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Resumen

La biomasa algal tiene gran interés a nivel mundial por poseer principios bioactivos y ser la materia prima uti-
lizada para €l desarrollo de biocombustibles y productos de alto valor agregado, no obstante, su cultivo genera
altos costos de produccidn que se deben en su mayoria a los precios de los componentes quimicos del medio.
Teniendo en cuenta que las aguas residuales municipales pueden representar una fuente considerable de nitrégeno
y fdsforo, se han postulado como un medio de cultivo alternativo que representa una posible solucion ante esta
problematica. En este sentido, la produccién de biomasa de Scenedesmus sp se evalud en cuatro tratamientos,
tres tuvieron como base agua residual municipal, uno compuesto Unicamente por esta agua, otro enriquecido
con micronutrientes y el Gltimo con macronutrientes, y para el cuarto tratamiento se usé medio de cultivo BG11
modificado. Se obtuvieron mayores densidades celulares en el tratamiento de agua residual con macronutrientes y
agua residual con valores de células/mL 8,2 x 108 células/mL y 6,6 x 108 células/mL respectivamente y un minimo
de densidad celular en el tratamiento de agua residual con micronutrientes con un valor de 3,5 x 108 células/mL,
que al contrastar con otros estudios se corresponde a la alta capacidad de las microalgas del género Scenedesmus
para adaptarse al medio e incorporar grandes concentraciones de nutrientes para su crecimiento, incrementando
su velocidad especifica de crecimiento (1) y su nimero de generaciones (n).
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Abstract

The algal biomass has great interest worldwide because it has bioactive principles and is the raw material used
for the development of biofuels and high value added products, however, its cultivation generates high produc-
tion costs that are mostly due to the prices of the chemical components of the medium. Taking into account that
municipal wastewater can represent a considerabl e source of nitrogen and phosphorus, they have been postul ated
as an alternative culture medium that represents a possible solution to this problem. In this sense, the biomass
production of Scenedesmus sp was eval uated in four treatments, three were based on municipal wastewater, one
composed solely of this water, another enriched with micronutrients and the last one with macronutrients, and
for the fourth treatment was used medium of BG11 culture modified. Higher cell densities were obtained in the
treatment of residual water with macronutrients and residual water with values of 8,2 x 108 cellmL y 6,6 x 108
cells/mL respectively and aminimum of cell density in the treatment of residual water with micronutrientswith a
value of 3,5 x 108 cellymL, which when contrasted with other studies corresponds to the high capacity of the mi-
croalgae of the genus Scenedesmus to adapt to the environment and incorporate large concentrations of nutrients

for its growth, increasing its specific growth rate (u) and its number of generations (n).

K eywor ds. Scenedesmus, wastewater, macronutrients, micronutrients, biomass, alga.

Introduccién

Las microalgas son organismos que presentan una am-
plia distribucién que se extiende a diferentes habitats
acuaticos vy terrestres (1,2) encontrando algunas espe-
cies poco exigentes que pueden vivir en condiciones ex-
tremas como cavernas, suelos desérticos, nieves perpe-
tuas, lagos hipersalinos, acidos, alcalinos y con elevadas
temperaturas (3). La mayor parte pertenecen a habitats
acuaticos, presentandose una mayor abundancia de mi-
croalgas verdes en aguas dul ces ricas en nutrientes (4)

La biomasa de estas algas tiene gran interés a nivel
mundia por ser la materia prima utilizada para €l de-
sarrollo de biocombustibles y productos de alto valor
agregado con principios bioactivos utilizados en dife-
rentes sectores como el de cosméticos, nutraceuticos,
farmacéuticos, entre otros (5). En los Gltimos afios, los
estudios en esta linea de investigacion se han orientado
hacia la busqueda de energias sustentables y el cuidado
del medio ambiente, por medio de procesos de reciclaje
con la reutilizacion de residuos y la reduccién de agen-
tes contaminantes (6,7). En este contexto, €l cultivo de
microalgas requiere condiciones especificas y es nece-
sario evaluar los diferentes pardmetros que inciden en
el crecimiento in vitro de la especie atrabajar. Entre los
factores més relevantes se encuentra el pH, intensidad
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de luz, fotoperiodo, temperatura y la composicion del
medio de cultivo (8); siendo este Ultimo aspecto un pun-
to clave en laproductividad de nivel es altos de biomasa,
dado que en funcion de las diferentes concentraciones
de los compuestos que lo conforman, este representala
fuente primaria de nutrientes necesarios para € creci-
miento del organismo (9).

No obstante, uno de los principales inconvenientes que
se presenta para € uso de microalgas son los elevados
costos de produccion que genera el uso de medios de
cultivo comerciales (10), ya que sus diferentes formulas
estan compuestas por varias soluciones madre en donde
se emplean fuentes sintéticas de macronutrientes, mi-
cronutrientes y vitaminas (11,12), razon por la cual la
busqueda de medios de cultivo alternativos que logren
reducir dichos costos es fundamental.

El uso de aguas residuales municipales como fuente
considerable de nitrogeno organico, nitritos, nitratos,
fésforo organico y fosforo inorganico (13) representa
unade las posibles soluciones que ha surgido a este pro-
blema, en este tipo de agua se puede encontrar concen-
traciones hasta de 80 mg/L y 20 mg/L de nitrégeno y
fosforo respectivamente (14). Entre las especies de mi-
croalgas que logran crecer en este tipo de aguas, se en-
cuentran las pertenecientes al género Scenedesmus que

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Cal.), 2018; 30: 121-128



Produccidn de biomasa de Scenedesmus sp. Cerdn et al.

poseen una actividad metabdlica elevada para asimilar
diferentes sustancias (15), logrando utilizar los nutrien-
tes desechados y de esta manera optimizar la produc-
cién de biomasa (16).

En 2016 se aislé una microalga del género Scenedesmus
de la Laguna la Barrosa de la reserva natural del Volcan
Azufral ubicada en el departamento de Narifio en medio
de cultivo BG11, sin embargo, no se revaluo si la com-
posicion y concentracién de nutrientes de este medio
afectan la produccidn de biomasa; por lo que la
evaluacién de agua residual de la ciudad de San Juan de
Pasto como un medio de cultivo alternativo puede pre-
sentarse como un gran atrayente econémico y ambiental
al aprovechar la remocion de nitrogeno y fosforo por
parte de Scenedesmus sp.

Materiales y métodos
Aidamiento de Scenedesmus sp

Scenedesmus sp es una especie dulceacuicola que perte-
nece a la division Chlorophytas, Clase Chlorophyceae,
Orden Chlorococcales, familia Scenedesmaceae y pue-
de encontrarse solitaria 0 formando cenobios de 2 a 32
células, aunque normalmente estas son de 4-8 células,
con formas que van desde casi esféricas a elipsoidales
alargadas o fusiformes (17). Para el aislamiento de esta

especie se usé un microscopio invertido, en donde se
observaron varias muestras de un cultivo mixto pro-
cedente de la laguna barrosa de la reserva natural del
\Volcan Azufral en el departamento de Narifio, con una
micropipeta graduada a un volumen de 5 pL se tomaron
alicuotas de las zonas con un gran namero de células
de Scenedesmus sp, estas fueron depositadas en dife-
rentes tubos de ensayo con 5 mL de medio de cultivo
BG11 modificado por Gémez y colaboradores (18). La
incubacion se realizé a una temperatura de 24°C, un
fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad y una
agitacién constante de 100 rpm.

Medio de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se utiliza-
ron 2500 mL de agua residual municipal proveniente
del municipio de San Juan de Pasto, Departamento de
Narifio, cantidad que fue trasladada a la universidad de
Narifio para su respectivo analisis fisicoquimico. Los
macronutrientes utilizados fueron NO3-N y PO4-P
como fuentes de Nitrégeno y Fésforo respectivamente
y paralos micronutrientes se tomaron |os reportados en
la composicién del medio de cultivo BG11 modificado
por Gémez y colaboradores (2015) (18).

Tabla 1. Composicién quimica y concentraciones de los diferentes nutrientes.

Macronutrientes

Composicion de las soluciones madre

Cantidad utilizada

NaNO,
10g /100mL ImL /1L
K2HPO4 1g /200mL ImL /1L
Micronutrientes Composicién de la solucién madre Cantidad empleada

H.BO, 0,289 /100mL ImL /1L
MnSO, H,O 0,018g / 100mL
ZnSO, 7TH,0 0,022g /100mL
NaMoO, 2H,0 0,05g /100mL
CuSO, 5H.,0 0,001g /2100mL
CoCl, 6H,0 0,001g/100mL

Disefio experimental

Se desarroll6 un disefio completamente aleatorizado, evaluando cuatro tratamientos con tres réplicas para un total

de 12 montgjes:

Tratamiento 1. Medio de cultivo compuesto Gnicamente por agua residual municipal.
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Tratamiento 2. Medio de cultivo constituido por agua
residual municipal y micronutrientes.

Tratamiento 3. Medio de cultivo constituido por agua
residual municipal y macronutrientes.

Tratamiento 4. Medio de cultivo con BG11 modificado.

Las réplicas de cada tratamiento presentaron un volu-
men efectivo de 250 mL con un 30 % de indculo de
Scenedesmus spy € 70% restante con medio de cultivo.
En todos los tratamientos se utilizé un fotoperiodo de
12 horasluz/12 horas oscuridad, un pH de 8.0, unatem-
peratura de 24 °C y una agitacion de 100 rpm.

Para cuantificar la produccion de biomasa se siguio el
protocolo establecido por Arredondo (2007) (19), rea
lizando medicion directa de crecimiento por medio de
conteos celulares diarios durante 18 dias, tomando ali-
cuotas de cada réplica por tratamiento que fueron ob-
servadas en el microscopio con e objetivo de estimar
el nimero de células/mL utilizando una cdmara de Neu-
bavuer.

/ML

CELULAS

BG11 —a— Agua Residua

Analisis estadistico

Se aplicaron los estadigrafos convencionales de la esta-
distica descriptiva, media y desviacion estandar. A cada
conjunto de datos se evaluaron |os supuestos de norma-
lidad de Shapiro-Wilk y de homogeneidad de varianza,
dado que los datos no se ajustaron a una distribucion
normal se empled la prueba no paramétrica de Krus-
kal-Wallis para determinar diferencias significativas y
adicionalmente se aplicé el Test de Tukey como prueba
complementaria de contraste.

Resultados y discusion

Las curvas de crecimiento de Scenedesmus sp obteni-
das en los diferentes medios de cultivo se presentan en
la figura 1, es posible observar que la densidad celular
incrementa conforme hay una mayor disponibilidad de
nitrogeno y fosforo, siendo en el medio de cultivo de
agua residual enriquecido con macronutrientes donde
se obtuvo el mayor crecimiento, con el aporte de una
concentracion total de nitrégeno (135,70 mg/L) y fos-
foro (13,56 mg/L) correspondiente a la suma entre las
concentraciones de nutrientes propias del aguay las sa-
les adicionadas.

Figura 1. Curvas de crecimiento de Scenedesmus sp en cuatro tratamientos con diferentes concentracio-

nes de nitrégeno, fosforo y micronutrientes.
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Cabe destacar que en las cuatro curvas de crecimiento
lafase de latencia es bastante reducida debido aque las
células pasaron por un periodo de activacién previo a
el desarrollo del estudio, tal como se menciona en el
estudio de Andrade, Cérdenas, y Morales, (2009) (20)
en el cual Scenedesmus sp cultivada en aguaresidua de
pescaderia al haber pasado por activacion previa, mues-
tra desde el momento de inoculacion un crecimiento
exponencial, indicando asi la rapida adaptacion de la
microalga a los distintos compuestos del medio. Una
vez determinada la fase exponencia para los distintos
tratamientos se logra observar variaciones en las tasas
de crecimiento, en el estudio de Chacén C, et al (2004)
(21) seevaluaron diferentes medios de cultivos de Sce-
nedesmus sp a diferentes concentraciones de nutrientes,
obteniéndose una produccién de 4,69 £ 1,72 x 106 cé-
lulas/ml en un medio algal estandar, valor que fue me-

de nitrégeno que presentd una produccion de 11,75 x
106 células/ml; resultados que concuerdan a los obte-
nidos en este estudio, en donde se observa un mayor
crecimiento en los tratami entos con mayores cantidades
de nitrégeno.

En la tabla 2 se organizan los parametros cinéticos del
crecimiento de Scenedesmus sp que permitieron eva uar
los niveles de produccion de biomasa en los diferentes
tratamientos, los valores obtenidos en e medio de cul-
tivo de agua residual enriquecido con macronutrientes,
reportan la mayor velocidad especifica de crecimiento
(1), el menor tiempo de generacion (g) y el maximo
numero de generaciones (n), en contraste con lo obteni-
do paralos medios de cultivo BG11 y aguaresidual con
micronutrientes, que presentan los pardmetros cinéticos
menos éptimos.

nor a obtenido en el medio a mayores concentraciones

Tabla 2. Parametros cinéticos de Scenedesmus sp cultivada en cuatro medios de cultivo con diferentes concentraciones de
nitrogeno, fosforo y micronutrientes.

Medio de cultivo p(h?) g(h) n(generaciones) t(horas)
BG11 0,020 34,65 12,46 432
Aguaresidua 0,022 31,50 13,71 432
Aguaresidual con macronutrientes 0,030 23,10 18,70 432
Aguaresidual con micronutrientes 0,019 36,47 11,84 432

De esta manera, la produccion de biomasa obtenida en los medios de cultivo de agua residual y agua residual con
macronutrientes demuestra que el género Scenedesmus puede remover cantidades significativas de N y P del agua
residual municipal. Entre las estrategias de regulacién metabdlica que presenta el género Scenedesmus setiene que
es capaz de formar cenobios o unién de varias células de 2 a 8 de ellas, para poder asimilar més eficientemente la
gran cantidad de nutrientes, aumentando su nimero de generaciones y haciendo que la densidad celular del cultivo
con agregados de nitrogeno y fosforo sea mayor (22,23).

Con la prueba de Kruskal-Wallis se registré un p-valor equivalente a 0,0037 indicando que al menos uno de los
valores medios de produccion de biomasa es estadisticamente diferente en comparacion con los otros resultados y
con el Test de Tukey se logré determinar que las diferencias se encuentran entre el medio de cultivo BG11 y agua
residual con macronutrientes con un p-valor de 0,0017, y entre el medio de cultivo de agua residua con micro-
nutrientes y agua residual con macronutrientes registrando un p-valor de 0,0016. En el gréfico de caja y bigotes
se representa el notorio contraste entre el medio de cultivo con macronutrientes que generd la mayor produccién
de biomasa y el medio de cultivo con micronutrientes que registr6 la menor produccion de biomasa (Figura 2),
este resultado presenta la posibilidad de que la adicidn de los micronutrientes usados en esta investigacion puede
inhibir el crecimiento de Scenedesmus sp.
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Figura 2. Se comparaladensidad celular de Scenedesmus sp obtenida en cuatro medios de
cultivo con concentraciones diferentes de nitrégeno, fésforo y micronutrientes. 1: Medio de
cultivo BG11,; 2: Aguaresidual; Aguaresidua con macronutrientes; 4: Agua residual con

micronutrientes.

El bajo nivel de produccidn de biomasa obtenido en el
medio de cultivo de agua residua con micronutrien-
tes, se encuentra relacionado con una inhibicion del
crecimiento por toxicidad en el medio (6). Segun Ruiz
(2011), los micronutrientes se deben incluir en € medio
de cultivo en trazas, pequefias dosis que van acorde a
cada especie, por lo cua es de suma importancia en-
tender que cuando se realiza un agregado de micronu-
trientes a un medio como lo es el agua residual, €l cua
puede contener algunos de estos, genera un incremento
excesivo de los mismos y dejan de ser trazas, micronu-
trientes como el molibdeno, hierro, niquel, cobre, zinc,
manganeso, cobalto, boro y cloro se encuentran presen-
tesen el aguaresidual municipa (24)

Este proceso de toxicidad inicia con la disminucién de
lasolubilidad de estos micronutrientes en el medio con-
tribuyendo a su acidificacién progresiva, una variacién
en el pH incide en la disponibilidad de nitrogeno y fos-
foro para las células (25), razon por la cual las células
en este tratamiento entraron méas rapidamente a la fase
estacionaria acelerando asi la muerte celular y un menor
valor del nimero de generaciones.

De esta manera queda claro que la produccion de bio-
masa microalgal dependera en gran parte de las propie-
dades de los medios de cultivo, proceso que implica
principalmente la incorporacion de macronutrientes
como nitrégeno y fésforo a la mezcla, siendo estos los
encargados del mantenimiento celular y de que todo €l
cultivo presente un éptimo desarrollo (26,11).
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Respecto al aguaresidual se encuentra que lade origen
municipal se caracteriza por su contenido de nutrien-
tes, convirtiendola en una buena opcion como medio
para € crecimiento de algunas especies de microalgas
gue presentan la capacidad de remover cantidades con-
siderables de los mismas, siendo un gemplo de elo
Scenedesmus sp (27). El nitrégeno y el fosforo pueden
tomarse del agua en forma de urea, amonio, nitrato, ni-
trito, gas de nitrégeno y en algunos casos éxidos de ni-
trégeno, en donde se ha demostrado que Scenedesmus
sp crece mas rapidamente con amonio, seguido de urea
y finalmente de nitrato, y para el fésforo en forma de
ortofosfatos (P-PO4-3) (16). Sin embargo en el estudio
de Ruiz (2011) se obtuvo que la asimilacién de fosfo-
ro y nitrégeno fue mas completa en el cultivo donde
éste presentaba nitrato y urea que en aquél con amonio
(24), por ende en este estudio se tendria una adicion de
nutrientes adecuada a los diferentes medios de cultivo
en donde la fuente de nitrégeno se proporcioné por un
nitrato y la fuente de fosforo por un fosfato.

El agua residual municipal obtenida para este estudio
fue comparada con la clasificacion de concentraciones
de los componentes del agua residua reportada por €l
Ministerio del Medio Ambiente, (2002), encontrandose
en el rango de concentracién media para nitrégeno con
maés de 25 mg/L y una concentracion baja para fosforo
con menos de 15 mg/L (14), razones por las cuales los
agregados de macronutrientes favorecieron en determi-
nado grado € crecimiento de esta microalga.

Por ultimo, es importante mencionar que la microalga
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Scenedesmus sp utilizada en este estudio presenta una
gran adaptabilidad al medio en d cual secultiva, si bien
BG11 como medio béasico ha servido para su desarrollo,
con el presente estudio puede indicarse que este micro-
organismo es capaz de adaptarse a agua residual como
un medio de cultivo y tomar macronutrientes en una
proporcién mayor en su composicién celular tal como
lo mencionan Aslan, Sy Kapdan, I., (2006) (28), por o
gue la utilizacion de medios alternativos como este es
una tentativa prometedora a la reduccion de costos de
produccidn a gran escala de este microorganismo.

Conclusiones
L as mayores producciones de biomasa de Scenedesmus

Sp seregistraron paralos tratamientos de agua residual
con macronutrientes y aguaresidual con valores de 8,2

x 108y 6,6 x 108 respectivamente, resultados que se en-
cuentran relacionados con |os requerimientos nutricio-
nales de esta especie en donde la cantidad de fosforo
necesaria sera menor que la cantidad de nitrégeno, por
lo que las concentraciones presentes en € aguaresidual
municipal de Pasto al ajustarse a este parametro optimi-
zan la produccion de biomasa.

Respuestas fisiologicas de Scenedesmus sp, como lo
formacién de cenobios y el ensanchamiento celular,
permitieron una adecuada tolerancia a atas concentra-
ciones de nitrogeno y fésforo.

La utilizacion de agua residual municipal se postula
como un medio aternativo para optimizar la produc-
cién de biomasa de Scenedesmus sp, obteniendo asi un
avance inicial ante las alternativas de desarrollo econo-
mico y cuidado ambiental.
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