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RESUMEN

En el presente trabajo, se analizé la eficiencia del
humus de lombriz como fertilizante en cultivos monoal-
gales. Los ensayos se realizaron en fiolas de 250 ml
utilizando las concentraciones de 50 mg/l, 100 mg/l y
200 mg/1. Se tomb como control el medio nutritivo inor-
génico WOODS HOLE MLB (medio desarrollado por Marine
Biological Laboratory de Woods Hole Oceanographic Ins-
titute) el cual es especifico para cultivo de algas de
agua dulce. Para que la temperatura sea constante se u-
tilizd una cémara que permitid mantener a 20°C(+ 2°C);
en la iluminacién de la misma se utilizaron lé&mparas
fluorescentes frias, que proporcionaron intensidades

entre 2500 - 3700 lux.

Las algas utilizadas fueron aisladas del medio natural,
caracterizélndose estas, por su abundancia y mayor pre-
dominancia en el contenido estomacal de los organismos
presentes en dicho medio (Rfo Babahoyo). Estas fueron
Diatoméas (Nitzchia sp.), Cloroficea (Scenedesmus sp.),
Cianoffcea (Aphanothece sp.).

Se realizbd seguimiento del cultivo por 15 dfas. E1 nG-
mero de células/ml para todos los ensayos fué propor-
cional a la concentracibn de humus utilizado. Los mejo-
res crecimientos con humus resultaron Para concentra-

ciones de 200 mg/l. E1l mayor crecimiento con humus se



dié en Scenedesmus sp. (8,5 millones de cel/ml), a pe-
sar que resulté ser menor que el control (medio inorgé-
nico).

El cultivo de mejor crecimiento en relacién a su con-
trol fué el de Avhanothece sp. (200 mg/l), aunque solo

se llegd a un méximo de 7,5 millones de cel/ml.

El uso de un biofertilizante (orgénico-inorgénico) de-
mostrb6 ser mejor, llegando sus crecimientos ser simi-
lares (r = 0,917) a su control. Obteniéndose como re-—

sultado una reduccibn del costo hasta en un 47,6%
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INTRODUCCION

La fertilizacibén orgénica es una técnica aceptada en el
cultivo de peces en todas partes del mundo y ha sido en
los Gltimos tiempos sujeto a investigaciones por acua-
culturistas en Israel y EEUU, (Bardach et al. 1972);
(Schroeder, 1974, 1975 a,b); (Rappaport et al., 1977):
(Stickney et al., 1977); (Buck et al., 1978 a,b);
(Burns, 1978); (Maddox et al., 1978); (Rappaport and
Sarig, 1978); (Stickney and Hesby, 1978); tratando de
dar respuestas a las diferencias significativas de los
efectos que se tienen en las distintas condiciones de

medio aplicado.

Los estudios a la fecha han examinado la eficacia de la
aplicacién de fertilizantes orgénicos tales como: ex-
crementos de cerdos, ganado y aves, suministrados a
piscinas conteniendo variadas especies en cultivo
(Stickney et al., 1979), pero poco se ha hecho, utili-
zando humus como fertilizante en sistemas abiertos y

cerrados.

El principal propésito de abonar es estimular el creci-
miento de bacterias que se desarrollan en las particu-
las orgénicas, las mismas que entran a formar parte en
la cadena alimenticia. Este crecimiento bacteriano de-
pende por un lado de las condiciones ambientales (tem-—

peratura, oxigeno y minerales disponibles) y por otro
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lado, del &rea de superficie de la materia orgénica 1li-
bre para el atagque (Hepher y Pruginin, 1985). Mientras
més pequefias son las particulas de materia orgénica,
més grande es el &rea total de superficie ror unidad de
volumen disponible para la fijacién y ataque bacteriano
y mayor la cantidad de bacterias producidas. Puesto gque
algunos organismos como la fauna del fondo estén
limitados en su movimiento, las particulas de abono
deben ser dispersadas lo mis posible por todo el
estanque. Por lo antes anotado cualguier abono animal
de granja que satisfaga las dos condiciones (particulas
finas, de féecil dispersibn) es adecuado para su uso en

los estangues (Hepher y Pruginin, 1985).

Los incrementos en todos los costos de produccibn en
nuestro pais (hablando de Acuicultura en especial son:
semilla, alimento, combustible y fertilizantes) ha ge-
nerado la necesidad de buscar alternativas de manejo,
que disminuyan los costos de los métodos tradicionales,
sin restar eficiencia en 1los resultados. Pero antes de
emprender con nuevas alternativas, es preciso la reali-
zacibn de ensayos previos y anllisis del nuevo material

a introducir.

El uso del humus como fertilizante, se sabe, es base de
la fertilidad del suelo y, ror ello, resulta del méximo

interés para agrbénomos y especialistas en fertilizaciébn

-
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(Gros, 1981). T,

Se conoce que la poblacién mundial era 1500 millones de
personas en 1900, 4000 millones en 1973 y podrén alcan-
zar los 6000-7000 millones de personas en el afio 2000.
En 1978 la situacién alimenticia estaba lejos de ser
buena. Segfin Gros (1981), la poblacién mundial en un
50% est& mal alimentada y el 10% se encuentra con ca-
rencia grave de alimentacién. Lo qQue hace pensar que la
situacibébn serfa més critica conforme transcurre el
tiempo; mas afin si no se toma conciencia de la grave
destruccién que estamos haciendo en nuestros suelos,
con el uso indiscriminado de fertilizantes inorgénicos;
que lo que hace es aniquilar los microorganismos que
son los responsables del mantenimiento de la capa himi-
ca, la misma que mantiene caracteristicas fisicas v
quimicas favorables para el mantenimiento de 1la vida

terrestre y acuftica.

Se puede pensar gue la solucibn a la grave crisis ali-
menticia serfa el incremento en las tierras cultiva-
bles, pero no es as{; se trata en todo caso de innovar
manejos y métodos de produccibn que tenga como intere-
ses generales: incremento de la produccibn necesaria
rara alimentar adecuadamente a la poblacibn y eventual-
mente aumentar la exportacidn de excedentes; incremen-

tar la eficiencia de la produccibn en cuanto a la pro-
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ductividad por hombre/hectérea y disminucibdn debida a
rlagas, enfermedades, malas condiciones de almacenaje y

transporte (De Schutter et al., 1982).

El humus, debido a sus caracteristicas fisicas y quimi-
cas resulta una alternativa gue daria excelentes resul-
tados para la produccibébn de fitoplancton y consecuente-

mente del zooplancton.

Ha sido probado que fertilizantes que usualmente son
utilizados en la agricultura (suelo), han dado buenos
resultados en cultivos de algas (Trivifio y Arellano,
1987). La idea fundamental es dar nutrientes en las
formas y cantidades que el plancton necesita. La uti-
lizacién del humus como estimulador de la productividad
primaria no ha sido aclarada, pero su uso en la agri-

cultura esth bién definido.

La Lombricultura, a més de producir proteina proporcio-
na en forma controlada humus. Procurando esta actividad
ser anexada a la acuicultura, por lo que sus dos pro-
ductos principales (lombrices y humus) son de grén im-

portancia para ésta.

El humus al mineralizarse libera poco a poco los ele-
mentos nutritivos para las plantas, sirve ademls de
sostén a un gran ntmero de productos orglnicos (anti-

bibéticos microbianos, sustancias hormonales y catali-
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ticos) que se liberan durante la descomposicibn de la
materia orgélnica en el suelo o qQue son sintetizados por
los microbios, y cuya importancia en la actividad bio-
l6gica de las tierras es indudable, aungue mal definida
todavia (Gros, 1981).

El término humus designa las sustancias orgénicas va-
riadas de color pardo negrusco, que resultan de la des-
composicibébn de materias orglnicas de origen exclusiva-
mente vegetal (estiércoles, pajas, cultivos enterrados,
restos de cosechas, etc), bajo la accibn de microorga-
nismos del suelo y las lombrices de tierra (Gros,
1981). Se conoce que el humus presenta concentraciones
elevadas de carbbn, nitrébgeno, fbsforo y potasio, tra-
téndose de demostrar en el siguiente trabajo, si las
concentraciones normales en el suelo (1% - 3%) o meno-

res a esta pueda tener efectos positivos en el agua.

Se busca en el presente trabajo probar la eficiencia
entre los fertilizantes orgénico (humus de lombriz)
utilizando como patrén de medida un nutriente inorgé-
nico (WOODS HOLE MBL) en tres cultivos monoalgales y
determinar curvas de crecimiento durante sus fases de

desarrollo.

'TECH
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CAPITULO I

BIBLIOTECA
FRC. ING,
MARITIMA

IMPORTANCIA DE LA FERTILIZACION EN EL
CULTIVO DE ALGAS

CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DEL FITOPLANC-
TON

El fitoplancton que forma parte del plancton
ha sido més estudiado Yy mejor conocido que
los organismos del bentos. Al fitoplancton
se lo definirfa como "el plancton capaz de
fotosintetizar"”. Esta capacidad no significa
necesariamente autotroffa, entendiéndose por
tal la capacidad de nutrirse sintetizando
todos sus constituyentes celulares a partir
exclusivamente de sustancias inorgénicas. Por
lo tanto, capacidad fotosintética no es sinb-
nimo de autotroffia. Hay organismos fotosinte-
tizantes autétrofos y atin heterbétrofos facul-
tativos y fagbtrofos, que ingieren particulas
orghnicas figuradas e incluso ejercen preda-
cibén, asi como hay autétrofos no fotosintéti-

CcoSs.
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Actualmente, la mayor parte de los conoci-
mientos sobre el fitoplancton se basa en el
estudio del material sedimentado o filtrado
de muestras de agua a la gue se afiade un fi-
Jador. Es posible separar células del fito-
plancton de otros materiales (y afin unos gru—
pos de otros), por medio de centrifugaciébn en
gradientes de densidad, pero conviene recor-
dar que gran parte de los conocimientos sobre
la organizaciémn y vida de los productores
primarios del plancton se han obtenido a base

de cultivos axénicos, o unialgales, de las

BIELI" "ECA diferentes especies.

IARITIMA

Las algas en general pueden ser definidas
como ‘“pequefios organismos plancténicos rig-

mentados de estructura relativamente simple".

Por lo antes mencionado el fitoplancton in-
cluye algas autbébtrofas fotosintéticas. Son
principalmente formas unicelulares, aunque
algunas de ellas forman cadenas (por ejemplo,
las algas verde-azules filamentosas como
Irichodesmium v las diatoméas coloniales) o
bién son plantas multicelulares macroscbpi-

cas.

El ntmero de Clases de organismos conside-—
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rados como "algas'" varia seglin los distintos

autores.

Segln Pascher (1931); Bourrelly (1966-1972);
Taylor (1978) y Cox (1980), la clasificacibn
mas generalmente aceptada es:

Cyanophyceae
Rhodophyceae
Dinophyceae
Cryptophyceae

Raphidophyceae

Chrysophyceae
Bacillariophyceae
Xanthophyceae gA_?
Euglenophyceae

Prasinophyceae

Euchlorophyceae

De las anteriormente sefialadas las més impor-
tantes como alimento de las especies son,
segln Morris (1967).

Clase Bacillariophyceae.- Las diatoméas son
plantas diminutas gue transforman los nu-
trientes inorgénicos del agua en orglnicos,
mediante un proceso fotosintético. Presentan
coloracibn pardo dorada ya que poseen cloro-

fila a ¥y ¢ y pigmentos carotenoideos (Dawes,
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1986).

El silicio, que es caracteristico de las dia-
toméas no solo es necesario para las valvas,
sino que también forma parte de enzimas de
estas algas y, posiblemente, en otras (Marga-

lef, 1983).

En lo que concierne a la reproduccién se
conocen cuatro maneras diferentes:

- Divisibn celular

- Auxosporos

- Esporos de resistencia y

- Microsporos

5 Estos organismos son componentes comunes del
Fas, Sl plancton y del bentos en hébitats marinos y
dulce acuicolas, asi como del hébitat terres—
tre, siendo productores primarios muy impor-

tantes en los ecosistemas.

Entre las especies més itiles vy representa-

tivas usadas en Acuicultura tenemos:
paeudonana, I. fluviatilis, _Phaeodactvlum

C. simplex, Ditvlum brightwellii.
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Clase Haptophyceae.- Sus representantes se
caracterizan por poseer, ademds de wun par de
flagelos, un brgano egpecial flageliforme, el
haptonema. Contienen clorofila a ¥y c, cubier—
tas por pigmentos carotenoides gue son los
gue le dan la coloracibn café-dorado. Su re-
produccibn es por divisién celular o zoospo-
ras y no se les conoce reproduccidn sexual.

Pon organismos principalmente marinos. Entre
las especies més comunes de este grupo
tenemos: Isocrisis galbana, Ricrateria
inornata, Crisosphaera carterae, Cocoolitnus
huxlevi; probablemente Monocrigis lutheri

pertenece a este grupo.

Clase Prasinophyceae.- Comprende tanto orga-
nismos unicelulares, como grupos de células,
inméviles o mbéviles, estas Gltimas con uno,
dos o cuatro flagelos. La reproduccibén se
lleva a cabo mediante divisién celular o
esporas mbviles, sin que exista evidencia de
reproduccidén sexual. Las especies de esta
clase son predominantemente marinas entre las
que tenemos: Pyranimonas grossil, Tetrasel-
mis suecica, v Micromonas pusilla.

Clase Chlorophycea.— Son organlsmos caracte-
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rizados por contener clorofilas a vy b por lo
que su color es verde intenso. Constituyen un
grupo muy amplio y variado de algas unicelu-
lares, de vida «colonial y filamentosas. Se
conoce gque estos tipos de algas poseen una
acumulacibn excepcional de silicio (Margalef,
1983). ©Se hallan mejor representados en las
aguas dulces gQue en las marinas. Entre estas
tenemos: Dunaliella tertiolecta, Chrorella
ap., Nannochloris atomus, Chalamydomonas

Clase Chrysophycea.- Predomina la forma fla-
gelada vy son de color café dorado poseen
clorofila a vy ¢ . El desarrcllo de estas es-
recies parece estar asociado a concentracio-—
neg relativamente bajas en nutrientes. Su
reproduccidén se lleva a cabo mediante divi-
sibn celular o =zoosporas. La mayoria de los
miembros son dulce acuficolas, aunque existen

algunas formas marinas. Como por ejemplo

ciertas especies de Monochrvsis.

Clase Cryptophyceae.- Son organismos unicelu-
lares eucaribticos que poseen dos flagelos

con pelillos vy de diferente longitud.



Magi j;‘.";.."i

1.2

24

Presentan varios colores debido a 1la presen-
cia de clorofila a, carotenoides y ficobili-
nas. La divisibén celular es el Gnico tipo de
reproduccidén que se les conoce. Sin embargo,
a veces alcanzan wuna alta densidad poblacio-
nal y pueden elevar significativamente el
zooplancton ya que constituyen excelente ali-
mento para ellas (Infante y Litt, 1985).
Abundan més en las aguas costeras que en las
ocefnicas entre las mismas tenemos:
Chroomonas salina (frecuentemente puesta den-
tro del género Cryptomonas o el género Rhodo-

monas) .

AGENTES QUE ESTIMULAN LA PRODUCTIVIDAD
PRIMARIA

Las propiedades del plancton como componente
del ecosistema, son el resultado de 1lo que
ocurre en espacios muy pequefios, donde se ma-—
nifiesta la interaccibébn de los microorganis-
mos con el agua o ambiente (Margalef, 1983).
La reaccibn de los organismos a las condicio-
nes de luz, nutrientes, temperatura, pueden
tener una base genética y, como tal, es su-

ceptible de cambio y evolucibn.
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El fitoplancton, en concecuencia més parece
una comunidad menos controlada desde dentro
aque desde fuera. Neo hay en el plancton nada
comparable a la estructura rigida y al siste-
ma de transporte que caracteriza al bosque,

con hongos, raices, madera y hojas.

+

En el plancton el control se ejerce por el
medico fisico, por la estructura mbévil de las
masas de agua, con celdillas de circulacibn y
remolinos de todos los tamafios. Es importante
gue para todos los proyectos de cultivos de
algas unicelulares, se acabe diseflando un
“&rbol tecnolbgico” gque incluya soluciones
nutritivas, bombas de circulacidn o agita-
cibén, dispositivos de iluminacidén con espe-

Jos, etc.

Para poder entender el comportamiento dgel
plancton es importante conocer su comporta—
miento en el medio natural; como por ejemplo,
en aguas naturales lag condiciones de luz vy
temperatura, estén estrechamente asociadas
con las relaciones estacionales y latitudi-
nales & la radiacidn solar y distribucibdn con

la profundidad.

En aguas naturales los efectos de luz son
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claramente presentes por la distribucibn y
actividades a las distintas profundidades. La
penetracibén de la luz es diferente en aguaz
naturales y es extremadamente variada, pero,
las profundidades con 1% de la intensidad =u-
rerficial usualmente marca el nivel minimo de
la zona eufotica en la cual puede ser apre-

ciable el crecimiento y fotosintesis.

A més de la luz y temperatura existen otros
factores que influyen sobre el cultivo de
algas; estos son: salinidad, pH y potencial
redox (Coll, 1983). En cultivos masivos de
algas la iluminacibn puede ser natural y ar-—
tificial. La cantidad de energfa luminica
(lux) debe ser 6ptima para la especie en
cultivo, pudiendo variar la intensidad desde
200-15000 lux (Coll, 1983). La temperatura
rara las algas de agua dulce varia entre 20-
30°C siendo menor en las algas marinas (Coll,
1983). El pH bptimo para la alga depende de
la especie pero varia entre 7 v 9. La produc-
cién de oxfigeno que llega aparejada una acti-
va fotosintesis, hace que el medio de cultivo
de microalgas en presencia de la luz sea oxi-
dante, por lo gque en concentraciones muy

altas es recomendable usar reductores para el
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equilibrio del potencial redox (Coll, 1983}).
Los factores anteriormente mencionados no son
independientes, sino que se influyen mutua-
mente, esto hace gue el proceso de optimiza-
cién de las variables de cultive de una de—

terminada especie, sea un estudio complejo.

LOS FERTILIZANTES COMO AGENTES DE ESTIMULA-
CION DE LA PRODUCTIVIDAD PRIMARIA

1.3.1 ACCION DE LOS ABONOS ORGANICOS
Los fertilizantes son frecuentemente
adicionados a las piscinas para incre-
mentar la abundancia de plantas micros-—
cbpicas (fitoplancton) y animales (zoo-
plancton) e incrementar la produccibn de

otros organismos bicacuidticos.

Altas concentraciones de nutrientes fa-
vorece el desarrclle de densos floracio-
nes de cianofitas; estas, en exceso, son
responsables de problemas en los estan-—
gues, incluyendo olores v presencia de

sustancias téxicas (Huet 1983).

be conoce gue el asbono orgénico posee
una accibn favorable bién comprobada por

las altas producciones obtenidas en las
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piscinas alimentadas por aguas con puri-
nas de granjas y/o0 aglomeraciones agri-

colas.

Esta accibn favorable se debe al hecho
de que los abonos orgénicos:

1) Contienen a 1la vez casi todas las
sustancias nutritivas indispensables pa-
ra el ciclo biolégico de las plantas.

2) Tienen con frecuencia una accidn fa-
vorable sobre la estructura del suelo.
3) Favorecen la multiplicacidén de bacte-
rias en suspensibdn en el agua, lo que
tiene accibén favorable scbre el desarro-
llo de zooplancton.

4) Son indispensables para la accidn de

los abonos fosfatados y potésicos.

Sin embargo, el abono orgénico puede
rresentar algunos inconvenientes tales
como:

1) Puede provocar la deficiencia de oxi-
geno la cual es temible en horas matina-
les en tiempos chlidos.

2) Puede ayudar a la accién de algunas
enfermedades provocadas por la descom-

posicibn de las branquias de los orga-—
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nismog alli cultivados.

1.3.2 ACCION DE LOS ABONOS INORGANICOS

El abonamiento inorgénico es el medio
més sencillo para aumentar la produccidn
natural. Esta aumenta sin hacer correr =
los peces el riesgo de enfermedades ali-
menticias, por el contrario medora el
estado sanitario del estanque. Mientras
la luz y el calor sean suficientes, la
productividad depende de la abundancia
relativa inorgénica que interviene; agui
se establece la ley del minimo, segtGn la
cual, la base de 1la produccién total se
establece sobre las sustancias indispen-
sables (para la alimentacién de las
rlantas) gue se encuentran en menor
cantidad teniendo en cuenta su utilidad

relativa.

Los abonos ejercen su accibn sobre la
beneficiosa influencia gque tiene sobre
el fango, que es el verdadero laborato-
rio productivo del estanque y no PoOr asc-—
cibn directa sobre la masa acucsa y los
organismos que contiene en suspensidn

(Huet, 1983). Por lo anteriormente ano-
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tado la productividad del estanque vie-

ne determinado por la buena actividad

del suelo.

Las sustancias fertilizantes liberadas
ror los abonos son absorvidos por el
fango, aque los restituye lentamente.
animaleg no tienen entonces directamente
nada que ver con las materias minerales
nmatritivas. Los mejores vegetales acua~-
ticos desde el punto de vista producti-
vo, por tener las raices poco desarra-—
lladas, solo pueden utilizar las materi-
rias minerales cuando estén disueltas en
el agua, lo mismo pasa c¢con el plancton

vegetal.

1.4 EL HUMUS, BASE DE LA FERTILIDAD

1.4.1 PROCESO PARA LA OBTENCION DEL
HUMUS

Desde hace miles de afios el hombre reco-
nocio la importancia gque tiene 1la mate-
ria orgénica en la produccién de alimen-

tos.

La historia data de como el indio llama—

do Squanto ensefit a los peregrinos a
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cultivar el mafiz enterrando un pez muer-

to en cada planta.

Casi todas las formas de vida que exis—
ten en los suelos depende de la materia
orghnica para la obtencidén de energla y
nutrientes (Foth, 1988). A pesar de ello
se conoce también las limitantes, ya que
hace més de 100 afios Liebig (1952) sefia—
16 que aguellos suelos constituidos en
un 100% con materia orgénica son de na-—

turaleza muy infértiles.

Los resfduos orgénicos que se afiaden al
suelo no se descomponen como un todo,
quienes lo hacen, son los constituyentes
quimicos que se descomponen de manera
independiente entre sf{. En la formacidn
de humus a partir de residuos vegetales
hay una r&pida reducciébn de: a) consti-
tuyentes solubles, b) celulosas y ¢) he-
micelulosas. Un incremento relativo en
porcentajes de lignina y un aumento en
el contenido de proteinas. Se piensa que
las nuevas proteinas en su mayor parte
son formadas por las actividades sinte-

tizadoras de los microorganismos (Foth,
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19886).

En el proceso de la descomposicidn de la
materia orgénica del suelo se distinguen
dos fases: la humificacién (humus joven,
v después humus estable), v la minerali-
zacibn gue es la destruccién del humus
estable debido a otros microbios que lo
destruyen progresivamente (1 a 2% al

afio).

De conoce que la alteracidn de los res-
tos vegetales y su transformacidbn en
sustancias himicas es el resultado de la
accidn conjunta de asoclaciones de mi-
croorganismos, que poseen funciones bio-
quimicas multifacéticas {Kononova,

1982).

De la actividad de los microorganismos
depende en gran medida el destino poste-
rior de las sustancias hfmicaszs recién
formadas. Esta se d& de dos maneras: por
su incorporacidn a nuevos procesos bio-
légicos y descomposicién hasta productos
finales de mineralizacién; o por la con-
servacién en el suelo por perfodos de

tiempo més o menos prolongados gracias a
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la correlacidn de la intensidad de los
procesos de neoformacidbn y descomposi-
ciédn de las sustancias hfiimicas se deter-—

mina la reserva de humus en el suelo.

Es importante conocer estos principios
va que de aqui se fundamenta la impor-
tancia de las condiciones naturales en
la acumulacidn del humus.

Log distintos representantes de la ma-
cro, meso v microfauna son reconocidos
como los que toman parte activa en los
procesos tales como: la acciédn de mullir
el suelo, el transporte de los restos
orgénicos dentro de los limites del per-—
fil v fuera de él, la redistribucidn de
las reservas de sales, el desmenuzamien-—
to y transformacibdn del material humifi-
cado, V¥ la creacién de una estructura
hidroresistente. A esta fauna pertenecen
&caros, colémbolos, enguitreidos, lom—
brices, cochinillas de la humedad, aric-
nidos, insectos., caracoles, nembtodos,
turbelarios, y otrozs invertebrados. De
los vertebrados., Juegan un importante
papel en el sueloc los roedores, topos y

otros animales.
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Un papel activo de los animales en la
transformacién de los restos orglnicos

condujo a los investigadores a la con-
clusién de gque la formacidén de las gus-
tancias hlimicas se efectua principalmen-
te en el intestino de los animales, don-
de la lignina de restos vegetales se
condensa con el amoniaco que se forma al
descomponerse el plasma de los microor-
ganismos habitantes del intestino, y gue
por eso la acumulacibébn del humus depende
en primer lugar, no de culnta materia
orgénica ingresb6 en el suelo, sino de
cuanta pasara a traves del aparato di-

gestivo animal (Kononova, 1982).

Al comentar sobre las funciones de los
animales, no se puede dejar de mencionar
su gran papel en la formacibn de agrega-
dos de suelo hidrorresistentes. La mez-
cla de los restos vegetales con los ele-
mentos minerales, en el intestino del a-
nimal ¥y su aglutinacién por secresiocnes
mucilaginosas, favorece la formacibén de
agregados estructurales que poseen una
solidez excepcional; como por ejemplo,

los excrementos de las lombrices de tie-
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rra. Investigaciones sobre el problema
de la formacibén de agregadoz hidrorre—
gistentes en el intestino de los inver-—
tebrados (colémbolos, lombrices de tie-
rra, etc.) fueron realizados por Sent-
Yler (1938), Ponomareva (1948, 1953),
Zrazhevskiy (1957), vy otros autores.
Merecen atencidén los trabajos que han
demostrado la posibilidad de nuevas for-
maciones en el intestino de los anima-
les; en particular, se ha determinado la
formacibén de calcita en el intestino de
las lombrices de tierra (Ponomareva,

1948).

Es bién conocido que la lombriz (Eisenia
foetida) presenta la capacidad de humi-
ficar, en wun periodo de horas, el mate-
rial orgénico ingerido; este proceso se
inicia con la fermentacibén v mineraliza—
cidn enzimética del material consumido
con lo cual se obtiene fragmentos de mo-
léculas orgénicas complejas, nitrbgeno vy
minerales. Esta etapa comienza en la
actividad bucal y termina en la molleja.
El material orgénico degradadoc en su pa-

80 por la fraccién intestinal, es colo-
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nizado por una alta carga microbiana

simbidtica, la cual forma a partir de
estos materiales, complejos amorfos co-
loidales que son expulsados como deyec-—
ciones ¥ que reciben el nombre de humus

de lombriz.

1.4.2 DEFINICIONES Y CONSTITUCION DEL
HUMUS

La variedad de sustancias orgénicas del
suelo puede ser sistematizada en dos
grupos fundamentales. La primera varie—
dad esta formada por restos orgénicos
los cuales representan los productos de
su descomposicibén; o los productos de la
actividad vital (metabolismo y sintesis)
de la poblacibn viva, agui tenemos a las
proteinas, amino&cidos, hidratos de car-—
bono simples, &cidos orglnicos de dis-
tinta naturaleza, ceras, resinas, ligni-
nas y otros. En suma, los compuestos or-—
génicos de naturaleza individual consti-—
tuyen en los suelos minerales aproxima-—
damente del 10 al 15% de la reserva to-
tal de materia orgénica. La otra varie—

dad es la porcibdn principal de la parte
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orglnica, estando representada por sus-—
tancias hGmicas propiamente dichas, la

formacidén de las cuales se verifica en
procesos de complicadas transformaciones
de los restos vegetales v animales;
constituyendo hasta el B85 y 90% de la
regserva total de humus. Estos son los
dcidos hfmicos y (lmicos, los Acidos
crénicos y apocrénicos (fulvodcidos),
&cido himatomelénico, v por Gltimo las

huminas y ulmina.

Bajo wun breve andlisis comparativoe se
ruede presentar una composicidn elemen-
tal comparativa de las sustancias vege—

tates vy hlmicas.

Composicidn elemental comparativa de las sustancias

vegetativas v himicas

(en % a la materia absolutamente seca, sin cenizas)

Sustancis C H 0 N
Acidos himicos 52-62 3-3.,5 30-33 3,5-5,0
Fulvoacidos 44-49 3.5-5,0 44-49 2,0-4.0
Proteinas 50-55 6,5-7,3 19-24 15-19
Celulosa 44,4 6,2 43,4 no hay
Pentosanas 45,4 6,1 48,5 no hay
Lignina 82-69 5~6,58 26-33 no hay

Ref.: Materia

orgénica del suelo. (Kononova, 1982)
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Debido a los adelantos cientificos se ha
podido determinar la siguiente caracte-

ristica de composicidn del humus de lom-

briz (Eisenia foetida):

CARACTERITICAS DE HUMUS DE LOMBRIZ

(8.C.I.C)

pH 6,8 - 7,2
CaCO= (%) 8,0 - 14,0
Cenizas (%) 27,9- 67,7
Carbono orgénico (%) 18,7~ 38,8
Nitrbgeno total (%) 1.50-~ 3,35
NHa/N. total (%) 20,4~ 6,1
NOzs/N. Total (%) 79,6~ 97,0
N-NHa (prm) 52 -~ 70
N-NO= (ppm) 218 ~ 1698
C.I.C. (meag/100 gr.) ™ - 81
Acid. himico/fulvico 1,43 -~ 2,086
P total {ppm) 700 - 2500
K total {rpm) 4400 - 7700
Ca total (%) 2,8 - 8,7
Mz total (%) 0,2 - 0,5
Mn total (ppm) 260 - 578
Cu total (ppm) 85 - 490
Zn total (ppm) B7 - 404
Capacidad de retencidén de humedad: 1,3 su Vol.
Superficie especifica 700 a 800 m/gramo

Microorganismos/g. seco 20 a 50 mil millones

Una de las propiedades importantes del
humus es su contenido de nitrdgeno, que
varia del 3 al 6%, aungue con frecuencia
la concentracién de nitrbgeno puede ser

mayor o menoyr.
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El contenido de carbono es menos varia—
ble, en general =ze estima en un 58%.
Estas cantidades pueden variar seghin la
naturaleza del humus, su estado de des-
composicibn, en la naturaleza v profun-
didad del suelo, asi como las condicio-
nes climatoldgicas y ambientales en que

se haya formado. El humus es también una

regerva importante de fbézforo vy azufre.

Otra propiedad importante del humus es
su elevada capacidad de intercambio ca-
tibnico. Bl humus absorve grandes can-—
tidades de agua, reteniéndola, ayvudande

asl a evitar la erosibén de los suelos.

1.4.3 PRINCIPALES FUENTES DE HUMUS EN LA
EXPLOTACION

En un suelo normalmente explotado (en
cultivo)} se produce una destruccibdbn de
alrededor de 700 a 1000 Kg/ha de humus,
debido a su mineralizacidn la cual es
supuesta en un 1,2 a 1,6% . Esta veloci-
dad de minerilizacibn depende del cli-

ma, la estructura fisica del suelo la

intensidad del laboreo yv su profundidad.
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Es necesario restituir el humus gue estl
slendo mineralizado v mantener asi un
nivel adecuado en el medio, las fuentes
rara realizarlo son algunas, tales como:
- HEstiercol seco v semiliguids, purin.

- Hnterrado de rastrojos

Residuos de cosechas

Cultivos enterrados de vegetales

verdes.

Otras fuentes de humus tenemos: Los com-—
rost de algas, la turba, y compost urba-—

nos.

El humus es un producto que presenta un
amplio expectro de utilizacidn dentro de
los sistemas de produccibn vegetal v las
ventajas gque él ofrece Justifican am-
pliamente su produccidbn. Las aplicacio—
nes del humus son: frutales, hortalizas,
ornamentales, cultivos industriales, ce-

reales y forestales.



CAPITULO ITI PREPARACION DEL MATERIAL PARA EL
SISTEMA DE CULTIVO

2.1 CONSTRUCCION DE UNA CAMARA PARA TRABAJO
ESTERIL

Las cémaras o vitrinas son usadas en trabajos
estériles, esencialmente dando una proteccidn
contra corrientes de alre y contaminacidn por
el polvo.

Para el control de las variaciones am bienta-
les durante el ensayo, se disefid una cimara,
la misma que a més de mantener un microclima
constante (temperatura y luz) permitid que el
medio esté libre de proliferacidn microbiana
amblental (foto 1). La cémara disefiada fué
adecuada a las necesidades del experimento
(nbmero y disposicién de distribuidores de
aire). El material utilizado para la cons-
truccién fueron léminas de vidrio (4 mili-
metros de espesor) con una base de hierro.

Se establecid las siguientes dimensiones rara
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la cémara: 60 cm de largo, 40 cm de ancho v
30-40 om de altura. Dos de las paredes estin
provistas de orificio: por la pared derecha
se acondiciond la manguera principal de aire
(0,5 om de difmetro) para las fiolas: y por
el frente la manguera (3 em de diémetro) de
aire frio (foto 2).

La manguera que suministra el aire frio
estuvoe recubierta de material aislante, y en
s extremo se conectd a un acondicionador de
aire, el gque mantuvo la cémara a temperatura
constante de 20°C (£2°C).

En la parte superior de la cémara estaba lo-
calizada la compuerta, por la cual se intro-

dujo los materiales a utilizar {foto 2).
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MARITIMA Foto 1 Cé&mara para Trabajo estéril

- '-"‘

Foto 2 Sistema de conexién de mangueras
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2.2 SELECCION Y LIMPIEZA DEL EQUIPO A UTILIZAR

Para 1la ejecucibdn de los ensayos se em-—

plearon:

- Materiales de vidrio:
13 fiolas de 250 ml, en las cuales se llevo
a cabo el cultivo.
13 varillas de vidrio, mangueritas conec-—
tadas a las fiolas, pipetas Pasteur, pipe-
tas graduadas de 1, 2 y 20 ml, 5 fiolas de
250ml para la preparacidn de los medios
"stock", tubos de ensayo, chlmara Neubawer,
porta v cubre objetos, termbmetro, mechero
de alcohol.

- Ademés se utilizaron:

Un bidbn de 10 litros de capacidad, para
agua destilada, alcohol, algodbn, papel

aluminio, gasa y servilletas.

Previo a la esterilizacidén del material de
vidrio, fueron lavados con detergente vy
enjuagados con agua destilada, el método
utilizado para la esterilizacibébn fué calor
seco. Se lo efectud en un horno calentado
electricamente, controlado mediante termos-
tatos provisto de un gran ventilador circun-

dante gque asegura la uniformidad de la tempe-
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ratura en todas las partes del contenido.

El material pléstico (mangueritas para el
aire) fué desinfectado con solucibn de cloro
(300 ppm Hipoclorito de sodio).

Los preparados liquidos (medios de cultivo)
se los esterilizd en una olla de presibn (au-
toclave). El vapor concentrado en la olla ma-
ta las bacterias por desnaturalizacién de sus
protefnas. Una condicién de seguridad conve-
nida para la esterilizaciébn es utilizar vapor
a 121°C durante 15 minutos (Lancet, 1959).
Esta temperatura es adecuada para los medios

de cultivo y soluciones acuosas (Foto 3).

INSTALACION DEL MATERIAL PARA EL SISTEMA DE
CULTIVO

Antes de iniciar los ensayos se desinfectd
con alcohol la cémara, para luego ingresar
todos 1los materiales para el ensayo, los
mismos gque fueron previamente esterilizados
por medio de calor seco, o vapor a presién.
Posteriormente se colocaron las mangueritas-—

varillas en sus respectivos difusores.



Foto 3.

Esterilizacibébn por calor humedo
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La dispocisién de las fiolas fue la siguien-
te:

3 fiolas para el control

3 fiolas con la concentracibédn-humus 1 (50
mg/1)

3 fiolas con la concentracibébn-humus 2 (100
mg/1)

3 fiolas con la concentracibén-humus 3 (200

mg/1)

A 30 cm de la cémara se colocd cuatro lampa-—
ras fluorescentes de 60 watts las mismas que
permitian mantener una intensidad entre 2500
y 3000 lux (foto 2).

La temperatura fué mantenida, con wuna co-
rriente de aire fria gue provenia del acon-—
dicionador de aire; el mismo que se comuni-
caba a éste por medio de una manguera aislan-

te.

OBTENCION DE LAS CEPAS DE ALGAS Y SELECCION

Para la obtencién de cepas, el primer paso
fué la recoleccibn de algas. Para esto se ne-—
cesitd una red bicbdnica de fitoplancton de 1
metro de largo y boca de 25 cm de diémetro
externo con una abertura de malla de 50 pm

(foto 4).



Foto 4. Recoleccibn de Plancton
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El arrastre se lo ejecutd en el Rio Babahovo,
maniobrando un bote a velocidad de aproxima-
damente 1,5 nudos manteniendo la red horizon-
tal, préximo a la superficie, durante 5 minu-
tos.

Las muestras fueron colectadas en frascos,

luego se la enriquecid con medio nutritivo

"para florecer las algas. Posteriormente se

procedidé6 al aislamiento de las células pre-
dominantes (foto 5). El método wutilizado fué
el de micropipeta, este se basa en escojer un
individuo aislado de wuna poblacibn 0 menos
diluida utilizando el microscopio (foto 6).
Las algas seleccionadas fueron:

DIATOMEAS (Nitzchia sp.)

CLOROFICEAS (Scenedesmus sp.)

CIANOFICEAS (Aphanothece sp.)
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Foto 5. Algas predominantes
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Foto 6. Aislamiento de una Scenedesmus Sp.



CAPITULO

IIT INSTALACION DEL SISTEMA DE CULTIVO

3.1 PREPARACION DE LAS FIOLAS CON LOS MEDIOS DE

CULTIVO (HUMUS Y WOODS HOLE MBL) CON SUS
RESPECTIVAS REPLICAS

3.1.1 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO CON

HUMUS

Previo a la utilizacibdén del humus, se
tombé muestras que pertenecian a diferen-
tes etapas del proceso para determinar
ntmero de aerbdbicos totales, coliformes
totales y coliformes fecales. Cabe sefia-
lar segun Gebhardt y Anderson (1959),
que el nfimero de microorganismos del
suelo varfa ampliamente dependiendo de
varios factores tales como humedad,
cantidad de materia orgénica, acidez,
alcalinidad, los mismos que se ven
reflejados en el proceso de formacidn
del humus. Las muestras tomadas fueron

las siguientes:



A) basura en fermentacibn,

B) basura fermentada (lista como lecho),

BiELIO YEC
AT ING, C) humus de lombriz,
Mkl 14
D) lombrices.
Los resultados fueron los siguientes:
Muestra Aercbios Colif. Totales Colif. Fecales
Totales Colonias/g Colonias/g
Colonias/g
A 5,00 x 1013 1,18 x 1010 5,45 x 108
B 1,18 x 101= 6,11 x 101= 2,97 x 105
C 1,00 x 108 1,44 x 107 -
D 1,00 x 108 1,22 x 108 9,567 x 102

Para optimizar el humus de lombriz, fué
pasado por un tamiz de 841 pm. para asi
obtener las particulas mAs finas que
fueron digeridas por las lombrices pe-
quefias.

Conseguido esto, se procedibé a preparar
la solucibébn stock de humus, de esta ma-
nera se consiguibd con exatitud las dife-
rentes concentraciones para el ensayo.
El stock de humus fué preparado de la
siguiente manera:

100 gramos del humus tamizado, en 1 1li-

tro de agua destilada luego de efectuada
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la mezcla se autoclavéd.

Para obtener concentracién de 50 mg/1,
se procedid de la siguente manera:
Se tomé 0,5 ml del stock de humus vy se

lo diluyd en un litro.

Para la concentracién de 100 mg/l:
Se tombé 1 ml del stock de humus y se lo

diluybd en un litro.

Para concentracién de 200 mg/1:
Se tombé 2 ml del stock de humus en un

litro de agua.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO CON
WOODS HOLE MBL

El medio tomado como referencia ha sido
utilizado en algunas experiencias con
especies de agua dulce (Stein, 1973). Su
composicidén quimica es parecida a la de
Guillard-f2, a no ser por la variacibn
que existe en los "macronutrientes'.

Se prepararon tres soluciones Stock: una
con macronutrientes, la otra con micro-
nutrientes y el Gltimo con vitaminas;
los mismos que contenfan concentraciones

referidas por Stein (1973). Las solucio-
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nes anteriores fueron preparadas en fio-
las de 250 ml luego se autoclavaron las
dos primeras, no asi{i las vitaminas. Para
cada litro de agua destilada se utilizé
un mililitro de cada solucibébn Stock para
preparar el medio de cultivo, una vez a-
gregados los macro y micronutrientes, se
procedib a la esterilizacibén, para luego
de enfriado afiadir el mililitro de las
vitaminas.

A continuacion se detalla la composicibn
del medio inorgénico utilizado.

a) Macronutrientes

CaClz . 2H=20 36,76 g/1
MgS0Oa . T7H=0 36,98
NaHCO=a 12,60
K=2HPOa4 8:71
NaNO= 85,01
NaSiO= . 9H=0 28,42

b) Micronutrientes

Naz . EDTA 4,36 g/1
FeCls . 6H=20 8,186
CuS04 . BH=20 0,01
ZnS04 . TH=20 0,022
CoClz. 6H=20 0,01

NaMoO4. 2H=20 0,006
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c) Vitaminas

Thiamina.HC1 BI™: 15 TECE 0,1mg/1
FA. ING,

Biotina WA 1A 0,5 ug/1

Cyanocobalamina 0,5 ug/1

3.2 INOCULO DE LAS ALGAS A LOS MEDIOS DE CULTIVO

3.2.1 INOCULO DE LAS ALGAS AL MEDIO

ORGANICO (HUMUS).-

Se utilizb para el efecto una fiola con
dos réplicas para cada una de las con-—
centraciones de humus (50, 100, 200
mg/l). Cada fiola fué inoculada con 20
ml de un cultivo primario de algas (foto
7) v 180 ml del medio a utilizar.

La posicibén de las diferentes concentra-
ciones fueron dispuestas paralela a la
luz para evitar la influencia de la va-
riacibn de ésta. El inbculo fué realiza-
do wutilizando un mechero de alcohol y

una pipeta de 20 ml.

3.2.2 INOCULO DE ALGAS AL MEDIO INORGANICO
(WOODS HOLE MBL)
Para el inbéculo se colocé 180 ml del
medio de cultivo Woods Hole MBL en cada

una de las tres fiolas, luego se les
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agregbd 20 ml de un cultivo primario de
algas, (completando 200ml/fiola).
Los inbeculos se los realizé con la pre-

sencia de un mechero de alcohol (foto 8)




b7

Foto 7 Cultivos primarios

Foto 8 Inoculacibn de Cultivos
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CAPITULO IV RUTINA DIARIA PARA EL SEGUIMIENTO.DE LOS

ENSAYOS

CONTAJE DIARIO DE CELULAS ALGALES.-

Los contajes fueron realizados con un Hemo-
citbmetro (foto 9 vy 10) durante todos los
dfas (07:00-08:00 Horas) ror un lapso de 15
dfas por cada ensayo, para determinar en to-
dos los cultivos realizados las 4 fases del
crecimiento algal. Previo al contaje se este-
rilizé el material a wusarse como micropipe-
tas, tubos de ensayo, cémara de contajes,
ete. El tiempo de contaje entre la primera y
decimo segunda fiola, fué de méximo cuarenta
minutos, para evitar la diferencia significa-
tiva del tiempo de contaje entre las fiolas.
Para sacar las muestras a contar se necesitd
de un mechero para evitar contaminacidn.

Dependiendo del nfmero algas presentes se
contd en el Area mAs adecuada del hemocité-

metro y se lo multiplicé por el factor co-
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Foto 9 Contajes de Células en Hemocitbmetro BIELIOTEC

Foto 10 Contajes de Algas en Hemocitémetro
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ANALISIS MICROBIOLOGICO (AEROBIOS TOTALES) AL
TERMINO DE LA RUTINA.-

Mucho del éxito de la eficiencia de un ferti-
lizante, sea este orghnico o inorgénico, esté
dado por el nlmero y tipo de bacterias pre-
sentes que puedan reciclar o sintetizar aque-
llos nutrientes que son asimilables por las
plantas; pero este nlmero no debe estar en
exceso tal que, pueda afectar al cultivo para
el cual se produzca el alimento. En este sen-
tido se determindé el nGmero de bacterias pre-
sentes en los cultivos orgénicos e inorgéni-
cos tomando muestras representativas de cada
ensayo vy comparéndose estos resultados con
contajes en cultivos primarios de algas de 3

laboratorios comerciales de la provincia.

Tipo Muestra (20/11/90) NOmero
Aerbbios(#/ml)

Cultivos Agua Dulce

Control (Scenedesmus) 4,6 x 1058
Humus (50 mg/1) 2,0 x 10=
Humus (100mg/1) 2,9 x 103
Humus (200 mg/1) 9,0 x 104
Medio (50% Inorg.+ 50% Humus 1,6 x 108

200 mg/1)

60



Cultivos Agua Salada

Laboratorio
Laboratorio
Laboratorio

Laboratorio

(San Pablo)
(Punta Blanca)
(Punta Blanca)

(Manglaralto)

10,0
3,0
3,0

3,9

X

X

X

108

102

104

108

61
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CAPITULO V RESULTADOS Y EVALUACION DE LAS RUTINAS
5.1 Resultados de los contajes con Woods Hole MBL

Los tres tipos de algas aisladas son conoci-

das en medios de agua dulce debido a 1la a-

bundandancia y frecuencia que se encuentran,

en el estbmago de peces y crustéceos (Diato-

méas, cloroficeas y cianoficeas). Se muestra

la preferencia de algunas algas sobre los

distintos medios nutritivos y concentraciones

utilizadas (foto 5). Evaluando en los ensayos

realizados los siguientes parémetros:

a) El tiempo que dura la fase de crecimiento
exponencial,

b) NGmero de células al finalizar la fase de
crecimiento exponencial, y

c) el tiempo en gque se did el mayor nlmero de

divisiones celulares/dia.

Diatoméa (Nitzchia sp.).- En este cultivo de
algas con el medio control, la fase exponen-

cial se prolongd hasta el dia 4 llegando a
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los 2,3 millones cel/ml (Tabla I, Figura 1),
luego se comportd estacional hasta el 7mo
dia. El mayor nlmero de divisiones/dfa (1,6)

se produjo al 2do dia de cultivo (Figura 2).

Cianoficea (Aphﬁngnhegg &p.).—- Los contajes
del presente cultivo mostraron, que la fase
exponencial tuvo su méximo al 4to dia llegan-
do a los 4 millones cel/ml (ver Tabla II y
Figura 3-4), observéndose luego una fase es-
tacionaria y empezando a decaer a los 13 dias
de cultive, el mayor nlmero de divisiones/dia

se produjo al 2do dia de cultivo.

Cloroficea (Scenedesmus gp.).- La fase expo-
nencial en este cultivo durd hasta el B8vo dia
Foto 11) llegando a un nimero de 19 millones
cel/ml (Tabla III, Figura 5 ), el mayor niime-
ro de divisiones/dfa se dibd al 2do dia (Gréa-

fico B6).

Resultados de los contajes con Humus
5.2.1 Concentracién 1 (50 mg/1)
Diatoméa (Nitzchia gp.).- La fase expo-
nencial durdé hasta el 2do dia de culti-
vo, llegando a 0,62 millones cel/ml, de-
cayvendo luego para volver a subir y lle-

gar a 1,2



Foto 11 Cultivo masivo de Scenedesmus



E}E,’-Llf,;- TECA
FAC, ING,
MARITIMA

TABLA 1 COMPORTAMIENTO DIARIO DE Nitzchia sp CON SUS RESPECTIVAS
DIVISIONES/DIA (KE)

26/07/90
I CONTROL ) S0me/1t ; 100mg/1t H 200mg/ 1t
DIA | Cel./ml Kf | Cel./ml Ef | Cel./ml Kf | Cel./ml Kf
P(x 1000) P (x 1000) y(x 1000) P(x 1000}
o 185 0.000 | 1685 0.000 | 185 0000 | 185  0.000
1 235 0.510 | 415 1.331 } 240 0.5H41 | 283 0.670
2 758  1.689 | 623  0.585 | 470  0.970 | 713 1.441
.3 ) 1,875 1.308 | 585 -0.090 | 390 -0.269 | 703 -0.020
4 | 2,285 0.292 | 470 -0.316 | 545  0.7Z26 | 540 -0.380
5 1 Z,300 0.003 1 1,215 1.370 | 700 0.118 | 663  0.059
6 | 1,900 -0.276 | 755 -0.6886 | 960 -0.322 | 650 0.209
T 1 4,515  0.405 | 813 0.106 | 633 0.176 | 350  0.3B7
8 | 2,085 -0.2Z91 ) 693 -0.220 | 1,078 0.763 | 660 -0.365
9 1 1,460 -0.483 | 635 -0.135 | 770 -0.435 | 565 -0.224
10 7850 -0.861 | 630 -0.011 } 1,300 0.796 | 415 -0.445

65
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FIGURA 1

DIATOMEA (Nitzchia sp.)

Control-50mg/it-100mg/it-200mg/it
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FIGURA 2

DIATOMEA (Nitzchia sp.) BiBLIoTECK
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DIVISIONES/DIA (Kf)
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COMPORTAMIENTO DIARIO DE Aphanothece sp CON SUS BESPECTIVAS

TABLA 2
26/08/90
; CONTROL 50mg/ 1t i Wimg /1t } 200ng/ 1%
DIA | Cel./nl Kf Cel./ml Kf | Cel./ml Kf | el /ml AL
P{x 1000) {x 100) Plm 1000} P{x 1000)
o | 400 0000 400 (.000 | 400 0.000 | 400 0000
3 1,100 1.459 BOO 1000 1,067  1.415 | 1,200  1.5856
< 7 2,787  1.331 2,100 1,382 | 3,000 1.492 {3,187  1.400
3 0 2,800 0.088 3,133 0.577T 1 4,700 0.848 | 5,000 0653
4 ¢ 3,833 0,440 3,233 0.045 1 4,800 00030+ 8,700 0.422
5 1 4,933 -0.423 4,367  0.434 | 4,200 -0.183 6,300 -0.089
6 1 4,966 H.018 3,833 -0.151 |} 5,733 0.449 71,567  (0.264
7 1 3087 0048 3,833 -0.115 | 4,833 -0.246 | 8,000 -0.335
3 1 3,733 0.284 3,800 -0.013 | 4,667 -0.051 } 5,933 -0.016
9 1 3,833 0.075 4,067 0,176 7 4,933 0.080 ) 7,100 0.259
W P 3,700 -0.0838 p 9,900 0.Z5B 1 6,150 -0.Z07




FIGURA 3

CIANOFICEA (Aphanothece sp. )
CONTROL-50mg/It-100mg/it-200mg/it
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FIGURA 4

CIANOFICEAS (Aphanothece sp.)
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TABLA 3 COMPORTAMIENTD DIARIO DE Scenedesmas sp CON SUS RESPECTIVAS
DIVISIONES/DIA (Kf)

21/11/90
H CONTROL ' H50mg/1% i 100mg/1% H 200mg /1t
DIA | Cel./ml Kf | Cel./ml Kf | Cel./ml Kf | Cel./ml Kf
P(x 1000) P(x 1000) (x 1000) P(x 1000)
0o | 1,210 0.000 | 1,210  0.000 | 1,210 0000 | 1,210 0.000
1 1,880  0.636 | 1,850 0.639 | 2,050 0.761 F 2,970 1.296
2 1 3,633 0910} 2,340 0.263 | 1,796 -0.192 | 2,100 -0.500
3 1 4,568 0.370 | 2,080 -0.134 ; 3,245 0.854 | 3,760 0.340
4 | 9,100 0.995 | 1,985 -0.046 | 4,210 0.376 | 2,550 -0.560
5 1 10,293 0.178 | 4,430 0.314 | 3,580 -0.234 | 2,980 0.225
6 § 11,567 0.168 | 4,720 0.923 } 4,330 0.274 } 6,440 1.112
7 1 17,833 0.633 | 2,060 -1.196 | Z,400 -0.351 } 3,350 -0.943
8 1 13,867 0.073 | 2,330 0.178 | 3,300 0.459 | 3,200 -0.066
9 1 17,553 -0.104 | 2,700 0.213 | 3,200 -0.044 ; 9,100 1.508
10 1 11,500 -0.810 | 3,000 0,152 | 1,700 -0.913 | 4,600 -0.984

i A - e SR MR Am W W em e e e e am
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FIGURA 5

CLOROFICEA (Scenedesmus sp.)
Control-50mg/it-100mg/It-200mg/it
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FIGURA 6

CLOROFICEA (Scenedesmus sp.)

Control-50mg/it-100mg/it-200mg/it
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millones cel/ml (Tabla I, Figura 1), el
mayor nOmero de divisiones/dfa (1,33) se

dié al dfa 1 y 5 (Figura 2).

Cianofficea (Aphanothece sp.).- La fase

exponencial durd hasta el dfa 5 llegando
a unos 4.5 millones cel/ml (Tabla I
Figura 3); la mayor divisién dia se did

al 2do dfa del cultivo (Figura 4)

Cloroficea (Scenedesmus gp.).- Se pre-

sentb una fase inicial bastante larga de

4 dfas, para luego darse la fase expo-

nencial, la cual se mantuvo hasta el 8vo
dfa llegando hasta los 5 millones cel/ml
(ver Tabla III, Figura 5). El mayor
nimero se divisiones se di6 al dia 2

(Figura 6).

5.2.2 Concentracibn 2 (100 mg/1)

Diatoméa (Nitzchia sp.).- Este cultivo
de algas mantuvo la fase exponencial
hasta el dfa 2 1llegando a 0,47 millones
cel/ml (Tabla I, Figura 1); el mayor
nGmero de divisiones/dfa (0,9) se dié al

2do dfa (Figura 2).

Cianofficea (Aphanothece gp.).- Para la



T2

presente concentracidédn la fase exponen-
cial se dibé hasta el dfia 6 llegando casi
a los 6 millones cel/ml (Tabla II, Figu-
ra 3); la mayor divisién/dia se produjo

al dia 2 (Figura 4)

Cloroficea (Scenedesmus sp.).- Para esta

alga el dia que se termind la fase de
crecimiento fué al 4to, llegando a tener
4 millones cel/ml (Tabla III, Figura 5).
El mayor n@mero de divisiones célu-
las/dfa durante su fase exponencial fué

al 3er dia (Figura 6).

5.2.3 Concentracién 3 (200 mg/1l)

Diatomea (Nitzchia sp.).- En este tipo
de cultivo su més alta concentracibén y a
la vez el término de la fase exponencial
se dié al dfa 2 llegando a 0,713 millo-
nes cel/ml (Tabla I, Figura 1). Su ma-
yor nlmero de 1,44 divisiones/dfa se dib
en el dfa 2. (Figura 2)

Cianofficea (Aphanothece s8p.).- En los
cultivos con esta concentracién la fase
exponencial durd hasta el 8vo dfa, lle-
gando aproximadamente a 8 millones célu-

las/ml (Tabla II, Figura 3). En cuanto
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a las divisiones/dia su méximo prico fué

de 1,6 al dfa 1 de cultivo (Figura 4).

Cloroficea (Scenedesmus sp.).- E1 més

alto valor presentado fué de aproxima-
damente 9 millones de células/ml al 9no
dia de cultivo (Tabla III, Figura 5). En
lo referente al nftmero de divisiones/dfa
el valor més alto fué de 2 al dfa 9 si-
guiéndole un valor de 1,4 divisiones/dfa

al dfa 1 de cultivo (Figura 8.

Posteriormente a estos ensayos se presentaron
otras inquietudes, 1las que utilizando las
mismas técnicas descritas ayudaron a tener

una mejor visién de los resultados.

Se realizb6 un nuevo ensayo utilizando prara el
efecto Scenedesmus sp. haciendo combinacibén
entre los medios (orgénico + inorgénico),
utilizando la mitad de 1las concentraciones
antes descritas de humus con la mitad de las
concentraciones del medio inorgénico recomen-—
dado tradicionalmente (Foto 12). Dando los

siguientes resultados:
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Foto 12 Cultivos con medios Orgénicos e
Inorgénicos
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a)

b)

ING,

iR TIMA

e)

Mitad del medio inorgénico afiadido més la

mitad de la concentracién 1 de humus.-

Mostrd un incremento en el crecimiento de

algas comparados con los resultados men-

cionados anteriormente en los otros ensa-

yos, terminéndose la fase exponencial al

7mo dia, con aproximadamente 12 millones

de cel/ml (Tabla IV, Figura 7). Dandose

el mayor nGmero de divisiones/dfa de 0,75

al 4to dia.

Media concentracibén de inorglnico més la
mitad de la concentracibén 2 de humus.- El
cultivo mejord, la fase exponencial se
prolongé hasta el 8vo dia llegando a 17
millones cel/ml. E1 mayor nimero de divi-
siones/dfa fué de 1,1 al dfa 1 de cultivo
(Tabla IV, Figura 7).

Media concentracién del medio Inorgénico
més media de concentracibén 3 de humus.- E1
cultivo mejord aun més ya que llegb a 13,5
millones al 4to dfa (18 millones al 8vo
dia). El1 mayor nlmero de divisiones/dia
fué de 1,5 al 4to dfa de cultivo (Tabla

IV, Figura 7).

La comparaciébn entre las tres concentraciones

con el control mostrd que existe un aparente

i)
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mejor crecimiento del control, pero los cre-
cimientos de las tres concentraciones mostra-—
ron ser significativamente (r= 0,817) iguales

hasta el dia 8 (Figuras 7 v 8).



[
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TABLA 4 COMPORTAMIENTO DIARIOQ DE Scenedesmoue sp CON SUS RESPECTIVAS
DIVISIONES/DIA (Kf) CON MEDIO ORGANICO E INORGANICO

15/12/90

b CONTRDL 'Aumg/lt+1/2 Inﬂrg Omg/lt +1/2Tnorg! 100mg/1t+1/2Inorg)

DIA ¢ Cel./ml Kf ! Cel./ml Kf P Cel. /ml Kf i Cel./ml Kf H
L 5 1000) Hx 1600) I(x 1000 Yz 1000) :

0 | l 210 0.000 | 1, 210 0000 1,210 0000 | 1,210 0.000 |

E 1,880  0.638 | 2,100  0.795 |} 2,800 1.104 | 3,020 1.320 |

2 | 3,833  0.810 | 2,800  0.415 ¢ 4,080  0.680 ! 2,080 -0.538 !

3 | 4.566  0.370 | 4,760 0.766 | 6,960  0.771 | 4,980  1.254 |

4 | 9,100 0.995 | 6,020 0.339 | 5,200 -0.421 | 13,840 1.459 |

5 V10,283 0.178 | B.840 0.521 7,800 0Q.585 | 12,040 -0.180 |

6 | 11,5687 0.183 | 9,400 (Q.122 | 5,800 -0.198 ! 3,500 -D.502 |

7 0 17,833 0.633 ! 11,900 0,340 ¢} 10,400  0.813 ) 10,800 0.319

8 | 1B.,867 0073 ¢ 10,800 -0.140 ! 16,500 0O.666 | 17,000  0.88Z2 |

9 1 17,863 -0.104 : 12,800 0.222 ! 10,200 -0.894 ! 15,R00 -0.106 |

10 1 11,500 -0.610 | 6,300 -0.B80 | 9,350 -0.126 | 6,500 -1.2831 |

Fi, ING,
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FIGURA 7

CLOROFICEA (Scenedesmus sp.)

Control - Media Concentracion
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KT (divisiones celulas/clig)

CLOROFICEA (Scenedesmus sp.)
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CAPITULO VI ANALISIS DE LOS RESULTADOS

6.1 ANALISIS ESTADISTICO ENTRE EL NOMERO DE DIVI-
SIONES/DIA DEL CONTROL CON CADA UNA DE LAS

CONCENTRACIONES. -

Para la realizacidbn del anllisis de las me-
dias entre los controles con sus repectivas
concentraciones se tomd el promedio del nf~
mero de divisiones por dia, corgiendo los cin-
co primeros dias de cultivo debido a que,
para la mayoria de loz cultivos, coincidid
con su fase de crecimiento exponencial, no
toméndose en cuenta divisiones negativas vya
gque eran producte de pequefios descensos que
gufrian algunos cultivos. Este anédlisis se lo
realizd para determinar si existid diferencia
significatica entre el control v las 3 con-
centraciones del humus. Como se conoce, el
ntmero de divisiones/dfia es un indice gue nos
ayuda a dar una idea de la vitalidad de las

células, estando esta (iltima relacionada con



la calidad del medio provisto. Se utilizéd el
andlisis de medias de T de Students, el mismo
que posee las sigulentes ecuaciones para ha-

llar el wvalor de "t" de las medias (Murray,

19745
Xa - v Na(Ba)2 + Np(Sn)2
—————————————————— Ds= et e o e o
Na + Nn - 2
DS d 1/Na + 1/Ne
donde:
Xa = Promedioc de la muestra "a'" de tamafio N
Xx = Promedio de la muestra "b" de tamafio N
Ne = Valor del tamafia de la muestra "a"
N = Valor del tamafio de la muestra "b"
D5 = Desviacién tipica de la muestra “"a" con
respecto a la "b".
Se = Degviacibn tivica de la muestra “a’.
St = Desviacidn tipica de la muestra "b".

Teniendo los "t" calculados para cada anfli-
sis de medias, se procedid a comparar con el
T critico que presenta la tabla de T Studens.
S1 el valor "t" calculado cae dentro del ran-
go aque d& T, entonces aceptaremos la hipdte-
sis nula (gue dice: No existe diferencia sig-
nificativa entre las medias o sea gue son
iguales), si sucede lo contrario, es decir
que cae fuera del T de la tabla, procedemos a
rechazar la hipbtesis nula y aceptar la hipb-
tesis alternativa (que dice: Existe diferen-

cia significativa entre las medias compara-
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das,

ror lo tanto las medias son diferentes.

6.1.1 CONTROL - CONCENTRACION 1

Nitzchia sp.- El promedio del nGmero de
divisiones/dfia con su respectiva desvia-
cibn tipica para el control y la primera

concentracién fué:

Control Concentracidén 1
Media (# div/dia) 0,76 1,1

Desviaciébn tipica 0,64 0,36

Los resultados del anélisis de las me-
dias entre las dos concentraciones mos-
trbd:

Grados de libertad = 6

Valor de T para 99% de significancia

= % 3,71

Valor de t calculado = - 0,724

Por lo tanto se acepta la hipbtesis nula
y diremos que no existibé diferencia sig-
nificativa (99%) entre el anélisis de
medias del nGmero de divisiones/dfa du-

rante las fases de crecimiento de algas.

Aphanothece sp..- El promedio del ntimero

de divisiones/dia con su respectiva des-

viacién tipica para el control y concen-
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tracibn 1 fué la siguiente:

Control Concentracibén 1
Media(# div/dfa) 0,82 0,69
Desviacién tipica 0,59 0,47
Los resultados del anllisis de media
para determinar si existid diferencia
gignificativa entre ambhos fué:
Grados de libertad = 7
Valor de T para 898% de significancia
= * 3,5
Valor de t calculado = 0,339
Por lo tanto se acepta la hipbHtesis nula
y diremos gue no existid diferencia sig-
nificativa (98%) entre el anélisis de
medias del numero de divisiones/dfia du-

rante las fases de crecimiento de algas.

Scenedesmus gp..~- La media y desviacidn
tipica fueron:

Control Concentracibn 1
Media 0,62 0,42
Desviacibébn Tipica 0,31 0,19
El anélisis de media dibé como resultado:
Grados de libertad = 6
Valor de T para 99% de significancia
= & 3,71

Valor de t calculado = 00,8548
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Por lo tanto se acepta la hipdtesis nula
v diremos gue no existié diferencia sig—
nificativa (99%) entre el andlisis de
medias del ntmero de divisiones/dfa du-

rante las fases de crecimiento de algas.

6.1.2 CONTROL - CONCENTRACION 2
La presente concentracién de humus tam-
bién fué evaluada con respecto al con-
trol, con los distintos tipos de algas

de algas.

Nitzchia sp..- La media del nfmero de
divisiones/dfa con su respectiva des—
viacidén tipica fué:

Control Concentracidn 2
Media 0,786 0,59
Desviacion tipica 0,64 0,31
El andlisis de media mostréd lo siguiente
Grados de libertad = 7
Valor de T para 99% de significancia
= +3,5

valor de t calculado = 00,4367

Aphanothece sp.- Teniendo las medias v

las desviaciones estandar, se procedid a

hacer los respectivos an&lisis de media.
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Control Concentracién 2
Media 0,82 0,9

Desviacibébn Tipica 0,59 0,60

El andlisis de media dié como resultado:
Grados de libertad = B
valor T (99% de significancia) = +3,71

valor de t calculado = 0,1483

Scenedesmus sp. .- El promedio con su

respectiva desviasién tipica fué la

siguiente:

Control Concentracién 2
Media 0,62 0,66
Desviacibébn tipica 0,31 021

El an&lisis de la media mostréd lo si-

guiente:

Grados de libertad = 6 a _\!;r¢ﬁ~
Valor de T para 99 % de significancia ;:EJE%
=+ 3,71

Valor de t calculado = -0,1962

Para los tres tipos de algas con la con-
centracién mencionada se noto que no
existié diferencia significativa (99%)

con los controles.
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6.1.3 CONTROL - CONCENTRACION 3

BIBLIOT ECA
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Nitzchia sp..- El1 promedio de las divi-

siones/dfa asi como su desviacién tipica

fué:

Control Concentracién 3
Media 0,76 Q.72
Desviacibn tipica 0,64 0,56

El andlisis de las medias dio el si-
guiente resultado

Grados de Libertad = 6

Valor de T para 99% de significancia

= % 3,71

Valor de t calculado = 0,0715

Aphanothece gp. .-

Control Concentracibén 3
Media 0,82 1,02
Desviaciébn tipica 0,59 0,49
El anélisis de las medias dib el si-
guiente resultado:
Grados de Libertad = 6
Valor de T para 99% de significancia
= 3,71

Valor de t calculado = - 00,4359



Scenedesmus sp..—- La media del nfmero de
BB

divisiones/dia con s&u desviacién tipica
se muestra a continuwacién:

Control Concentracidn 3
Media 0,862 0,79

Desviacibn tipica 0,31 0,44

El anélisis estadistico para determinar
8l existidé diferencia significativa di
el siguiente resultado:

Grados de Libertad = 6

Valor de T para 99% de significancia

= % 3,71

Valor de t calculados = - 0,5509

Con la concentraciébn de humus de 200
mg/lt en los tres tipos de algas no hubo
diferencia significativa con sus respec—

tivos controles.

Scenedesmus sp. (Biofertilizante) .- Las
medias de las divisiones/dia de la célu—

las con las distintas concentraciones de

humus se muestran a continuacidn:

Control Concentracidn
1 2 3
Media 0.82 0,587 0.78 1.05

Desv. tipica 0,31 0,18 0,20 0,51



El anélisis de medias mostréd:

COMPARACIONES
Ira 2da 3ra
Grados de Libertad = 8 7 7

Valor de T para 99%

de significancia = 3,36 3.5 3.5
Valor de t
calculados = 00,2799 -0,7849 -1,3923

Utilizando mitad del humus con mitad del
medio inorgénico se notd que estadisti-
camente no existié diferencia significa-

tiva (99%) con el control.

6.2 ANALISIS DE .COSTOS PARA LOS MEDIOS UTILIZADOS

6.2.1 WOODS HOLE MBL

Para el anflisis de los costos con este
medio se procedidé primero a determinar
el costo de cada ingrediente POr gramo,
utilizado en un litro de solucidn
"stock"”, para luego, conociendo que solo
se utiliza 1 ml para un 1litro de medio
de cultivo; se tuvo el costo de un litro
de medio. Los costos de cada guimico que

interviene en la rreparacibn son:



NUTRIENTES

CaClz.2H=20
MgS04. 7H=20
NaHCO=
K=HPO4

NaNOgz

CANTIDAD UN PRECIO
sucres/(g) {(sucres)

LITRO STOCK
(gr)

36,76
36,97
12,860

8,71

85,01

Naz8i0s.9H=20 28,42

NazEDTA

FeClzs.6H=20
CuS04.bH=20
ZnS0a . TH=20
CoClz.6H=20
MnClz.4H=0

NaMoOs4.ZHz0

Tiamina

Biotina

4,36
3,15
0,01
0,022
0,01
0,18
0,006
0,0001

0,000000

24,00
2,00
39,00
48,00
2,4
2,4
72,00
4,00
12,00
5,5
220,00
44,00
440,00
80,00

5

Cianocobalina 0,0000005 1900

TOTAL

(%)

88

PRECIO

882,24
73,94
491, 40
418,08
204,02
68,21
313,92
12,60
0,72
0,12
2,2
7,92
2,64
0,008
80,00

0,001

25568,02

X Dolar a 1.110,00 sucres (15/07/1981)

El costo/litro de medio es de s/. 2,56 sucres

6.2.2 CONCENTRACION 1

El costo del humus en el mercado estd en

la actualidad a s/ 500,00 sucres la fun-

da de 2 Kg,

lo que da un costo de



0,00025 sucres/mg.
Con la concentracién 1 (50 mg/l) el

costo fué de 0,123 sucres/l de medio.

6.2.3 CONCENTRACION 2
Para el presente caso el costo fué de

C,025 sucres/l de medio de cultivo.

6.2.4 CONCENTRACICN 3
Seghn el analisis anteriormente expuesto
el costo para el litro de medio es de

0,05 sucres/l de medio de cultivo.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El humus, por sus caracteristicas fisicas (tamafio v
forma) v guimicas (composicién) es uno de los mejores
fertilizantes, el cual no solo proporciona un medio nu-—
tritivo sino que mantiene la calidad fisica del suelo.
Conociendo gue la flora existente en el medio acuitico
depende fnica v esclusivamente de la composicién del
sustrato, por ende es importante tener un mejor cono-

cimiento del tipo de sustrato con el que se trabaja.

El humus como materia 'orgénica, rregsenta luego de con-
cluir su proceso de formacidn, una actividad microbiana
poco elevada, y dentro de la cual existe “cero” presen-
cla de coliformes fecales (indicadores de contamina—
cibn) a pesar del origen (desperdicios orgénicos anima-
les y vegetales), donde este tipo de bacterias sf se
encuentra en cantidades considerables mayores de 105
cell/ml. Pudiéndose notar al respecto que durante el
proceso de fermentacidn este tipo de bacterias se redu-
ce por dos razones: a) Las variaciones de temperatura v
PH gue rigen durante el proceso de preparacidén del com—
rost, son letales para este tipo de bacterias ¥ para la
mayoria de las patogenas.

b) Gran parte de los patdgenos son eliminados durante

la digestién de la lombriz.

Segln resultados de los contajes de bacterias de los



cultivos con humus v la comparacién hecha con cultivosz
comerciales, se puede notar gque no existe influencia
gobre el crecimiento de estas, por lo gque podemos estar
seguros de gue el humus no es una fuente de bacterias,
gque en un nimero elevado podrian incidir negativamente
en los sistemas de produccibn, sean estos cerrados o

no.

Del an&lisis de las comparaciones entre el nOmero de
divisiones/dfia (Kf) del control con las distintas con-
centraciones, resultaron ser estadisticamente iguales
para todos los casos, debido a que la desviacibdn tipica

relativa de los promedios fue grande.

En todas las concentraciones existe una incidencia po-
sitiva del humus para el crecimiento de las diatoméas,
cloroficeas, cianoficeas, aungue por sus caracteristi-
cas de menos exigencia resultd mejor el cultivo con hu-
mus en las cianoffceas. Este crecimiento para los tres
tipos de algas fué relacionado con la concentracidn de
50 mg/l, 100 mg/l vy 200 mg/l resultando una relacién
de crecimiento algal directamente proporcional econ la

coneentraciébn de humus utilizada.

Para todas las concentraciones ge notd un erecimiento
m&s estable en los cultivos con humus, lo que se puede
suponer es debido a la capacidad de la particula de re-

tener nutrientes y proporcionérselo al agua cuando se
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lo necesite, debido a su elevado potencial de equili-

bric ifnico.

En todas las concentraciones a excepcibn de las ciano-
ficeas (el cual fue mejor con humus) mavor nimero de
cell/ml fué mavor con el medio inorgénico Woods Hole
pero el costo de produccién en comparacibébn con el humus

fué de hasta 20 veces mayor.

Por lo expuesto podemos decir que el fertizante humus
presenta caracteristicas fisicas, guimicas y biolbégicas
gque lo ejemplariza no solo como un estimulador de la

productividad del estangue sino un mantenedor de esta.

No posee caracteristicas excelentes en su composicién
guimica (necesaria para estimular densidades intensi-
vas), pero su uso con un fertilizante inorgénico que lo
complementé serfa necesario, ya que juntos pueden dar
mejores resultados y reduciendo costos de fertilizacidn
hasta un 50%, como se lo demuestra también en el pre-—
sente trabajo, donde se notd que reduciendo las concen-
traciones a la mitad v mezclande los dos medios dio el
mismo crecimiento (r= 0,917) obteniendose un "Bioferti-
lizante” el mismo gue a més de servir como fertilizan-—
te, va a aportar vy enriquecer el suelo, el cual es eje
importante para conseguir un buén efecto del fertili-

zante.
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Futuros trabajos deberé&n hacerse complementarios sobre
su efecto en agua salobre y salada y métodos de uso del
biofertilizante en sistemas abiertos. Siendo importante
va gque mucho del éxito en el éfecto del fertilizante

depende de la cantidad y técnica empleada.
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