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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
Hidroponia

La hidroponia (hidros = agua y ponos = trabajo o actividad) es traducido
literalmente como trabajo del agua y es una técnica de produccion de cultivos sin
suelo. El suelo es reemplazado por el agua con los nutrientes minerales
esenciales disueltos en ella. Las plantas toman sus alimentos minerales de las
soluciones nutritivas, adecuadamente preparadas; y sus alimentos organicos los
elaboran autotroficamente por procesos de fotosintesis y biosintesis. En
hidroponia se presentan dos tipos de sustratos, el liquido o agua que se mencionoé
anteriormente y el solido para el cual se emplean materiales inertes como arena,
cascarilla de arroz, grava, etc. La produccidn sin suelo permite obtener hortalizas
de excelente calidad y asegurar un uso mas eficiente del agua y fertilizantes. Los
rendimientos por unidad de area son altos, por la mayor densidad y elevada
produccion por planta, lograndose mayores cosechas por afo (Arreaga, 20004).

Sistemas de produccién hidropdnicos

Basicamente los sistemas de produccion de cuitivos hidroponicos se pueden
clasificar en dos grandes grupos a saber segun el tipo de sustrato que utilizan
como sigue:

» Sistemas hidropdnicos con sustrato liquido.
» Sistemas hidroponicos con sustrato solido.

Cada uno de estos dos tipos de sistemas hidropénicos cuenta con una serie de
variantes, que dependen basicamente de la forma en que se dispone el sustrato y
el recipiente utilizado para ello. Por ejemplo en los sistemas hidropdnicos con
sustrato liquido se encuentran, el sistema de raiz flotante y el sistema recirculante
o NFT, para los sistemas hidropénicos que emplean sustrato sélido se cuenta con
el sistema de canales, sistema de cajuela y el sistema de mangas colgantes.

Sistema hidropénico de raiz flotante

De todos los métodos de cultivo sin suelo, el cultivo en agua, por definicion, es el
auténtico cultivo hidropdnico. El sistema de raiz flotante fue uno de los primeros
sistemas hidropbnicos que se utilizé tanto a nivel experimental como a nivel de
produccion comercial, el cual maximiza la utilizacién del area de cultivo. En este
tipo de sistema hidropénico, las plantas estan soportadas en una plancha de
duroport perforada para permitir el paso de las raices hacia el medio liquido
(solucion nutritiva).

Las hortalizas aprovechables por sus hojas que con frecuencia son cultivadas de
esta forma son: lechuga, albahaca, apio, etc. Principalmente, porque estos cultivos



tienen la capacidad de adaptar sus raices, absorbiendo eficientemente el oxigeno
disuelto en la solucién nutritiva (Chavez, 2011).

Este sistema ha sido probado en diferentes lugares con fines comerciales y su
funcionamiento basico sigue vigente hasta la actualidad. A nivel comercial se
realizaron una serie de mejoras fundamentales relacionadas principalmente al
factor limitante que es la oxigenacion.

Cabe afirmar que esta técnica permite optimizar el crecimiento y desarrollo del
cultivo, logrando reducir su periodo vegetativo con bajo consumo de agua.
Ademas de la obtencién de plantas saludables y libres de enfermedades lo cual
genera importantes ventajas de tipo sanitaric. Asimismo permite aprovechar areas
pequerias.

Etapas del sistema de raiz flotante

El sistema de raiz flotante consta de tres etapas que son almacigo, post-almacigo
y trasplante definitivo; sin embargo en algunas ocasiones se obvia la etapa de
post-almacigo quedando unicamente dos etapas; almacigo y trasplante definitivo
(Chavéz, 2011).

| _Epoca de siembra _ | Otofio-invierno |
Profundldad 4 T sl SRe | |
D:stancna»_eqtrg_lineas - | 50cm

' Distancia entre“semlll_at_gsw SYRNDOR T R _1_;(_}__;:;11___ .

' Dlas para germinacion L4
' Dias para el transplante después de | 16- 18 g
llasle_mbra, el AL o
' Distancia en el transplante | 17 cm
 (disposicién triangulary) |
|Dias paralacosecha |  60-80 |

La solucién nutritiva

La solucién nutritiva es el conjunto de los elementos nutritivos requeridos por las
plantas que se encuentran disueltos en agua. Bajo un sistema hidropdnico, con
excepcion del carbono, oxigeno e hidrégeno, todos los elementos esenciales son
suministrados por medio de la solucién nutritiva v en forma asimilable por las
raices de las plantas, por lo tanto se considera que debe ser un requisito
fundamental la solubilidad de los iones esenciales en el agua. E! nitrégeno, el
potasio, el fésforo, el calcio, el azufre y el magnesio denominados
macronutrientes, se afladen al agua a partir casi siempre de fertilizantes
comerciales. Los microelementos van a menudo incluidos como impurezas en el
agua y en los fertilizantes que proporcionan los macroelementos, y a excepcion



del hierro (que debe aftadirse regularmente en la solucién) solo se aftaden cuando
existe necesidad.

Para la preparacién de la solucién nutritiva es preferible utilizar fertilizantes
denominados de calidad o grado de invernadero. Una calidad pobre del fertilizante
contendra siempre gran cantidad de impurezas (arcilla, arena y particulas de [imo),
las cuales pueden formar una capa sobre la zona radicular, dicha capa no
solamente puede impedir alcanzar esta zona a algunos nutrientes, sino que
también obstruira o taponeara las lineas de alimentacion de agua en sistemas
hidropénicos automatizados(Chavez, 2011).

¢ Preparacién de la solucion nutritiva

Existe un gran nimero de soluciones nutritivas propuestas que han sido
previamente evaluadas en un amplio nimero de hortalizas y la mayoria responde
adecuadamente a |las necesidades de los cultivos. Normalmente se propone en
forma general para todos los casos la preparacidn de dos soluciones madre, |a
solucion A en ia cual se incluyen todos los macronutrientes y la solucién B en la
cual se incluyen los micronutrientes. Los agricultores que se dedican a la
hidroponia Unicamente necesitan mezclar ambas soluciones en agua segun lo que
recomiende las etiquetas de los envases.

« Calidad del agua para la solucién nutritiva

El agua en hidroponia debe de ser potable de buena calidad y con bajos
contenidos de cloro, el cual en concentraciones altas causa complicaciones en
toxicidad a las plantas. Mediante el agua se proporciona a las plantas la solucién
nutritiva (Chavez, 2001).

¢ Duracién y cambio de la solucién nutritiva

La vida util de la solucidén de nutrientes depende principalmente del contenido de
iones gque no son utilizados por las plantas. La medida semanal de Ia
conductividad eléctrica indicara el nivel de concentracion de la solucién (si es alto
0 bajo). La vida media de una solucidn nutritiva que haya sido ajustada por medio
de analisis semanales suele ser de dos meses. En caso de no efectuarse dichos
andlisis se recomienda un cambio total de la solucidn nutritiva a las 4 a 6
semanas. En el caso del cultivo de lechuga, la etapa definitiva dura 4 semanas y
no se cambia la solucién nutritiva durante este tiempo. En el cultivo de apio, se
sugiere renovar totalmente la solucién nutritiva a las 4 semanas, porque en este
periodo, practicamente ha absorbido todos los nutrientes, lo cual se ha observado
en un control continuo de la conductividad eléctrica (Chavez, 2011).



o Conductividad eléctrica

La conductividad indica el contenido de sales en la solucidon. El rango de
conductividad eléctrica para un adecuado crecimiento del cultivo se encuentra
entre 1.5 a 2.5 mS/cm. Se recomienda realizar esta evaluacién por o menos una
vez por semana en las etapas de post-almacigo y frasplante definitivo. Si la
solucidon nutritiva supera el limite del rango éptimo de conductividad eléctrica se
debe agregar agua o en caso contrario si se encuentra por debajo del rango
dptimo debera renovarse totaimente. La medicién de este parametro se puede
realizar con un medidor portatii denominado conductivimetro, el cual debe
calibrarse segin las indicaciones de su proveedor, para evitar errores en el
manejo de la solucion.

s pH de la solucidn nutritiva

El pH indica el grado de acidez o alcalinidad de una solucién. Si una solucién es
acida su valor es menor a 7, si es alcalina su valor es mayor a 7 y si es neutra su
valor es de 7. La disponibilidad de nutrientes varia de acuerdo al pH de la solucién
nutritiva, por eso es recomendable mantenerio dentro de un rango que vade 5.5 a
6.5 en el cual los nutrientes estan disponibles para la planta. Para disminuir el pH
se agrega un acido como &acido sulflrico, acido fosférico o &cido nitrico y para
aumentar el pH se debe adicionar una base o éalcali como hidréxido de potasio o
hidréxido de sodio (excepto para aguas con niveles significativos de sodio). Estos
acidos y bases se deben utilizar diluidos a concentraciones de 1N. Se sugiere el
uso de un pHmetro o cinta de pH para el control de éste parametro. Asimismo, se
recomienda calibrar el pHmetro con una solucion tampén (buffer) antes de
utilizarlo (Chéavez, 2011).

+ Oxigenacién de la solucién nutritiva

La faita de oxigenacién produce la fermentacién de la solucién y como resultado la
pudricton de la raiz, originada por la aparicion de microorganismos. Una rajz sana
y bien oxigenada debe ser blanquecina, de lo contrario ésta se torna oscura
debido a muerte del tejido radicular. La oxigenacién puede ser manual (agitando la
solucion manualmente por algunos segundos por |6 menos dos veces al dig,
cuando las temperaturas son altas se requiere mayor oxigenacion) o mecanica
mediante una compresora, inyectando aire durante todo el dia. El agua se cambia
totalmente dependiendo de la coloracién de la raiz o por la presencia de algas
cada tres semanas. La aireacidon se realiza por |6 menos una vez al dia,
preferiblemente por ia mafiana. El nivel o contenido de agua se debe revisar todos
los dias en cada bancal y al disminuir 3 cm de los 10 cm recomendados de
profundidad, debe completarse nuevamente con solucién (Chavez, 2011)



CULTIVO DE LECHUGA

El origen de la lechuga no parece estar muy claro, aunque algunos autores
afirman que procede de la India, aunque hoy dia los botanicos no se ponen de
acuerdo, por existir un seguro antecesor de la lechuga, Lactuca scariola L., que se
encuentra en estado silvestre en la mayor parte de las zonas templadas. Las
variedades actualmente cultivadas resultan de una hibrndacién entre especies
distintas. El cuitivo de la lechuga se remonta a una antigedad de 2500 afios,
siendo conocida por griegos y romanos (Chavez, 2011).

Las primeras iechugas de las que se tiene referencia son las de hoja suelta,
aungue las acogolladas eran conocidas en Europa en el siglo XVI.

Taxonomia

Reino; Plantae

Subreino: Embryobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Lactuca

Especie: Lactuca sativa L.(Chavez, 2011)

VY VVVVVYY

Descripcion botanica

La lechuga es una planta herbacea, anual y bianual, que cuando se encuentra en
su etapa juvenil contiene en sus tejidos un jugo lechoso de latex, cuya cantidad
disminuye con la edad de la planta. Se reporta que las raices principales de
absorciéon se encuentran a una profundidad de 5 a 30 centimetros. La raiz
principal llega a medir hasta 1.80 m por lo cual se explica su resistencia a la
sequia. Las hojas de la lechuga son lisas, sin peciolos (sésiles), arrosetadas,
ovales, gruesas, enteras y las hojas caulinares son semiamplexicaules, alternas,
auriculado abrazadoras; el extremo puede ser redondo rizado. Su color va del
verde amarilio hasta el morado claro, dependiendo del tipo de cuiltivar. El talio es
pequerioc y no se ramifica; sin embargo cuando existen altas temperaturas (mayor
de 26 °C) y dias largos (mayor de 12 horas) el tallo se alarga hasta 1.20 m de
longitud, ramificAndose el extremo y presentando cada punta de las ramillas
terminales una inflorescencia. La inflorescencia esta constituida de grupos de 15 a
25 flores, las cuales estan ramificadas y son de color amarillo. Las semillas son
largas (4-5 mm), su color generaimente es blanco crema, aunque también las hay
pardas y castafias, cabe mencionar que las semillas recién cosechadas por lo
general no germinan, debido a la impermeabilidad que la semilla muestra en
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presencia de oxigeno, por lo que se han utlizado temperaturas ligeramente
elevadas ( 20 a 30 °C) para inducir la germinacion. El fruto de la lechuga es un
aquenio, seco y oblongo. Hay aproximadamente 800 semillas por gramo en la
mayoria de las variedades de lechuga y se puede adquirir como semillas
propiamente dichas o como semillas peletizadas. Las semillas peletizadas
consisten en semillas cubiertas por una capa de material inerte y arcilla. Una vez
que el pellet absorbe agua, se rompe y se abre permitiendo el acceso inmediato
de oxigeno para una germinacidn mas uniforme y mejor emergencia. Alguna
cubierta de la semilla requiere extender su rango de temperatura y su velocidad de
germinacion. Las semillas peletizadas mejoran la forma, el tamafo y la
uniformidad de la semilla para tener plantulas mas homogéneas y facil de
manipular. El tamario aproximado de la mayoria de las semillas peletizadas es de
3.25 a 3.75 mm de ancho (Chavez, 2011).

Composicion quimica de la lechuga

Composicién quimica de la lechuga por cada 100 gramos de materia seca.

DESCRIPCION CANTIDAD
Carbohidratos (g) 20.1
Proteinas (g) 8.4
Grasas (g) 1.3
Calcio (g)0.4
Fésforo (mg) 138.9
Vitamina C (mg) 125.7
Hierro (mg) 7.5
Niacina {mg) 1.3
Riboflavina (mg) 0.6
Tiamina (mg) 0.3
Vitamina A (U.1) 1155
Calorias (cal) 18

Fuente: Direccion de ciencia y tecnologia agropecuaria.
ALGAS

Las microalgas, son algas unicelulares que componen la base de la cadena
alimenticia en los océanos, lagos y rios (Plancton). A pesar de ser
microscopicas, el proceso de fotosintesis de éstas es 30 a 40 veces mas
eficiente en convertir la luz solar en materia organica comparada con las
plantas terrestres.

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de las microalgas es que se
multiplican en forma muy rapida (exponencial) y continlda, de esta manera la
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productividad por superficie es muy elevada. Entre éstas, hay dos especies en
particular que casi ftriplican la propia masa en 24 horas, como son
Monoraphidium sp y Chaetoceros sp.

Segun el Profesor Donato Aranda de la Universidad Federal de Rio de Janeiro,
una de las vedettes de microalgas que esta fascinando tanto a los bidlogos
como ingenieros es la especie Botrycoccus braunii, que a través de su
metabolismo ademas de triglicéridos, produce directamente hidrocarburos. En
esta especie el contenido de aceite es entre 25 a75%.(Meng et al.). Ademas
tienen una produccidén continua, se pueden recolectar durante todo el afio,
pudiéndose cultivar en suelos que no tienen uso agricola, con agua salada o
dulce y en una variedad de climas (desiertos). Por ultimo, presentan gran
capacidad para capturar CO2, el que es su principal alimento (Agronomos,
2009)

Comparando ia capacidad de remocion de carbono de la atmoésfera por las
microalgas, con plantaciones de eucalipto, ésta especie forestal tiene una
tasa de secuestro de 2,9 a 27,3 ton.C/hd/afo, mientras que las microalgas
presentan una tasa de secuestro de 24 a 190 ton. C/h&/afo Segun P. de
Conceicao et al. 2009, UFV, MG, Brasil.

No obstante, para lograr las mejores condiciones de crecimiento y
productividad de las algas, ademas de CO2 y luz solar, éstas necesitan
algunos nutrientes como nitrégeno, fésforo, etc. Se ha podido observar que la
composicion de lipidos, puede ser estimulada sometiendo a las algas a un
“stress” por restriccién de algunos nutrientes en su dieta, como el suministro de
N por ejemplo Como las algas son voraces en capturar el CO2, existe mucho
interés en desarrollar el cultivo en areas cercanas a plantas termoeléctricas a
carbdn o fabricas de cemento, de esta manera se pueden alimentar con las
emisiones de éstas, contribuyendo de esta forma a mitigar el calentamiento
global del planeta (Agronomos, 2009).

» Cultivo de microalgas

Parametros que influyen en el crecimiento o productividad.

Los factores determinantes en la productividad de un cultivo de microalgas son
la temperatura, el pH, los nutrientes del medio y la luz que incide sobre cada
célula. Los fotobiorreactores son los sistemas de cultivo cuyo objetivo consiste
en facilitar el aporte de nutrientes y luz a las células microalgales y adecuar
(en la medida de lo posible) las condiciones ambientales a las condiciones
optimas de crecimiento de la especie en concreto que se va a cultivar. Estos
sistemas pueden ser cerrados (closed systems) o abiertos, tipo estanques
{open ponds).
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Temperatura

La temperatura en el crecimiento microalgal es un factor a tener en cuenta, ya
que ésta influye en los coeficientes de velocidad de reacciones biosintéticas
(Richmond, 1986). La relacion entre temperatura y velocidad de crecimiento
crece exponenciaimente hasta que se alcanza la temperatura 6ptima. Cuando
se trata de un sistema de cultivo cerrado, la temperatura puede ser controlada
facilmente por varios mecanismos, como rociadores de agua, inmersion del
colector solar en un bafo (piscina) termostatizado, situar reactor dentro de un
invernadero, etc (Rebolloso-Fuentes, 1999). Sin embargo, en un sistema de
cultivo en estanques abiertos, es mas dificil de controlar y existen ciertos
recursos como cubrir los estanques con plasticos transparentes a modo de
invernadero.

Nutrientes

Los requerimientos nutritivos para el cultivo de las microalgas (Richmond,
2004) incluyen:

Carbono inorganico. Para conseguir altas producciones de biomasa microalgal,
el aporte externo de CO2 es fundamental. Las concentraciones atmosféricas
de CO2 no satisfacen las necesidades de sistemas autotroficos (cuya unica
fuente de carbono es el CO2) de produccién de microalgas de aito rendimiento
(Lee, 1995).

Nitrogeno. Después del carbono, el nitrégeno en el nutriente mas importante
para las microalgas. El contenido en nitrbgeno en la biomasa microalgal varia
desde un 1 al 10%. El nitrdgeno, normaimente, se anade como nitrato (NO3-) o
como amonio (NH4+). La adiccién de amonio suele ser mas problematica, ya
que al ser fijado por los microorganismos, el pH baja significativamente.

Fosforo. El fésforo es esencial para muchos procesos celulares, como son la
transferencia de energia, formacién de acidos nucleicos, etc. Suele afadirse a
los medios de cultivo en forma de HPQ42- o HPO4-. Aunque el contenido en
fosforo de ias microalgas es menor al 1%, su deficiencia en el medio de cultivo
es una de las mayores limitaciones al crecimiento. Las deficiencias ocurren
porque el ortofosfato tiene tendencia a unirse a otros cationes (CO32-, Fe3+) y
precipitar.

Otros macro- y micronutrientes. Aparte del C, N y P, otros elementos son
necesarios para el cultivo de microalgas, tanto macronutrientes (S, K, Na, Fe,
Mg, Ca) como micronutrientes o elementos traza (B, Cu, Mn, Mo, Zn, V y Se),
tal como se deriva de la composicidn elemental de las células microalgales.
Muchos de los elementos traza son relevantes en reacciones enziméticas y
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biosintesis de compuestos necesarios para el metabolismo. Al igual que el P,
estos iones también muestran cierta afinidad por otros compuestos deil medio y
precipitan. Para aliviar este problema, se afiaden al medio agentes quelantes
de metales, como el EDTA (especialmente el Na-EDTA, que es de facil
disolucién).

pH y alcalinidad

El pH del medio influye tanto en la proporcién de las especies del equilibrio
quimico del CO2, y por tanto, en la alcalinidad, como en la forma quimica en
gque se encuentran algunos nutrientes y micronutrientes. Cada especie de
microalga necesita un cierto rango de pH al cual su crecimiento es optimo,
dependiendo de qué especies quimicas esté mas habituada a asimilar. Como
se ha comentado anteriormente, el pH se controla facilmente con la inyeccién
controlada de CO2, pero también con adiccion de acido o base.

Disponibilidad de luz

La disponibilidad de [uz es sin duda el principal factor limitante de los cultivos
fotoautdtrofos de microalgas. Los nutrientes inorganicos e incluso el CQO2
pueden ser incorporados at medio de cultivo en exceso, de forma que nunca
sean limitantes al crecimiento. Sin embargo la luz debe ser continuamente
suministrada al cuitivo, ya que la energia radiante no se puede acumular
(Molina-Grima et al., 1996).

En cultivos poco densos la disponibilidad de Iuz queda asegurada
suministrando luz a la intensidad en la que se alcanza Pmax, pero si este
cultivo esta en el exterior, en las horas de mayor irradiancia solar, el cultivo
sufrira fotoinhibicién. La forma de combatir la fotoinhibicion consisie en
aumentar la densidad del cultivo, de forma que las células se hacen sombra
entre ellas (efecto de autoensombrecimiento). Asi se va reduciendo Ia
intensidad de iuz desde el exterior hacia el interior del cultivo. Pero es posibie
que la densidad sea lo suficientemente alta como para que la luz no pueda
llegar hasta el interior, habiendo zonas en el reactor expuestas a una alta
intensidad de luz (zonas fotoinhibidas) y otras a las que la luz no llega (zonas
fotolimitadas), Por ello en cultivos densos se hace necesario una adecuada
agitacién del cultivo, que haga circular a las células constantemente entre las
zonas iluminadas y deficientes en luz. En la zona iluminada las células
absorberan gran cantidad de luz, debiendo permanecer en ella un tiempo corto
para evitar la fotoinhibicion.

De ahi pasaran a la zona oscura, donde pueden seguir realizando la
fotosintesis aln a intensidad es nula, un cierto tiempo después de haber
absorbido la luz, gracias a la inercia del crecimiento fotosintético (Molina-Grima
et al.,, 1996). La geometria del reactor condicionara el recorrido realizado por
las células mientras son impulsadas por la agitacién. Asi por ejemplo, en
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reactores tubulares, a mayor didametro mayor recorrido y tiempo necesario para
pasar de la zona iluminada a la zona oscura. El tiempo que tarda una célula en
hacer este recorrido determina lo que se conoce como ciclo luz/oscuridad.

» Mantenimiento de cepas e inoculos

Las cepas, también llamadas cultivos patrén, de las especies preferidas
constituyen la base del cultivo. Normalmente las instituciones o laboratorios de
investigacién nacionales guardan colecciones acreditadas de cultivos desde
donde se pueden obtener las cepas en forma de cultivos monoespecificos
(unialgales). Como se trata de cultivos valiosos, normalmente se guardan en
medios especializados como, por ejemplo, el Erdschreiber (estd compuesto por
agua de mar, extracto de suelo, Solucion madre de nitratoffosfato, solucion de
silicato), o si no en medio F/2 (nitrato, silicato, fosfato y metales traza), o en
portaobjetos o placas de agar inclinadas y enriquecidas con nutrientes, en
condiciones de riguroso control de temperatura e iluminacidén. Para ello se
suele contar con una zona o sala especial independiente de la sala de cuitivo
de algas.

Habitualmente, las cepas se emplean sélo para suministrar [ineas de inéculos
cuando la ocasion lo requiere. Es importante intentar minimizar el riesgo de
que los microorganismos competidores contaminen ias cepas e indculos. Se
recomienda seguir los procedimientos esteriles que se describen a
continuacion para evitar cualguier contaminacién (FAQ, 2006).

Las cepas se guardan en pequefios contenedores transparentes que se
puedan esterilizar en autoclave. Por ejemplo, lo ideal seria emplear vasos de
borosilicato de 500 ml o0 matraces conicos o de ehullicién de fondo plano con
tapén de algodén en el cuello, aptos para un volumen de 250 ml de medio
estérit y esterilizado en autoclave. Los productos patentados de
enriguecimiento de cuitivos de algas para anadir al agua de mar debidamente
tratada tambien se pueden emplear siguiendo las instrucciones del fabricante.
Las cepas se guardan muchas veces en un medio de agar con agua de mar
impregnado de nutrientes apropiados en placas de Petri 0 en placas inclinadas
en tubos de ensayo (FAO, 20086).

Se prepara una linea de cultivos de inéculos a partir de las cepas de las
especies requeridas. Los indculos, al igual que las cepas, se pueden cultivar en
matraces de ebullicion de 500 ml en 250 ml de medio de cultivo. Como se
necesitan para proporcionar indculo @s necesario cultivarios con rapidez. Se
cultivan de 18 a 22 °C y a una distancia de 15-20 cm de las ldmparas
fluorescentes de 65 6 80 W, proporcionando un nivel de iluminacion de la
superficie de cuitivo de 4 750 a 5 250 lux (llustracion 17). Los cultivos de
inGculos suelen airearse con una mezcla de aire 6 didxido de carbono (CO2)
(FAQ, 2008).
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Los indculos se cultivan durante periodos variables de tiempo antes de su uso.
En el caso de las especies de diatomeas, que tienen intervaios generacionales
cortos, este periodo dura entre 3 y 5 dias y para la mayoria de las algas
flageladas dura entre 7 y 14 dias. Cuando ya esta listo para usar, el inéculo se
repica utilizando técnicas estériles, tal y como se ha descrito anteriormente. Se
transfiere de 20 a 50 ml (segin la especie y la densidad de cultivo) a un cultivo
fresco de 250 mi - para mantener la linea de cultivo de indculos. El resto se
emplea como inéculo para cultivos mas grandes (de hasta 25 | de volumen)
que se cultivardn para usarse como alimento o como paso intermedio del
procesc de cultivo a mayor escala, donde a su vez actian como inéculos para
cultivos mucho mayores (FAQ, 20086).

Pueden necesitarse cultivos de inéculos de mayor volumen para la produccion
de grandes volumenes de algas. A modo de aclaracién, los cultivos de entre 2
y 25 | de volumen se denominaran cultivos a escala intermedia. Como ejemplo,
un cultivo de produccién de 200 | empezara con un inéculo de 250 ml de la
especie requerida que -una vez crecido- se transfiere a indculos de mayor
volumen de entre 2 y 4 |. Cuando se va a iniciar un cultivo de 200 |, se emplea
de 200 a 400 ml de indculo de 2 a 4 | para iniciar un nuevo cultivo de inéculo 2
6 4 | y el resto para iniciar el cultivo de produccién de 200 | (FAQ, 2006).

Con in6culos de mayor volumen conviene incrementar el nivel de iluminacién y
airear el cultivo con una mezcla de aire o dioxido de carbono. Es aconsejable
diluir el medio para cultivar especies de diatomeas hasta una salinidad de 20 a
25 PSU (unidades practicas de salinidad, equivalente a partes por mil) para asl
obtener los mejores indices de crecimiento. La mayoria de las especies de
flagelados se cultivan mejor a aproximadamente 30 PSU. (FAQ, 2006).

» Escalamiento del cultivo

Las cepas ya establecidas en tubos de ensayo y en placas de agar son
replicadas a medios de cuitivo liquidos con Guillar F/2 para condiciones
interiores y medio Guillard modificado con reactivos grado industrial para
tanques exteriores. Para cada cepa se establece una rutina de control que
permite determinar la pureza y obtener los conteos celulares alcanzados a
nivel de 10 ml (Cepa), 100 ml (cepa de trabajo), 150 ml (cepa de
escalamiento), 250 ml (primer escalado), 3 litros (segundo escalado), 20 litros
(tercer escalado), 1000 litros (cuarto escalado preindustrial). (A. Barajas, 2011).
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2. OBJETIVOS DEL PROYECTO

2.2. OBJETIVO GENERAL

Comparar la respuesta del cuitivo hidropénico de Lactuca Sativa frente a dos

tipos de fertilizantes (fertilizante hidropénico comercial y de los residuos del

cultivo del alga Chlorella Sorokiniana).

2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Establecer los residuos del cultivo de Chlorella Sorokiniana para ser

suministrado como fertilizante alternativo al cultivo hidropénico de
Lactuca Sativa.

o Determinar cual de los dos tipos de fertilizantes tuvo mejor resultado.
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3. METODOLOGIA

El cultivo del alga Chlorella vulgaris se lleva a cabo en el laboratorio de
biotecnologia de algas, Departamento de Botanica de la Universidad Federa)
de Sao Carlos (UFSCar).

3.1. Obtencién de la poblacion de Chlorella vulgaris

La cepa de C. vulgaris se obtuvo inicialmente de una cultura anteriormente
establecida. Fue necesario el aislamiento de la unidad algal porque
presentaba contaminacién, el procedimiento que se realizo fue el siguiente:

1. Preparacién de 20 cajas de Petri con agar (dilucion de (-1) hasta
(-10)).

2. Se colocé 1 ml de Ila cultura en cada caja de Petri y con el asa se
distribuyé la solucion homogéneamente.

3. Las cajas de Petri fueron puestas en Optimas condiciones de
crecimiento por 15 dias.

4. Pasado el tiempo se seleccionaron las colonias deseadas pero al
realizar la observacion en el microscopio la contaminacion seguia
persistiendo. Por esta razon se tomo la determinacion de solicitar una
muestra pura de C. vulgans al banco de algas de la universidad.

dilucidn diluciones sucesivas

mues?r?

orying

Figura 1. Aislamiento y purificacion del alga mediante el metodo de diluciones
sucesivas.

Nota: A partir de este momento se inicia la preparacion de los medios de cultivo y
la toma de datos de la densidad de poblacién del alga a través de su conteo en un
microscopio (la densidad optima de 648 nm) y la camara de recuento de Fuchs-
Rosenthal /linea brillante. Este conteo se realizo tomando muestras de 1 ml y se
fijaron con acido Lugol, con el fin de obtener una estimacion de la concentracion
en volumen de las celulas (celulas/mil) de la cultura del alga, hasta fase
estacionaria de! crecimient
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Figura 2. Establecimiento de cepas.

3.2. Preparacion de los medios de cultura

Esta especie fue cultivada en dos medios de cuitura diferentes, el primero se
denomina Cligo {AFNOR, 1980), el cual comprende un total de ocho solucicnes
diferentes (Cuadro 1) y el segundo medio es la solucién hidroponica al 50% cuya
composicion se describe a continuacion (Cuadro 2).

La manipulacion durante el crecimiento del cultivo-del aiga se llevo a cabe cen las
debidas condiciones de asepcia; ademas se manfuve bajo condijciones
controladas de fuminosidad (100 yE m-2 s-1), temperatura (22+ 1°c) y aireacion
permanente.

Cuadro 1. Composicion guimica del medio de cultivo oligo.

Sol:cm Compuesto MW Esi;oif;.ie Concentr;a"(i;c;;'l_ ;:1e1 medio
1 NaNO3 85 40 4.7 x 104
2 NH4NO3 80 40 5.0 x 104
3 Ca{NO3)2 . 4 H20 | 236.15 40 1.7 x 104
4 MgSQ4 . 1H20 | 138.47 30 1,2 x 10-4
5 KoHPO4 174.18 40 23x104
6 NaHCO3 84 15 1.79 x 10-4
, FeCis . 6H20 2702 | 0.49 1.16 x 10-6

FeSO4  7TH2O | 277.91 05 112 x 106
CuSQ4 .5H20 | 24968 | 0.015 6x 10-8
. :
. ‘NH4)¢?;T205024 : 12%5.8 0.03 24 x10-8
ZnS04 . 7H20 | 28756 | 0.03 1x10°7
CoC12 .6H20 | 23793 | 0.03 1.26 x 107
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f Mn(SO4) . H2O | 169.01

0.02

12 x10-7

Ha3BO3 6183

0.03

19x107

Cuadro 2. Compasician quimica del medio de cultura controiada con fertifizante

comercial.
SALES Gramos para 100L
|
| Calcinit (Nitrato de Calcio) &40
Crista K (Nitrato de Potassio) 400
Crista MAP (Fosfato monoamonio} 8,0
_Sulfato de Magneésio _ 340 _
Rexolim M48 (Fe Edd HMa)Yara | 1.5 ;
| KSC mix Roullier (micronutrientes) | 2.0 ]

Orden de diducion de tos nuirientes para evitar la precipdacion,

Rexolim M43 (Fe Edd HMa)
Crista K

Sultato de Magnésia

Crista MAF

QUL AW

KSC mix Routlier [Condutividad Tinai de

fa solucion: 1,5 mS/icmy

1.3. Procedimiento de la siembra del inprulp

Una vez oblenido el inccuio puro se procedio a reaiizal la siembra en § erferineyer
{ 3 erfenmeyer con solucion oiigo {150 mi clu] v 3 erenmeyer con solicion

hidroponica al 50% [75 mi cfu}}). En ef momentio

de o inocudacion

se adicicno 1 mi

de l=' cepa pura por cada 100 mi de solucion vy posherior a esto se mantuveron
bajo condiciones controladas de temperaturs y iz durarte B dias, iempo en el
cual se garantizo ia fase exponencial de la poblacion ¥ por i tanio, el 30 %de las

Y
2043},

celddas son wables (Caomsa et
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Conteo celular (camara neubauer) celulas observadas a 40x

Figura 4. Toma de muestras para conteos celulares.
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3.4. Escaiainiento del cultivo

Las cepas va eslablecidas en los Erlenmeyer son replicadas a medios con
volumenes mayores, pues se reauieren 40 litros de cada medio para ser testeado
en el sisterna hidroponico de las lechugas. Se lomaron 4 recipientes piasticos de
forma cilindrica con una capacidad de 45 litros, 165 cuales fueron revestidos con
bolsas de poketileno transparentes; pestariormente a2 los recipientes sz les
adicionn & litros de medio (2 recipientes con oligo y 2 recipientes con solucion
hidroponica al 50%) y 200 mi de inocuio con C.vuigaris en una concentracion de
ix1G" céiutas/ini para los recipienies gue contienein el medio oligo v 100 mi de
inoculo en una -concentracitn de 5x10° células/im! para los recipientes qus
contiznen a solucién hidropdnica al 50%.

Al llegar ei crecimienio del alga a ia fase exponencial se adiciona 15 iiiros de
Meaio a cada recipiente para completar ios 40 litros gue se requiersn para &l
funcionamiento dal sistema hidropdnics.

Fn el siguente diagrama se Histra uno a uno 10s pasos aue se llevaron a cabo en
el escaiamiento de ios medios nutrifivos:

= y P pe i i i — e
Cada recinionte conticne 5 litros de mediny | W Cada reciniente conticne 5 Hiros de rm:dfnuy,; ‘
2680 mtde inoeuto Cvulgaris, gy Vi 100t dednocato C. Suliris. s

Figura 5. Escalamiento del cultivo en los diferentes medios.
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ticos inoculados con gl glga Chiorelia vulgaris |

Al obtener i voiumen deseado ios recipientes son trasiadados af invernadero con
&l objetive de proporcionarles mayor iuminosidad pues &l crecimiento y la division
celular del alga son afectades por la intensidad de la fuz v el fotoperiocdso; en
cultivos de grandes volumenas como el nuestro la profundidad disminuve la
iniensidad con gue ios rayos soiares liegan al fonda siendo insuficientes para ia
folosintesis, ademas de eslo se realizo ia insiaiacion de un sistema de aireacion
gue permite la homogenizacion de 13 nutrientes y evita la sedimentacion de ia
microaiga.
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Figura 7. Recipientes trasladados al invernadero.

Al poco tiempo de ser trasiadado el ensayo al invernadero se observa que &
recipiente numerc 2 gue contenia e! medic cligetalga presenta una coloracicn
oscura vy los conteos celujares disminuyen al observar en | microscopio se
conciuye que esto es 3 causa de un contamlnacmn por io tanto se desechar ei
recipientie.

Despues de este incidente se toma la decisidn de cambiar &l alga ya que no se
cuenta con el tiempo suficiente para reiniciar el ensayo, paralelamente a este
nrovecto se desarrollaba uno q;mllnr con el alga Chlorella sorokiniana, 1o cual hace
factibie el cambio.

- *
s

i cultive de Chlorella scrokiniana presenia ias siguienies caractaristicas:
« Velumen : 150 litros

s Conteo celular 3 x 10° celulas/mililitro

« Densidad optica: 0.384

s PN D

e

®
, ~
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3.5, CULTIVO HIDROPONICO DE LECHUGA

T Ty, U R S
Eiapa de germinacidn

sistema hidroponico (banca de rIUJo) y aH; se mantuweron durante EO d;as.

- Dia O- siembra: Durante 24 horas se irrigan con agua 1as 3 s
n la banca de fiyjc, ademas se wtoco scbre la esponja una heja de pape! para
mantener una alta humedad.

- Dia 1-8: Se cambia el agua por la solucion nidroponica y se retira el ¢

ya 5& 00serva la germinacion de algunas plantulas. La irrigacion inicl
terming 2 las 2 a.m. Durante los siguientes 7 dias of desarrollo de las plantulas

es monitoreado a diario,

Ai final del octavo dia ias hojas de ias pianiuias empiezan a tocarse enfre si y 1as

raices han traspasado la aspuma, en esie momenio se realiza et franpiante a las

canaletas del sistema hidropaoniceo.

D
oo
5%
o
&
-
Ko}
o
®

[

Figura 9. Etapas de la germinacion
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3.6. TRANSPLANTE

Se reatiza una seleccion de plantas para tener una pobiacion homogenea, s&
ubican una a una en los onficios de los canales hasta llenar tcdos los espacics de
los 3 sistemas hidroponicas (Alga+0lige, Cligo v solucion hidroponica),

Esius sislernas se denomunan NFT (fecnica de peticula nuinente} y consiste en ia
recirculacion de una solucion nutritiva por medio de una bomba a traves de
tuberias de distribucion, hacia una serie de canales de PVC de superficie plana.
Los canales estan anovados sobre caba!letes y tienen una ligera pendiente que
facilita ia cirucuiacion de la soiucion nutritiva a io largo de eiios. Luego ia solucion

se 1':‘:‘:00! Cid en un aluberia de drenaje que va coneciada con el tangue de

Figura 10. Sistemas hidroponicos.

Desde sste momento s€ inicia 12 tomar lcs datos de temperatura conductividad

ca v pH con un conductivimetre. Con estos datos se determinaba cual era ol
momento idoneo para ia reposicion de nutrientes y para mantener el pH en el
rango optimo (5.8).

Temperatura gromedic durante el ensaye: 23°¢
pH: se mantuve entre 56y 5.8
Conductividad electrica :  Tratamiento 1(alga+aligo). 570ps/cm
Tratamienlo 2 (oligo). 1.074 psicm
Tratamiento 3{ solucion hidroponica) 1.700 ysicm

A l0s 392 diFs se cosechan ias fechugas y se {oma el peso fresco de cada una de
: &nte se colocan en un hormo y se dejan alii por 48 horas, para
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

Crecimiento poblacional: con e fin de apreciar tas tasas de crecimiento
poblacional de C. Vulgaris en los medio de cuitivo, se realizo ta ilustracion grafica
de jos valores obtenidos en el laboratorio para descrir la linea de tendencia
exponencial sobre fas variables densidad algal y turbidez {absorbancia).

Curva de crecimiento de Chlorella
vulgaris
(solucion hidroponica 1}

23 =

Celulas/ mililitro
o]~

15
14
5 =2 2 > 2z 2 2 2 2 2 2 >
gggﬁ’ggggooooecooooo
3 i s il aad e e g oo &8
A ! [ S I o T ¥ o BEY ¢ B [=3) —
N NN NN S ®em3 33338538834

como se observa en Ia grafica la densidad celular inicial del alga es de 16 celulas
por mi. Despues estas celulas crecen y van dividiendose cada vez mas rapido
conforime se van adaptando a las-condiciones de cultivo, esta fase es llamada fase
de induccion. al cabo de 6 dias se realiza la dilucion de cultivo porgue la
concentracion de celulas/ml es alta y se encuentra en la fase exponencial;
despues de 2 dias el numero de celulas va aumentando paulatinamente hasta
alcanzar un totat de 22 celulas/ml enel dia 19.
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Curva de crecimiento de Chlorella
vulgaris (solucién hidroponica 2)
23
22
9o 21 —
£ 20 |—
E 19
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el crecimiento del alga en la solucion hidroponica 2 tiene la misma tendencia, la
unica diferencia es-gue en el dia 19 el total de celulas es de 18 celulas/ml lo que
nos indica que tuvo un-crecimiento mas lento que el de Ia solucion hidroponica 1.

Curva de crecimiento de Chlorella vulgaris
solucion oligo 1

Celuias/mililitro
T N
A~ oo~

_/\
14
T ¥ ¥ v v v v g 3 3 3 & 3 38 3 & & 3 3
SO GG S G S A T T T T S A S-S
T T S - S N - N - g Oy ] 5
ANA NN AN Mmoo S 88 B 8 583 8 4H

En el ensayo con la solucidn oligo el alga presento un crecimiento menor que con
la soelucion hidroponica, al observar la grafica se evidencia un crecimiento inicial
similar que el que se presentd con la solucién hidropénica (16 cétulas/mi) pero en
el dia 19 el total de células/ml era de tan solo 17.
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Curva de crecimiento de Chlorella vulgaris
| solucién oligo 2

Celulas/mililitro
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25-act
26-oct
27-oct
28-oct
29-oct
02-nov
03-nov
04-nov
05-nov
06-nov
07-nov
08-nov '
09-nov

En la solucion oligo 2 el crecimeinto del alga fue identico que en la solucion oligo1,
la unica diferencia significativa fue que el dia 7 de noviembre la concentracion de
celulas/mi se vio reducida a causa de una contaminacion o que nos llevo 2 tomar
ta decision de descratar ese balde porque el numero de celulas disminuia a diario.

*Devido a este incidente el alga Chlorefla vulgaris fue cambiada por el alga
Chilorella sorokiniana.

Datos del pesaje obtenido en el laboratorio:

MEDIA SISTEMA 1: ALGAS + MEDIO OLIGO| SISTEMA 2: MEDIO OLIGO | SISTEMA 3: MEDIO HIDROPONICO
- peso | Hojas 36,835 39,725 74,925
 fresco Raiz 9,0375 10,6275 16,475
peso | Hojas 2,87 2,4525 6,5225
seco Raiz 0,56 0,585 0,7925

Al comparar los datos obtenidos entre los sistemas hidroponicos, se observa
algunas diferencias; en este caso tomaremos el sistema 2 (oligo) como blanco y
se comparan el sistema 1 (contiene el alga) y el sistema 2 (solucion hidroponica)
para determinar cual de los dos fertilizantes produjo un mejor desarrollo en las

lechugas.

se aplico una prueba de chi-cuadrado para saber si las diferencias entre los dos
tratamientos son significativas o no: 3.36 = x* 0.05

fo

fe

fo-fe

{fo-fe)n2

{{fo-fe)r2)/ffe

peso fresco-parte radicular

9,04

16,48

7,44

55,32

3,36




X" 3.36 < x* 0.05; es decir que la diferencia no es significativa. Esto quiere decir
gue para ambos tratamientos el desarrollo radicular es similar.

fo fe fo-fe {fo-fe)r2 |{{fo-fe)r2)/fe
36,84 74,93 -38,09 1450,85 19,36

peso fresco-parte aerea

X" 198.36 = x* 0.05; es decir que la diferencia es significativa. Por lo tanto esto
demuestra que tuvo un mejor desarrollo aereo las plantas fertilizadas con la
solucion hidroponica que con el fertilizante a base del alga Chlorella sorokiniana.

fo fe fo-fe {fo-fe)n2 {{fo-fe)r2)/fe
2,87 6,52 -3,65 13,32 2,04

peso seco-parte aerea

X" 2.04 < x2 0.05; es decir que la diferencia no es significativa. Al obtener la
materia seca se logra determinar que el desarrollo aerec en ambos tratamientos
es similar o que muestra que el biofertilizante algal tiene buenos resultados.

fo fe fo-fe (fo-fe)r2  |[{{fo-fe}*2)/fe
0,56 0,79 -0,23 0,05 0,07

peso seco-parte radicular

X" 0.07 < x2 0.05; es decir que la diferencia no es significativa. El sesarrollo
radicular para ambos tratamientos fue muy similar.
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5. CONCLUSIONES

¢ Generaimente los cultivos algales se producen a base de medios costosos
como por ejemplo el Oligo, con este ensayo se pudo determinar que el
microaiga Chioreffa vulgans tuvo mejor desarrolio en el medio hidroponico
que el medio oligo, esto es positivo porque el fertilizante comercial puede
sef utitizado como medio de produccion de microalgas ya que ademas de
Ser econRomico es mas facil de conseguir en el mercado.

« al observar fa respuesta de los dos fetifizantes en el cuitivo hidroponico de
lechuga, se determino que ¢! biofertilizante algal uvoe los mismos resultados
en {a produccion de biomasa aerea que el fertilizante comercial, lo que
significa gue este biofedilizante puede ser una nueva alternativa pata la
nutricion de esta horaliza; disminuyendo costes de produccion ya que es
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6. RECOMENDACIONES

e fertiizante hidroponico es una buena altemativa para la produccion de
cuitivos microaigates como ef de Chiorella vulgarnis, ademas de ser una
fuente economica de alimento tambien es de facii adguision comercial; se
podria mtertar producir olro #ipo de microaigas en este medio.

Con este ensayo se detenrmino gque ef bfofertilizante a base de Chiorelia
sorokintana es una buena alternativa para la produccion hidropomica de
techugas vy tat vez pueda serwr como nuinende para ofro tipos de cufiivos
que son de importancia economeca en el sector agricola.
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£ generat esta ha sido una expenencia eniquecedora desde todo o de vista,
2l simple heche de conocer obre pals, idioma y costumbres me Yena de alegria y
satistaccion personal Ia vimudacion 3 esle provecio me pertdio conocer fodo o

redacinnade con i3 produccion, desanolio. mantemimianio y apficacion de ias algas
en ef secior agromdusirial, en particutar de ia especie Chioreifa vulgaris 1a coai ha

£l apovo bendarko por e onemadom i3 Ua. Mana inés Saiguero Lina v desnas
CoOMpaNiaros an & aboralono, rmméa&egfanamﬁﬁﬁmﬁﬁeﬁm%
este ﬁrm&* sics ademas de sor awcelentes peofesionaies son porsoras Wy

boradoras m*we&m&sw@mssma m@w%«mﬁa@meﬁ
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