveniente de abastos locales, inoculada con 50 mL
de Microorganismos Eficaces (EM) y 1 kg de melaza
durante 60 dias. El producto estabilizado se filtro y
esterilizo. La caracterizacion fisico-quimica del biol
(N, P2Os, Ca, Mg, pH y conductividad) se realiz6 en
un laboratorio acreditado (Laboratorio Agricola
CYSAC E.lLR.L)), y la inocuidad microbioldgica se
verificd segun The Compost Foundation (2002).

La cepa de C. vulgaris se verificd por
microscopia Optica (Nikon ECLIPSE E200) y se
escal6 desde 90 mL en medio Guillard f hasta 3 L. En
cada fotobiorreactor se colocd 200 mL de in6culo con
8,5 x 10° cel-mL* para iniciar con una densidad de 1,7
x 108 cel-mL™ de C. vulgaris.

Parametros de monitoreo y andlisis analitico

Durante 13 dias se tomaron alicuotas diarias
de 4 mL para los siguientes analisis:

Densidad celular y densidad éptica

La concentracion celular (N, cel-mL?) se
determind mediante conteo en camara de Neubauer
(0,1 mm de profundidad). La densidad 6ptica se midio
a 680 nm (DOego) en un espectrofotémetro Thermo
Scientific™ Orion™ AquaMate 8100, utilizando
blancos del propio medio para descontar la turbidez
del biol.

Pigmentos fotosintéticos

En el pico de la fase exponencial, alicuotas de
5 mL se centrifugaron a 4000 rpm por 10. El pellet se
resuspendi6 en acetona al 90% e incub6 en oscuridad
a4 °C por 24 h. Luego de clarificar por centrifugacion,
las concentraciones de clorofila a (Chl a) y b (Chl b)
en mg-L? se calcularon segiin Ritchie (2006):

(@) Ch|a =11.85. [A664 - A750] —154. [Ae47 - A750]
(@) Ch|b =21.03. [A647 - A750] -5.43. [Aee4 - A750]
Biomasa seca y productividad

La biomasa se cosechd por centrifugacion
(4000 rpm, 10 min), se seco a 60 °C por 24 h y se
deshidrat6 a 100 °C por 10 min. El peso seco (Xt, g-L
1) se midi6 por gravimetria. La productividad
volumétrica (rx, g-L*-d?) se calculé como ry = Xs /t,
donde t es el tiempo de cultivo (Arredondo-Vega y
Voltolina, 2007).

Cinética de crecimiento y andlisis estadistico

La cinética celular se ajustd al modelo
sigmoidal de Gompertz modificado (Zwietering et al.,
1990):

N=No+C*exp(-exp(-B*(t-M)))

Donde Ng es la densidad inicial, C la asintota
de crecimiento, B la tasa relativa de crecimiento y M
el tiempo del punto de inflexion. Se derivaron la tasa
especifica de crecimiento (u=B - C/e), la fase lag (A
=M - 1/B), el tiempo de generacion (Tg = In(2)/u) y
la maxima densidad potencial (MDP = N + C).
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La normalidad y homocedasticidad de los
datos se comprobaron previamente (p > 05). Las
diferencias entre tratamientos se evaluaron mediante
ANOVA de un factor (p < 0,05) y pruebas de
comparacion de medias en Minitab. El ajuste no lineal
de Gompertz se realiz6 en Statistica 8.2 y las
representaciones graficas en GraphPad Prism.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dinamica del crecimiento poblacional
vulgaris y validacion por densidad éptica

de C.

Al inicio del ensayo (Dia 0), las densidades
celulares en todos los tratamientos mostraron una
distribucion normal y varianzas homogéneas (p >
0,05), partiendo de condiciones equivalentes (1,64 -
1,84 x 10% cél-mL™?). La densidad celular diaria de C.
vulgaris para cada réplica y los promedios por
tratamiento se presentan en las Tablas 1 y 2,
respectivamente.
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El analisis de varianza (ANOVA) indic6 que
las diferencias entre repeticiones dentro de un mismo
tratamiento no fueron estadisticamente significativas
(p > 0,05). Sin embargo, la densidad celular varié de
forma altamente significativa por efecto de la relacion
N:P (p < 0,001), los dias de cultivo (p < 0,001) y la
interaccion de ambos factores (p < 0,001).

Entre los dias 2 y 4, el control sintético (T0)
presentd un crecimiento superior frente a las
formulaciones de biofertilizante. Durante los dias 5 y
6, las densidades celulares se equipararon entre todos
los grupos. En los dias 7 y 8, el TO volvié a distanciar
su densidad poblacional. No obstante, esta tendencia
se invirtio a partir del dia 10: durante los dias 11, 12y
13, las formulaciones suplementadas con biol
superaron al control. El tratamiento T3 (N:P 20:1)
consolidd la maxima densidad celular en el dia 11,
alcanzando un pico de 10,78 x 108 cél-mL* (Figura 1).

Tabla 1
Digs?dad celular diaria de C. vulgaris (10 cel'mL ™) por tratamiento y réplica experimental
Tiempo TO (Control) T1 T2 T3
Dias C1 C2 C3 TlIA TIB T1AC 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 1,9 1,70 190 1,75 1,85 1,80 1,95 1,95 1,75 1,95 1,90 1,90
2 2,55 245 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 2,30 220 245 2,40 2,45
4 340 3,10 330 3,10 3,00 3,25 3,00 3,10 3,25 3,20 3,00 3,15
5 4,75 485 490 5,10 5,15 5,20 5,05 5,10 5,20 5,00 5,20 5,10
6 5440 6,00 550 5,50 5,90 5,75 6,25 6,00 575 6,60 6,10 6,30
7 7,50 7,25 7,00 6,75 6,50 6,80 6,90 7,00 6,95 6,50 6,75 6,75
8 810 8§10 8,00 7,40 7,50 7,55 8,20 8,00 8,00 8,00 8,05 8,10
9 875 850 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
11 945 970 9,70 9,80 9,95 10,05 9,90 9,85 9,80 10,75 10,75 10,85
12 930 940 9,50 10,00 9,75 10,00 9,75 9,50 9,50 10,10 10,25 10,10
13 9,00 925 950 9,45 9,50 9,55 9,00 9,50 9,00 9,65 9,75 9,80
Tabla 2
Promedios de densidad celular (108 cel/‘mL~) y desviacion estandar de C. vulgaris
Dias TO (Control) T1 T2 T3
0 1,64 +0,13 1,73 £ 0,08 1,80 + 0,08 1,84 £ 0,02
1 1,83 £0,12 1,80 £ 0,05 1,88 £0,12 1,92 £ 0,03
2 2,50 £ 0,05 2,00 = 0,05 1,97 £ 0,06 2,18 +0,08
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Dias TO (Control) T1 T2 T3
3 2,90 £ 0,09 2,50+0,29 2,27+ 0,06 2,43 +0.03
4 3,27+0,15 3,12+£0,13 3,12+0,13 3,12+0,10
5 4,83 £ 0,08 5,15+0,05 5,12 +0,08 5,10+0,10
6 5,63 £0,32 5,72+ 0,20 6,00 £ 0,25 6,13 £0,25
7 7,25 +0,25 6,68 £ 0,16 6,95 £ 0,05 6,67 £0,14
8 8,07 £ 0,06 7,48 £ 0,08 8,07+0,12 8,05+ 0,05
9 8,68 +£0,16 8,40+ 0,13 8,58 £0,14 8,68 + 0,16
10 9,13+0,13 8,93+ 0,08 9,20 +£0,18 9,40 £ 0,05
11 9,62 +0,14 9,93 +0,13 9,85+ 0,05 10,78 £ 0,06
12 9,40 +0,10 9,92 +0,14 9,58 £0,14 10,15 £ 0,09
13 9,25+0,25 9,50+ 0,05 9,17+0,29 9,73 +0,08
Figura 1
Flujo cuantitativo de selecciéon documental
12
-e- Control (F/2)

104 - N-P 10:1

8- N-P 15:1

-+ N-P 20:1

T T T T T T
6 8 10 12 14

Tiempo (Dias)

Concentracion celular (106 cél/mL)
(e}
|

o
N -
N

Nota. Los puntos representan los valores promedio de la densidad celular (108 cél-mL™) y las barras verticales indican
la desviacion estandar (n = 3). Circulos (6valos) con letras distintas en el Dia 11 denotan diferencias estadisticas
significativas segun la prueba de comparacion multiple de Tukey (p < 0.05). El tratamiento N-P 20:1 (T3) se agrupd
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 en las formulaciones En el aspecto nutricional, la disponibilidad de

suplementadas con biol responde a la etapa de
reprogramacion metabolica propia de la transicion a
un medio organico (Pérez-Garcia et al., 2011;
Richmond y Hu, 2013). Al asimilar carbono organico
y CO, (metabolismo mixotrofico), la célula optimiza
la eficiencia energética al suprimir vias disipativas
como la fotorrespiracién, alcanzando rendimientos
superiores en la fase estacionaria (Pérez-Garcia et al.,
2011). La mayor respuesta observada en la proporcion
N:P 20:1 se alinea con lo determinado por Benavides
y Muelas (2023), quienes reportaron dicha relacion
estequiométrica como la de mayor eficiencia bioldgica
para C. vulgaris.

nitrégeno en forma de péptidos y aminodacidos libres
reduce el gasto bioenergético necesario para la
reduccion de nitratos inorganicos (Mufioz-Valencia et
al., 2021). Aminoéacidos como la glicina y el glutamato
presentes en el biofertilizante sirven como precursores
directos en la sintesis de porfirinas para la formacion
de clorofila (Shanthi et al.,2021). La formacion
eventual de agregados celulares responde a
macromoléculas organicas del biofertilizante que
actian como biofloculantes neutralizadores de carga
superficial (Lurling, 2021; Khalatbari et al., 2024).

Para validar la confiabilidad de la densidad
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optica (DOego) frente al conteo microscépico directo oscilaron entre 0,973 y 0,991; resultados que
en camara de Neubauer, se efectué un andlisis de ratificaron que la lectura de absorbancia reflejé
regresion lineal con correccion de blanco fielmente la multiplicacion celular sin interferencia
espectrofotométrico, encontrandose una asociacion por coloracion residual, de acuerdo con L6pez-Parra
positiva y altamente significativa (p < 0,05) en todos (2011), Ruangsomboon (2012) y Oliveiraetal. (2020).

los tratamientos segun el modelo Y = aX + b (Figura
2), con coeficientes de determinacion (R?) que

Figura 2
Regresion lineal entre la Densidad Optica (680 nm) y el Conteo Celular en los diferentes tratamientos
14,00
%, 12,00
£ y = 8,4733x- 0,193 °
;8 10,00 R?=0,9787 . ";C"
S = - 0.l
2 800 y—8,72493x 0,3172 %
= R?=0,991 PRy
E} R P y =7,9861x - 0,0564
g &0 ~ 'sw ““ R?=0,9735
et 2.0 y = 8,0665x - 0,1111
5 400 - R? = 0,9877
= %" *
g 200 &
0,00
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200 1,400
Densidad Optica (680 nm)
@ Control (TO) @T1 T2 @T3
Modelamiento cinético del crecimiento mediante el tratamiento T2 (N:P 15:1; B = 0,590 d*; p = 0,158 d-
modelo de Gompertz ! seguido por T3 (N:P 20:1; B = 0,483 d; p = 0,134

dL. La capacidad de carga (C) registré su mayor valor
en T1 (C = 0,760) dentro de los medios organicos,
frente a TO (C = 0,789). Coeficientes de determinacion
elevados (R? > 0,996) demostraron una alta precision
en el ajuste cinético (Figura 3).

Los parametros cinéticos derivados del ajuste
al modelo de Gompertz modificado, se resumen en la
Tabla 3. La tasa relativa de crecimiento (B) y la tasa
especifica () alcanzaron sus valores maximos en el

Tabla 3
Constantes y Parametros Cinéticos del Modelo de Gompertz (u, B, Tg, M, C, 1) en cultivo de C. vulgaris
Tratamientos C B M R? n A n Tg DFE MDP
(log) (dias™)  (dias) (dias™)  (dias) (dias) (dias) 10°cél-mL’

Control () 0,789 0,398 3,499 0,996 0,116 0,989 1,928 2,604 5,020 10,23
N-P 10:1 0,760 0,473 3,934 0,997 0,132 1,820 1,857 2276 4,228 9,95
N-P 15:1 0,727 0,590 4,047 0,998 0,158 2,353 1,776 1,908 3,389 9,57
N-P 20:1 0,753 0,483 4,097 0,99 0,134 2,029 1,841 2,247 4,137 10,42

Nota: Lectura de constantes y parametros cinéticos del modelo de Gompertz: C: Constante asintota (capacidad de
carga); B: Tasa relativa de crecimiento; M: tiempo del punto de inflexion; R% Coeficiente de determinacion; y: Tasa
de crecimiento especifica; A: Tiempo de adaptacidn (fase lag); n: Nimero de generaciones; Tg: Tiempo de generacion;
DFE: Duracion de la fase de crecimiento; MDP: Méaxima densidad poblacional experimental (dia 11).
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Figura 3
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Curvas cinéticas de crecimiento celular de C. vulgaris ajustadas al modelo de Gompertz

Model: N=6.221849+C*exp(-exp(-B*(t-M}))

71

¥=6.221849+( 7887910198886 ) exp(-exp(-{. 398377576 11508)* (x-(3.4990679966712)))
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)

68}
67}
66}
65}
64}
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Nota: Diferentes relaciones estequiométricas N-P evaluadas: a) Control (TO0), b) N-P 10:1(T1), ¢) N-P 15:1 (T2) y d)
N-P 20:1 (T3). Los circulos representan los valores experimentales observados de la concentracion celular (108
cél-mL-1) y la linea continua roja corresponde al ajuste matematico estimado por el software (R2 > 0.996).

La fase de latencia (A) fue menor en el control
inorganico (A = 0,989 dias), mientras que en los
medios suplementados con biol vari6 entre 1,820 dias
(T1) y 2,353 dias (T2). Esta diferencia refleja la
induccion de transportadores especificos y el reajuste
enzimético necesario para asimilar el sustrato organico
(Pérez-Garcia et al., 2011; Mufioz-Valencia et al.,
2021).

En el tratamiento T3, el tiempo del punto de
inflexion (M = 4,097 dias) indica que las células
destinaron las etapas iniciales a la acumulacion de
reservas e hipertrofia celular previo a la division
masiva (Wang et al., 2018; Liirling, 2021). Aunque T2
presentd una mayor velocidad en la fase exponencial

pura, la biomasa total acumulada favorecié a T3
debido a la extension sostenida de su etapa productiva.
El balance estequiométrico N:P previno fendmenos de
inhibicion por amonio o toxicidad organica (Zare,
2018; Shanthi et al., 2021).

Contenido de pigmentos
productividad de biomasa

fotosintéticos vy

Al finalizar el experimento (Dia 13), el
tratamiento T3  (N:P  20:1) presentd las
concentraciones mas elevadas de clorofila a (9,2531 +
3,5882 mg-L™Y) y clorofila total (10,9274 + 4,5473
mg-L1), superando los valores del control TO (8,9061
+5,6109 mg-L™) (Tabla 4, Figura 4).
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Tabla 4

Concentracion de Pigmentos: Clorofila a, b y Total (mg-L-1)
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Tratamiento Clorofila-a (mg-L™) Clorofila-b (mg-L") Clorofila Total (mg-L™)
Control (T0) 7,4603 +4,4087 1,4458 + 11,2114 8,9061 = 5,6109

T1 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

El incremento en el contenido de clorofila
concuerda con lo reportado por Abdulsamad y
Varghese (2017), confirmando que el aporte de
oligoelementos y nitrdgeno organico promueve la
sintesis de pigmentos. La optimizacion del complejo

Tabla 5

fotosintético en T3 se tradujo en una mayor
produccion de biomasa seca final (0,6560 + 0,0461
g-L™) y una productividad de 0,0410 = 0,0029 g-L*-d-
! (Tabla5).

Rendimiento Gravimétrico: Biomasa Final (g-L) y Productividad ry (g-L*-d"})

Tratamiento Biomasa Final Xt (g-L1) Productividad ry (g.L'-d")
Control (T0) 0,6193 +£0,0319 0.0387 + 0,0020

T1 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 4
Analisis comparativo de clorofila total y productividad de biomasa

__ 0.06+ - 20

= o

b -15 8

2 0.04 = . -1 41
X & B3 Productividad ry(g.L".d™")
T 10 o ;

o g == Clorofila Total (mg/L)

= 0.024 =5
: s €

T L
S Lo

o

0.00- -0

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

Tratamientos

N-P 20:1

Nota. Efecto de las diferentes relaciones N-P del biol sobre la productividad volumétrica r (g-L*-d™) y la concentracion
de clorofila total (mg-L*) en C. vulgaris. Las barras representan la media + desviacion estandar (n=3).

A diferencia de dosis volumétricas fijas que
corren el riesgo de generar saturacion nutricional, la
regulacion estequiométrica N:P ajusta la asimilacién
bajo el modelo de Redfield, garantizando el consumo
progresivo de nutrientes (Klausmeier et al., 2004).

Analisis de correlacion de variables

El andlisis de correlacion de Pearson

evidencié asociaciones significativas entre las
variables fisiolégicas, cinéticas y gravimétricas
(Figura 5). La clorofila a mostré una correlacion
positiva muy fuerte con la clorofila b (r = 0,96) y una
relacion positiva moderada con la biomasa final (r =
0,63). Esto confirma que la sintesis de pigmentos
promovio la fijacion de carbono y el rendimiento de
biomasa (Shanthi et al., 2021).
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Figura 5
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Mapa de calor de correlaciones de Pearson entre variables cinéticas, morfométricas y fisiologicas
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Nota. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) calculados para las variables analizadas en el cultivo de C. vulgaris.
Tg: tiempo de generacién, n: nimero de generaciones, B: tasa relativa de crecimiento, MDP: maxima densidad

poblacional.

Por su parte, la biomasa seca final presentd
una relaciéon positiva con la tasa relativa de
crecimiento (B, r = 0,53), pero mostré correlaciones
negativas con la méxima densidad poblacional (r = -
0,63), el nimero de generaciones (n, r = -0,62) vy el
tiempo de duplicacién (Tg, r = -0,57). Esta respuesta
se atribuye al efecto de autosombreado: a densidades
elevadas, la atenuacion de luz limita la fotosintesis
individual, estabilizando el rendimiento de biomasa
por unidad de volumen (Acién et al., 2012).

Se identificd una correlacion inversa casi
perfecta entre la tasa relativa de crecimiento (B) y el
tiempo de duplicacién (Tg, r = -0,99), asi como una
relacién directa exacta entre la maxima densidad
poblacional y el nimero de generaciones (r = 1,00).
Esta coherencia estadistica respalda la validez del
modelo de Gompertz modificado para describir la
cinética de C. vulgaris bajo suplementacion orgénica
(Klausmeier et al., 2004; Wang et al., 2018).

Caracterizacion quimica y microbiol6gica del
biofertilizante

La caracterizacion quimica del biol
determind un perfil nutricional Optimo para la
suplementacion de cultivos microalgales, registrando

concentraciones de nitrégeno total (N) de 1.38 %,
fosforo total (P205) 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 &mbito fisicoquimico, la medicién directa del
potencial de hidrégeno (pH) reportd un valor de 3.96,
mientras que la conductividad eléctrica (CE) alcanz6
los 19.97 dS-mL™,

Los ensayos microbiolégicos confirmaron
que el bioinsumo cumple con los criterios de
inocuidad y limites de calidad para insumos organicos
y estandares ambientales (Gomez-Brandén et al.,
2024; Ingram & Millner, 2007). Se registr6 una carga
de coliformes totales de 5,2 x 10? UFC - mL™Y,
coliformes termotolerantes de 3,5 x 10' UFC - mL1y
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.

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.
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La producciéon de clorofila total y Ia
productividad de C. wulgaris 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 caracterizaci6on  fisicoquimica  del
biofertilizante obtenido a partir de residuos de pescado
demostr6 que posee una alta concentracién de
macronutrientes y raciones nitrogenadas organicas
pre-digeridas, compuestos que actlan como
inductores metabolicos para el crecimiento de C.
vulgaris y desde el punto vista microbiolégico, cumple
con los criterios de inocuidad y limites de calidad para
insumos organicos y estdndares ambientales.

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