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RESUMEN

El vertimiento de efluentes de camal es un problema en casi todas las
ciudades del mundo por su alta carga organica, que contamina los cuerpos de
aguas naturales. Por lo que, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el
uso del efluente de camal municipal (ECM) como medio de cultivo para S.
acutus. Se utilizaron concentraciones de 20, 40 y 60 mL L del medio ECM,
en cultivos bajo condiciones de laboratorio. Durante el experimento, se
determind el crecimiento celular (cél mL™) y al finalizar la concentracion de
lipidos (%). Ademas, cuantificamos 33 elementos quimicos del efluente para
conocer el aporte de nutrientes. Los resultados sugieren que el medio
experimental permite un crecimiento adecuado en S. acutus, logrando un
mayor crecimiento (20.83 + 1,04 x 10° cél mL™?) con 40 mL L; sin embargo,
la mayor concentracion de lipidos (25.91 %) se logré con 20 mL L. Cabe
sefialar que los cultivos experimentales fueron ligeramente inferiores al medio
control (HM), pero estadisticamente diferentes (p<0,05). Estos resultados
sugieren que S. acutus crece en todas las concentraciones evaluadas del medio
ECM, posibilitando el escalamiento de los cultivos con el medio

experimental.

Palabras clave: microalgas, Scenedesmus, efluentes, camal, lipidos.



ABSTRACT

The discharge of municipal effluent is a problem in almost all cities of the
world due to its high organic load, which contaminates natural water bodies.
Therefore, the objective of this research was to evaluate the use of municipal
farmyard effluent (MSE) as a culture medium for S. acutus. Concentrations of
20-, 40-, and 60-mL L*! of ECM medium were used in cultures under
laboratory conditions. During the experiment, cell growth (cells mL?) and
lipid concentration (%) were determined at the end of the experiment. In
addition, we quantified 33 chemical elements in the effluent to determine the
nutrient supply. The results suggest that the experimental medium allows
adequate growth in S. acutus, achieving higher growth (20.83 £ 1.04 £ 1.04 x
10° cells mL?) with 40 mL L*; however, the highest lipid concentration
(25.91 %) was achieved with 20 mL L. It should be noted that the
experimental cultures were slightly lower than control medium (HM), but
statistically different (p<0.05). These results suggest that S. acutus grows at
all concentrations evaluated with the ECM medium, making it possible to

scale up the cultures with the experimental medium.

Keywords: microalgas, Scenedesmus, effluents, camal, lipids.
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I. INTRODUCCION

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que para su crecimiento
dependen de la disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura, salinidad, fotoperiodo,
agitacion y medio de cultivo, siendo el nitrogeno y fosforo los principales nutrientes para
su desarrollo (Vésquez et al., 2020). Debido al elevado contenido de carbohidratos,
vitaminas, minerales, lipidos, acidos grasos poliinsaturados (Omega 3 y omega 6),
antioxidantes (carotenoides) y proteinas de alta calidad, a nivel mundial son consideradas
como un alimento funcional que beneficia en la salud humana y animal (Acién-Fernandez
etal., 2018).

Se ha demostrado que, el género Scenedesmus perteneciente a la division
Chlorophyta, clase Chlorophyceae, familia Scenedesmaceae; presenta contenido de acidos
grasos monoinsaturados de 18.55 %, 22.74 % poliinsaturados y 35.15 % de &cidos grasos
saturados, ademas de contener carotenoides, clorofila a y polifenoles (Niwas et al., 2021).
Asimismo, luteina y -caroteno, los cuales poseen actividades antioxidantes, antitumorales
e inmunomoduladoras y tienen potencial en la industria de la salud y cosmética (Kona et
al., 2021). El B-caroteno imparte color y la luteina previene enfermedades relacionadas con

la edad, céncer, cardiovasculares y aterosclerosis (Sathasivam y Ki, 2018).

S. acutus no requiere de espacios grandes para su cultivo por su capacidad de
soportar altas concentraciones de nutrientes que estan presentes en efluentes residuales de
camales o mataderos, industriales y aguas domésticas. Son utilizados para aprovechar sus
elevadas cantidades de proteinas, lipidos y carbohidratos como nutrientes para la
ostentacion de materia prima para la produccién de bioproductos, como productos
quimicos, materiales, piensos, aceites, pigmentos y polimeros de importante valor
econdémico (Trichez et al., 2019). Asimismo, su cultivo se puede desarrollar de manera
amigable con el medio ambiente basado en el uso de emisiones antropicas como las aguas
residuales y el CO2 (Amorim et al., 2020).

La industrializacion y el aumento de las actividades agroindustriales han ocasionado
un aumento en el uso del agua, lo cual conlleva a la generacion de aguas residuales.
Ademas, los mataderos y/o camales generan efluentes principalmente producto de la

limpieza, de un color rojizo producto de la contaminacion por el sangrado de los animales



sacrificados (Aziz et al., 2019); estimandose que por cada cabeza de ganado bovino se
produce alrededor de 37 kg de agua residual al afio (de Matos Nascimento et al., 2020).

Los principales riesgos asociados a los camales o mataderos proceden del
inadecuado manejo de los residuos liquidos, que al ser desechados en el alcantarillado
municipal causa contaminacion en los rios, lagunas y mar. Por lo que, en el 2009, el
Ministerio del Ambiente (MINAM) estableci6 los Limites Maximos Permisibles (LMP)
(DBO =100 mg L*, DQO =200 mg L%, pH = 6.5-8.5, STS = 150 mL L™) para efluentes
de actividades agroindustriales tales como planta de camales y plantas de beneficio. Sin
embargo, debido a la poca importancia no se dispone de un adecuado tratamiento de estos
efluentes, generandose valores mensuales de 904,2 m® y produccién anual de 10850.8 m?
(MINAM, 2009; Sanchez, 2018). EI Camal Municipal de Chimbote, Ancash — Perd, no
cuenta con infraestructura necesaria para el manejo de los efluentes liquidos que se
generan diariamente, representando un problema ambiental y social que afecta a los
pobladores que tienen sus casas ubicadas cerca de esta zona.

Por otro lado, debido al alto contenido de nitrgeno (94.89-1236.06 mg L?) y
fosforo (40.60-86.33 mg L) de este efluente, es posible utilizarlo como medio de cultivo
a gran escala para las microalgas (De Mendonca et al., 2018) y reducir los desafios que
representa la demanda de energia y el uso excesivo de medios de cultivo (Ye et al., 2018).

Actualmente, durante el cultivo masivo de microalgas con medios estandarizados
(BBM, ZM, Chu'l0 y BG-11), presenta el inconveniente de la preparacion, que resultan
costosos Yy dificulta su aplicacion para la produccion de biomasa, proteinas, carbohidratos y
lipidos de microalgas (Ram et al., 2019). Por lo que, se viene desarrollando diferentes
medios de cultivo que permitan obtener mayor produccion de Scenedesmus sp. a un menor
costo y una de las alternativas que se presenta es el uso de efluentes residuales (Cerén et
al., 2018).

Investigaciones demuestran que el uso de aguas residuales porcinas es apto para el
cultivo de Scenedesmus sp. y beneficia la produccion de biodiesel, esto debido a que se
obtiene mayor productividad de biomasa y lipidos (Gonzéales-Falfan et al., 2021). Con la
finalidad de obtener mejores resultados, Shen et al., (2019) agregaron fosforo a estas aguas
porcinas aumentando la biomasa hasta 27.9 %. Asi mismo, al incorporar nutrientes como

hierro y magnesio, se obtiene 0.78 g L de biomasa microalgal, mientras que sin estos



nutrientes sdlo se obtiene 0.35 g L™y con el medio estandar BG11 se obtiene 0.54 g L™ (Li
et al., 2022). También se ha evaluado el uso de residuos agricolas fermentados como tallo
y mazorca de maiz; paja de trigo y arroz, obteniéndose con el tallo de maiz 1461.1 mg L™

y 35.2 % de biomasa algal y lipidos, respectivamente (Ren et al., 2019).

Los efluentes residuales provenientes del procesamiento de lacteos, plantas de
tratamiento de aguas residuales y de mataderos, al ser usadas en el cultivo de Chlorella
vulgaris, C. pyrenoidosa, C. minutissima y Spirulina sp. generan un aumento del 31 % en
la produccion de biomasa microalgal (Chawla et al., 2022). Del mismo modo, del cultivo
de S. plantensis y S. obliquus en aguas residuales domésticas, se obtiene 380.0 mg L? de
biomasa y tasa de crecimiento (u) de 0.20 d, 0.18 d y 334.0 mg L%, respectivamente. En
cuanto al contenido de proteinas y carbohidratos, es mucho mayor en S.p con 42.6 % y
32.4 % respectivamente y en S.0 es 35.6 % y 22.8 %; Sin embargo, el contenido de lipidos
y clorofila en S.o es de 36.8 % y 3.6 % respectivamente, siendo casi 6.6 veces y 1.3 veces
mayor que en S.p (Fan et al., 2020).

Al realizar co-cultivo de Chlorella sp. y Scenedesmus sp. en aguas residuales
municipales (15 mL), se obtiene 0.12 g L y 0.71 g L™ lipidos respectivamente (Zhang et
al., 2020). Sin embargo, el crecimiento y produccion de lipidos depende de la calidad y
procedencia del efluente. Chawla et al. (2020) demostraron que, 40 mL de efluentes
provenientes de una industria de procesamientos lacteos y un matadero, para dosificar al

cultivo de C. vulgaris se obtiene hasta 0.78 g L™.

Por otra parte, la biomasa, proteinas y lipidos de microalgas que se produce se puede
utilizar en diferentes aplicaciones, incluido la produccion de biocombustibles o biodiesel,
este Gltimo se estima que, mediante la biomasa de las microalgas se produce 760 toneladas
h't afio! (Mondal et al., 2022). Por lo tanto, es importante y necesario realizar
investigaciones respecto a la acumulacion de lipidos en las microalgas cultivadas en

efluentes de diferentes origenes (Gao et al., 2019).

Aunque se sabe que el crecimiento y acumulacion de lipidos en las microalgas
dependen de varios factores que van desde las estaciones del afio hasta la intensidad de la
luz, recientemente se ha demostrado que el uso del 50 % de aguas residuales estimula la
sintesis de clorofila, el crecimiento y la acumulacién de carbohidratos, mientras que el

100% estimula mayor concentracion de lipidos en S. vacuolatus (Vijay et al., 2022). Del



mismo modo Huang et al. (2022), demostraron que aumenta la concentracion de biomasa
en un 24.78 % y el rendimiento de los lipidos aumentan hasta un 70.00 %.

Diversos investigadores han usado las microalgas para el tratamiento de las aguas
residuales y al mismo tiempo generan alta productividad de lipidos, por ejemplo, Laila et
al. (2022) evaluaron Desmodesmus maximus CNo6 en aguas residuales locales, donde la
produccion de lipidos fue de 3.43 mg L* dia® mientras que, S. obliquus acumula 367 mg
L de lipidos (Han et al., 2021).

Con la finalidad de obtener mayor biomasa microalgal con alto valor nutricional y al
mismo tiempo disminuir los costos de produccion, es necesario utilizar medios alternativos
con alto contenido de Nitrogeno, fosforo y potasio, presentes en efluentes residuales

provenientes de mataderos avicolas, porcinos y ganado (Ye et al., 2020).

Ademas, gracias a la actividad fotosintética de S. obliquus se puede eliminar hasta el
100 % de nitrogeno amoniacal, 89% de fosfatos, 78% de DQO y 76,77 % de carbono
orgénico, de esta manera los efluentes purificados pueden ser reutilizados y evitar la
sobreexplotacion de los recursos naturales (Lopez et al., 2022), asimismo, obtener biomasa
algal con mayor porcentaje de lipidos, por lo que en los Gltimos afios los investigadores
han despertado peculiar interés por las microalgas, debido a que son una alternativa
potencial para la produccion de biocombustibles renovables y generacién de energia a bajo
costo (Liu et al.,2019).

Por lo anterior se formuld el siguiente problema: ;Cuél es el efecto de diferentes
concentraciones del efluente de camal en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos
de S. acutus en condiciones de laboratorio?



1. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diferentes concentraciones del efluente de camal en el
crecimiento poblacional y contenido de lipidos de S. acutus en condiciones de

laboratorio.
2.2 Objetivos especificos

Determinar el crecimiento poblacional de S. acutus. cultivada a diferentes

concentraciones del efluente de camal.

Determinar el contenido de lipidos de S. acutus. cultivada a diferentes

concentraciones del efluente de camal.

Determinar el perfil de nutrientes del medio de cultivo ECM.

1.  HIPOTESIS

Si S. acutus es cultivada con 20, 40 y 60 mL L™ de efluente de camal, entonces se
obtendra mayor crecimiento poblacional y mayor produccion de lipidos con 40 mL L de

efluente de camal.



V. MATERIALES Y METODOS
4.1 Localizacion del trabajo experimental

Laboratorio de Cultivos de Especies Auxiliares de la Facultad de Ciencias en la

Universidad Nacional del Santa, Chimbote, Pera.
4.2 Material bioldgico

S. acutus fue suministrado por el Laboratorio de Recursos Acuéticos y Cultivo de

Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa, Ancash-Perd.
4.3 Preparacion de indculo

El indculo de 100 mL fue cultivado en dos botellas de plastico de 3 L con 1.5 L de
volumen efectivo, utilizando el medio HM para su crecimiento, el cual fue preparado
segun lo propuesto por Merino (1999). Estos cultivos se mantuvieron con iluminacion

(2000 lux) y aireacion constante (1 L min™).

Composicion quimica de medio de cultivo HM.

Nutrientes (mg LY
Urea 206.0
HsPO4 19.0
KCL 30.0
FeCLs 2.5

4.4 Preparacion del efluente para ser usado como medio de cultivo

El efluente fue obtenido del Camal Municipal de Chimbote, Ancash — Per(. En la
recoleccion se utilizé guantes y mascarilla como medida de proteccién; ademas, en la
colecta se us6 una jarra de plastico de 1 L y el liquido fue depositado en dos botellas de
plastico de 3 L. Posteriormente fue trasladado al Laboratorio de Recursos Acuéticos y
Cultivo de Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa, para su posterior

tratamiento y preparacion.

Primero el efluente fue tratado térmicamente hasta ebullicion a 100 °C
aproximadamente por 30 min. Luego del enfriado, el efluente fue filtrado con una malla

de Nytal de 5 um Yy posteriormente autoclavado por 15 min a 121 °C, esto para eliminar



microorganismos patdgenos. Finalmente, la solucion acuosa fue analizada en el laboratorio
Corporacion de Laboratorios de Ensayos clinicos, Bioldgicos e Industriales S.A.C.
“COLECBTI”.

Efluente obtenido
del camal

Depositado en
botellas de 3 L

Coccion a 100° C
por 30 min

Enfriar y filtrar en
malla Nytal

Llevar a autoclave
por 15 mina 121° C

Efluente listo para
usar

Figura 1. Flujograma de la preparacion del ECM para el cultivo de S. acutus.

4.5 Sistema de cultivo

Para el cultivo se utilizé 12 botellas de plastico de 3 L, previamente esterilizadas con
HCI comercial (&cido muriatico) y enjuagadas con agua potable. Los tratamientos
experimentales contenian 150 mL de S. acutus y tuvieron como medio de cultivo 20, 40 y
60 mL L de efluente y se afor6 con agua dulce a 1.5 L (Tabla 1); mientras que en el
tratamiento control se us6 el medio HM. Cada tratamiento fue rotaralo y distribuido al
azar. Se mantuvo con iluminacion constante (2000 lux) con fluorescentes de 40 w y

aireacion provista por aireadores, conectado mediante mangueras y llaves.

El disefio experimental fue por estimulo creciente y consistié en tres tratamientos del



efluente de camal como medio de cultivo para el crecimiento de S. acutus. (T1: 20 mL L7,
T2: 40 mL L%, T3: 60 mL L) y un grupo control (TC: medio HM), con tres repeticiones

cada uno.

Tabla 1. Disefio experimental de los cultivos de S. acutus, usando efluente de camal.

TRATAMIENTOS

PARAMETROS TC (HM) T1 T2 T3
(0) (20mL LY  (40mLL?Y  (60mL LY
Efluente de camal (mL) 0 20 40 60
Agua potable (mL) 1350 1330 1310 1290
Inéculo (mL) 150 150 150 150
TOTAL (mL) 1500 1500 1500 1500

4.6 Determinacion de crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional fue determinado por conteos diarios con una camara
Neubauer, una pipeta y utilizando un microscopio compuesto binocular marca Olympus a

un aumento de 40 X durante los dias de cultivo.

Con los promedios obtenidos de las concentraciones algales (cel. mL™) se determind,
al quinto dia de cultivo, la tasa de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacién diaria (TD),

utilizando las formulas propuestas por Guillard (1975):

_ (&)

Ty — Ty
In (2

D = (2)
m

Donde:
No y Nf. Corresponden al numero de células por ml al inicio y al final del cultivo
respectivamente.

Toy Tr: Tiempo final e inicial de los dias de cultivo respectivamente.



4.7 Registro del pH y la temperatura

El pH se registro diariamente con un pH-metro digital Hanna (+ 0,01), y la

temperatura con termémetro Boeco (+ 0,1 °C).
4.8 Determinacion de lipidos

Con la finalidad de determinar el contenido de lipidos totales, se empled la
metodologia descrita por Blight & Dyer (1959), modificada por Marsh & Weinsteinn
(1966). Cuyo procedimiento es el siguiente: 1) se centrifugaron 10 mL de cultivo
microalgal a 10 000 rpm por 10 min, 2) la pasta microalgal fue secada en la estufa a 45 °C
por 24 horas, 3) a cada muestra se afiadié 3 mL de solucion metanol: cloroformo (2:1), 4)
se dejo en refrigeracion a 5 °C por 24 horas, 5) se adicion6 3 mL de agua destilada a cada
muestra y fueron centrifugados a 10 000 rpm durante 10 min, 6) seguido se extrajo la capa
superior y lo restante se evaporo a 80 °C, 7) se afiadio 2 mL de H2SO4 concentrado (98 %)
y calenté a 200 °C por 1 h, 8) finalmente se dej6é enfriar a temperatura ambiente, para
realizar la lectura con un espectrofotometro Turner Barstearnd Internacional con celdas de

cuarzo a una longitud de onda de 375 nm.

Previamente se realizaron las curvas de calibracion con aceite de Oliva para
determinar la concentracion de lipidos presentes en S. acutus después del cultivo. Los
datos obtenidos fueron reemplazados en la ecuacion general para determinar los lipidos en

porcentaje (L).

P
M

(Absorbancia) . V)
* 100

L (%) =

Donde:

V: Volumen final de muestra analizada (10 mL).
M: Peso seco (mg) en 10 mL de cultivo.

P: Curvas de calibracion con aceite de Oliva.
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Figura 2. Flujograma para determinar el contenido de los lipidos S. acutus. (Blight &
Dyer, 1959; Marsh & Weinsteinn, 1966).
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También se determind el contenido de lipidos en biomasa (LB) de cada tratamiento,

con la siguiente férmula:

LxB

LB (mg L_l) = W

Donde:
L: Porcentaje de lipidos (%).

B: Biomasa seca por litro (mg).
4.9 Determinacion de biomasa

La biomasa se determind mediante el método gravimétrico. Para ello se peso papel
Whatman N°42 en una balanza analitica de sensibilidad 0,01 mg, posteriormente, de cada
tratamiento, se extrajo 50 mL de suspension algal y fue filtrado en cada papel filtro,
seguidamente, se llevo a la estufa a una temperatura de 60 °C por 15 min, por ultimo, se
dejo enfriar a temperatura ambiente por 1 h, finalmente los datos obtenidos fueron

reemplazados en la siguiente formula:
Biomasa (mg L) = ((P2 - P1) / 50) x 1000

Donde:
P1: Peso inicial papel (mg)
P2: Peso final (papel + muestra) (mg)

4.10 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del crecimiento poblacional y el contenido de lipidos en S.
acutus, fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Tukey con un nivel
de significancia de 0.05. Los andlisis estadisticos fueron desarrollados con los programas:
Office Excel 2016 y Minitab 17 para Microsoft Windows 8.
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V. RESULTADOS

5.1 Parametros ambientales del cultivo de S. acutus.

5.1.1 Temperatura

La variacion de la temperatura durante el cultivo experimental de S. acutus

utilizando el medio ECM y control (HM), son mostrados en la figura 3. La

temperatura en las unidades experimentales con S. acutus vario entre 23.5 y

24.7 °C durante el tiempo de cultivo (7 dias), siendo estadisticamente similares

(p>0.05).
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Figura 3. Variacion de temperatura °C durante el cultivo de S. acutus con

ECM y tratamiento control (HM).

5.1.2 pH

La variacion del pH en los cultivos de S. acutus con medio ECM vy control

(HM), son mostrados en la figura 4 y varian entre los 7.73 unid. al inicio y 9.08

unid. al tercer dia de cultivo.

En los dias 1, 2, 3 y 4 de cultivo, los valores de pH fueron estadisticamente

similares (p>0.05). Mientras que, al quinto dia de cultivo, el mayor valor

(p<0.05) fue en el tratamiento control (HM) con 8.77 unid. y similar al
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dosificado con 60 mL L™ de ECM con 8.67 unid. Al sexto y séptimo dia de

cultivo, los valores de pH fueron similares entre si (p>0.05).

pH (Unidades)

7.5

—4—TC=HM

-T2=40mLL-1

—><—T1=20mLL-1
—4—T3=60mLL-1

1

3 4

Tiempo (dias)

Figura 4. Variacién de pH durante el cultivo de S. acutus con ECM vy
tratamiento control (HM).

5.2 Crecimiento poblacional de S. acutus.

5.2.1 Crecimiento poblacional

En la tabla 3, figura 5 y 6 se muestran las variaciones en las densidades

poblaciones de S. acutus cultivada con medio ECM y control (HM).

Tabla 2. Densidad Poblacional (x10° cél. mL1) de S. acutus en los cultivos con ECM y
tratamiento control (HM).

Dias de EFLUENTE (mL L)

cultivo Control (HM) 20 40 60
0 2.44 +0.00? 2.44 + 0.00? 2.44 +0.00? 2.44 +0.00?
1 4.07 £0.27 3.33+0.30° 3.40+0.28° 3.91 +0.30°
2 6.04 +£0.61° 5.64 +0.80? 5.75 +0.53? 5.35+0.73%
3 10.68 + 0.90? 8.03+0.77° 9.07 + 0.82% 8.64 +1.00%
4 15.23 + 1.55? 10.96 + 0.40° 13.81 +1.27° 12.51 + 0.65%®
5 21.08+1.18° 15.32 + 0.80° 19.67 + 1.40? 16.73 £ 0.43°
6 23.19 £ 0.44% 18.12 +1.01° 21.72 +1.62® 19.68 + 0.57"
7 23.72 £ 0.49° 17.25 +0.62¢ 20.83 + 1.04° 19.39 + 0.88°

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (¢=0,05).
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Figura 5. Densidad poblacional del cultivo de S. acutus con ECM vy tratamiento
control (HM).

Figura 6. Unidades experimentales al quinto dia de cultivo de S. acutus con
ECM y tratamiento control (HM).

Los cultivos de S. acutus, se iniciaron con valores promedio significativamente
similares (p>0,05) de 2.44 x10° cél. mL™%, los cuales fueron incrementandose al
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transcurrir los dias, con tendencias similares (p>0.05) hasta el segundo dia de

cultivo microalgal.

Al tercer dia de cultivo se observa mayores promedios significativos (p<0,05)
del crecimiento poblacional de S. acutus en los tratamientos dosificados con 40,
60 mL L de ECM y HM, con 9.07 x 10° cél. mL™%, 8.64 x10°cél. mL*y 10.68

x10° cél. mL:, respectivamente.

En el cuarto dia de cultivo, las mayores densidades poblacionales de S. acutus
se presentaron en los tratamientos dosificados con HM y 40 mL L de ECM con
valores significativos (p<0,05) de 15.23 x 10°cél. mL? y 13.81 x 10° cél. mL™,
respectivamente; seguido del tratamiento con 60 mL L de ECM con 12.51 x
108 cél. mL y el menor valor en el tratamiento dosificado con 20 mL L* de
ECM con 10.96 x 10°cél. mLL.

Al quinto dia de cultivo, las mayores densidades poblacionales de S. acutus se
presentaron en los tratamientos dosificados con HM y 40 mL L™ de ECM con
valores significativos (p<0,05) de 21.08 x 10°% cél. mL* y 19.67 x 10° cél. mL™,
respectivamente; mientras que los menores valores (p>0,05) se presentd en los
tratamientos dosificados con 60 mL Lty 20 mL L de ECM con 16.73 x 10°
cél. mLty 15.32 x 10%cél. mL™.

Al sexto dia de cultivo, la mayor densidad poblacional de S. acutus se presentd
en el tratamiento control HM con un valor significativo (p<0,05) de 23.12 x 10°
cél. mL, sequido del tratamiento con 40 mL Lt de ECM con 21.72 x 10° cél.
mL1; mientras que los menores valores (p>0,05) se presentd en los tratamientos
dosificados con 60 mL Ly 20 mL L™ de ECM con 19.68 x 10° cél. mL™* y

18.12 x 108 cél. mL™* respectivamente.

De igual manera al séptimo dia de cultivo, la mayor densidad poblacional
(p<0,05) de S. acutus se presentd en el tratamiento control HM con un valor
significativo (p<0,05) de 23.72 x 10° cél. mL™, seguido de los tratamientos
dosificados con 40 mL L y 60 mL L de ECM con 20.83 x 10% cél. mL* y
19.39 x 10° cél. mL™* respectivamente; y el menor valor significativo (p<0,05)
se obtuvo en el tratamiento dosificado con 20 mL L™ de ECM con 17.25 x 10°

cél. mL1.
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52.2 Tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de S. acutus.
En la tabla 4, fig. 7, se observan la tasa de crecimiento (1) y el tiempo de
duplicacion poblacional diaria (TD) de S. acutus cultivada con ECM vy
tratamiento control (HM), determinados en la fase exponencial al quinto dia de

cultivo en todos los tratamientos.

Tabla 3. Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacion poblacional diaria (TD) de S.
acutus en los cultivos con ECM y tratamiento control (HM).

EFLUENTE (mL L%

PARAMETRO  CONTROL

20 40 60
No 2.44 +0.00 2.44 +0.00 2.44 +0.00 2.44 +0.00
Nf 21.08 +1.18 15.32+0.80 19.67 +£1.40 16.73 £ 0.43
Dia 5 5 5 5
M (dia™) 0.431 +0.011° 0.367 £ 0.010° 0.417 £0.014*  0.385 + 0.005"
TD (dia) 1.609 + 0.042° 1.888 + 0.042% 1.663 + 0.055°  1.800 + 0.0242

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (0=0.05).

1.888

1.800

ETC=HM

1.609
ET1=20mLL-1

HT2=40mLL-1

HT3=60mLL-1

0.431

0.367 0.417 0.385

u(dia-1) TD (dia)

Figura 7. Variacion de la tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacién
poblacional diaria (TD) de S. acutus en los cultivados con ECM vy tratamiento
control (HM).

La tasa de crecimiento poblacional diaria () para el quinto dia de cultivo de S.
acutus, muestra el mayor valor (p<0,05) en el tratamiento control (HM) con
0.431 p dia-1, seguido por el dosificado con 40 mL L de ECM con 0.417 p

dial; mientras que la menor p (p<0.05), se observd en los tratamientos
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dosificados con 20 y 60 mL L™ de ECM, con 0.385 p diat y 0.367 p dia*

respectivamente.

Asi mismo se encontré que el tiempo de duplicacion poblacional diaria (TD)
para el quinto dia de cultivo de S. acutus fue significativamente mayor (p<0,05)
en los tratamientos dosificados con 20 y 60 mL L™ de ECM con 1.888 dia y
1.800 dia respectivamente; mientras, que los menores valores significativos del
TD (p<0,05) se obtuvo en el tratamiento con 40 mL L™ de ECM con 1.663 dia
y el control (HM) con 1.609 dia.

5.3 Contenido de lipidos en S. acutus.

En la tabla 5, fig. 8 y 9, se pueden observar los promedios del contenido de
lipidos como porcentaje (%) y biomasa (mg L) de S. acutus analizados al

quinto dia de cultivo para todos los tratamientos.

Tabla 4. Contenido de lipidos en porcentaje (%) y en biomasa (mg L™) al quinto dia de S.
acutus cultivado con ECM y tratamiento control HM.

CONTROL EFLUENTE
PARAMETRO (HM) (mL L™
20 40 60

Biomasa(mgL?') 610.7+18.0°  412.7+30.3° 497.3 +9.0° 484.7 +25.2°

Lipidos (%) 20.67 £ 0.61° 25.91+0.73% 23.95+0.68° 24.14 £0.91%®

Lipidos (mg L?) 126.2 £4.32 106.8 £5.0° 119.1 +£1.7% 116.8 + 2.0°
Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (0=0.05).
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Figura 8. Contenido de lipidos como porcentaje de S. acutus en los tratamientos
cultivados con ECM y control (HM).

El contenido de lipidos como porcentaje de S. acutus en el quinto dia de cultivo,

presento mayores promedios significativos (p<0,05) en los tratamientos
dosificados con 20 y 60 mL L™ de ECM con 25.91 y 24.14 % respectivamente;
seguido del tratamiento con 40 mL L de ECM con 23.95 %; mientras que el

menor promedio significativo (p<0.05) se presentd en el tratamiento control
(HM) con 20.67 %.
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Figura 9. Contenido de lipidos como biomasa de S. acutus en los tratamientos
cultivados con ECM y control (HM).
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El contenido de lipidos como biomasa (mg L) de S. acutus en el quinto dia de
cultivo, presento el mayor promedio significativo (p<0,05) en el tratamiento
control (HM) con 126.2 mg L, seguido de los tratamientos dosificados con 40
y 60 mL L™ de ECM con 119.1 y 116.8 mg L™ respectivamente; mientras que
el menor promedio significativo (p<0,05) se present6 en el dosificado con 20
mL L de ECM con 106.8 mg L™.

5.4. Composicion quimica del medio
La determinacion quimica del medio experimental revel6 que incorpord la
mayoria de los nutrientes necesarios para el crecimiento microalgal. La tabla 6
muestra la cuantificacion de los nutrientes del medio experimental ECM. El
sodio fue el nutriente con mayor concentracion (433.72 ppm), seguido del
calcio (184.7 ppm). Se destaca la presencia de Silice en cantidades
significativas (39.39 ppm). Asimismo, la presencia de magnesio (40.39 ppm) y
potasio (88.5 ppm). Por su parte el nitrégeno tuvo una concentracion de 1.9 %,
mientras que el fosforo estuvo en concentraciones >25 ppm. Aqui notamos una

diferencia importante en cuanto al ratio N:P.

Tabla 5. Composicién quimica del medio experimental ECM.

Concentracion Concentracion
Elemento Elemento

(ppm) (Ppm)
Plata (Ag) <0.002 Manganeso (Mn) 0.1567
Aluminio (Al) 1.629 Molibdeno (Mo) 0.0172
Arsénico (As) <0.005 Sodio (Na) 433.72
Boro (B) 0.8342 Niquel (Ni) 0.0038
Bario (Ba) 0.0906 Faésforo (P) >25
Berilio (Be) <0.0002 Plomo (Pb) 0.0058
Calcio (Ca) 184.7 Antimonio (Sb) <0.003
Cadmio (Cd) <0.0001 Selenio (Se) 0.012
Cerio (Ce) <0.009 Silice (SiOy) 39.39
Cobalto (Co) <0.0006 Estafio (Sn) 0.0558
Cromo (Cr) 0.0035 Estroncio (Sr) 0.9153
Cobre (Cu) 0.0279 Titanio (Ti) 0.0358
Hierro (Fe) 7.024 Talio (TI) <0.002
Mercurio (Hg) <0.001 Vanadio (V) 0.0054
Potasio (K) 88.5 Zinc (Zn) 0.1334
Litio (Li) 0.008 Nitrégeno Amoniacal (%) 1.9
Magnesio (Mg) 40.39
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Basado en las composicion quimica determinada en el medio de cultivo, se ha
estimado una relacion N:P:K:Fe de 1.9:88.5:25:7.02, respectivamente. En base a estas

cantidades se obtiene las siguientes concentraciones por tratamiento:

Tabla 6. Concentracion de N, P, K'y Fe por cada tratamiento.

Tratamiento N (ppm) P (ppm) K (ppm) Fe (ppm)
T1(20mL L1 0.38 17.70 5.00 1.40
T2 (40 mL L1 0.76 35.4 10.00 2.81
T3 (60 mL L1 1.14 53.1 15.00 4.21
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VI. DISCUSION

El cultivo de microalgas es un campo que ha crecido ampliamente en las recientes
décadas, sin embargo, aun enfrenta problemas relacionados a su escalamiento,
principalmente relacionados a los costos que involucra su cultivo y procesamiento
(Hernandez-Pérez & Labbé, 2014). En este &mbito, diversas iniciativas se han propuesto
para reducir los costos de produccion, dentro de las cuales tenemos la generacion de
medios alternativos y/o el uso de efluentes (Martinez-Cordova etal., 2012). En esta
investigacion se ha estudiado al efluente de camal para el cultivo de S. acutus, observando

buenos rendimientos en biomasa y contenido de lipidos.

Los medios alternativos suelen ser complejos, es decir que su composicion quimica
es muy heterogénea debido a las sustancias organicas presentes (Rojas et al., 2009), por lo
que determinar las concentraciones de cada elemento puede resultar tedioso. Por lo tanto,
para el caso del efluente del camal, se considerd que presentd alta carga orgénica por el
olor y coloracion observado (Anexo 2), no obstante, las concentraciones de nutrientes
pueden fluctuar dependiendo del momento en que se realiza el muestreo. Sin embargo,
resulta necesario conocer el perfil quimico del medio usado, ya que los valores de
nitrogeno y fosforo suelen ser relativamente altos en este tipo de muestras, como se ha
descrito en un trabajo anterior que determind niveles de 4700 y 79 ppm de nitrégeno y

fosforo total, respectivamente, en efluentes de camal (Mufioz & Palomino, 2019).

Asimismo, es importante mencionar que nuestra investigacion ha determinado las
concentraciones de 33 elementos presentes en el efluente del camal (Tabla 6). No se han
encontrado otros estudios en donde se caractericen todos estos elementos, lo cual denota
que nuestros resultados representan una contribucién importante en el estudio de estos
efluentes. Ello termina siendo ventajoso, ya que podemos determinar algunos nutrientes
que podrian mejorar o limitar el crecimiento de microalgas, o direccionar el medio para
otras especies de las cuales ya se conocen los requerimientos nutricionales (Darvehei et al.,
2018; Rashid etal., 2015). Es asi que, nuestro andlisis demuestra que el medio
experimental es adecuado para su utilizacion en los cultivos microalgales, en especial para

el cultivo de S. acutus.

Bajo este enfoque, el andlisis quimico revelé que el compuesto con mayor

concentracion fue el sodio (433.72 ppm); aungque no es uno de los principales nutrientes,
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pero, en conjunto con el potasio (88.5 ppm), tiene un rol biolégico importante en el
mantenimiento de la homeostasis celular (Salas-Herrera etal.,, 2015). Es interesante
mencionar que en la sangre del ganado es comun encontrar niveles alrededor de 6.102 ppm
de potasio (Donnelly et al., 1978), por lo que consideramos que las altas concentraciones
son aportes de las heces y/o residuos de visceras que terminan en el efluente. A pesar de
que la concentracion es alta, las microalgas cuentas con mecanismos de adaptacion a la
salinidad (halotolerancia), pudiendo tolerar niveles de hasta 12 UPS en el caso de
Scenedesmus sp. (Morales etal., 2019), por lo que inferimos que, pese a su alta

concentracion, no ha interferido en el crecimiento de S. acutus.

El segundo nutriente con mayor concentracion en el medio experimental fue el calcio
(184.7 ppm). Se reporta que el calcio en sangre de ganado puede estar entre 20.3 +11.02
ppm (Dayananda et al., 2019), sin embargo, en los efluentes de camal puede fluctuar
debido al aporte de otros residuos que se incorporan. A diferencia del sodio, el calcio tiene
una funcion méas importante en el metabolismo de las microalgas, principalmente en los
procesos fotosintéticos (Rocha & Vothknecht, 2012) y en la division celular (Wang et al.,
2011), ademas de ser co-factor de otras enzimas (Liang et al., 2009), y a nivel experimental
se ha demostrado que puede mejorar la sintesis de lipidos en Chlorella vulgaris y S.
obliquus (Gorain etal., 2013). Cabe sefalar que, aunque encontramos importantes
cantidades de calcio, lo mencionado anteriormente sugiere que este no fue limitante para el
crecimiento de la microalga; por el contrario, resulta ventajoso para asegurar un
crecimiento optimo, como se ha reportado en un estudio que determind mayor crecimiento
cuando se incorpora 230 mg L* de Ca bajo condiciones de heterotrofia, no obstante, bajo
condiciones de heterotrofia, a concentraciones de 20 a 23 mg L™, limita en crecimiento (Di
Caprio et al., 2018). De esta forma, al incorporarse sustancias organicas del efluente de
camal se promueve el crecimiento de S. acutus. En ese sentido, inferimos que las
diferencias en crecimiento deben estar mas relacionadas a la dosificacion del nitrégeno y el

fésforo.

Uno de los nutrientes mas importantes para el crecimiento de las microalgas es el
nitrégeno, el cual en nuestro analisis fue cuantificado como nitrégeno amoniacal (NHs),
proveniente del aporte de la sangre y las heces de los animales. En efluentes de camal de
otras localidades se han registrado niveles superiores de nitrogeno (2100 mg L) (Quille &

Donaires, 2013), muy por encima de la cantidad determinada para nuestro medio (1.9 %),
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reforzando la teoria de los medios complejos. A pesar de ello, se considera que las
cantidades incorporadas en el medio representan un aporte importante para el crecimiento
de las microalgas, ya que segun Quinn et al. (2011), el limite minimo de nitrégeno es de
0.001 g g* de biomasa. Ademas, se sabe que el nitrégeno limita el crecimiento, pero
también puede usarse como un factor estresante para aumentar la sintesis de lipidos cuando
se encuentra en cantidades por debajo de las 6ptimas (Peccia et al., 2013; Wu et al., 2013;
Yaakob et al., 2021), concordando con las mayores cantidades de lipidos encontradas con
20 mL L de ECM (25,91%), aunque con la concentracion de 40 y 60 mL L™, se obtienen
concentraciones ligeramente inferiores, 23.95 y 24.14%, respectivamente, pero diferentes
estadisticamente (p<0,05) para la concentracion de 40 mL L. La reduccion en la cantidad
de lipidos con 40 y 60 mL L™ puede atribuirse a la mayor disposicion de los nutrientes del

medio, que promueve un mayor contenido de proteina y biomasa.

Por otro lado, el fosforo presentd una concentracion relativamente alta (25 ppm), en
comparacion a los niveles requeridos para el crecimiento 6ptimo de S. acutus, que de
acuerdo a Roopnarain et al. (2014), se encuentra entre 1-179 ppm, demostrando también la
gran capacidad de tolerancia al fdésforo por las microalgas. En Scedesmus sp.,
dosificaciones de 50 ppm de fosforo logra rendimientos de 22.3% de lipidos, mientras que,
reduciendo la disposicion de fosforo a 1 ppm se incrementan los lipidos hasta 42.5%,
ademas, se ha observado la reduccion de los pirenoides responsables de la fijacion del CO»
con 1 y 0.5 ppm (Yang etal.,, 2018). Asimismo, un estudio en donde se evalu6 la
limitacion del nitrégeno (2.5 ppm) y fosforo (0.1 ppm) en Scedesmus sp., reveld que esta
microalga acumula 30 y 53% de lipidos, respectivamente (Xin et al., 2010), de lo que se
infiere que el fosforo puede ser un mejor factor estimulante (cuando se limita) para la

produccién de lipidos.

De igual forma, debemos mencionar el aporte de otros nutrientes que se cuantificaron
en menor cantidad, como el hierro (7.024 ppm) y magnesio (40.39 ppm). El hierro es un
micronutriente vital para la vida, aunque requerido en pequefias cantidades para funciones
fotosintéticas y enzimaticas en las microalgas (Rana & Prajapati, 2021). Tao et al. (2020),
determinaron un éptimo crecimiento de S. acuminatus a 1 ppm de hierro, mientras que
Tharavathy & Krishnamoorthy (2014), establecieron un LCso de 175 ppm para S.
acuminatus, considerandola como una especie altamente tolerable a hierro. En

concordancia, estudios en S. quadricauda han establecido que este elemento resulta menos
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toxico que el cadmio, plomo, cobre y zinc (Fargasova, 1999). En nuestro ensayo, la
concentracion de hierro suministrada estd por debajo del limite letal, por lo que no
observamos interferencias en el crecimiento de S. acutus; sin embargo, un estudio con
mayores concentraciones de ECM podria determinar la letalidad del hierro cuando se
emplee efluentes de camal. EI magnesio, por otro lado, participa mayormente como a&tomo
central de la clorofila y no se considera tdxico (Wang et al., 2014), de tal manera que, no
ha interferido con el crecimiento en los cultivos. Ademas, cuantificamos una importante
cantidad de silice (39.39 ppm), lo cual indica que los efluentes de camal serian una
alternativa viable para el cultivo de diatomeas, un grupo de microalgas importantes para la
produccion de lipidos (Haro, 2011; Manrique, 2015), que puede ensayarse en futuros
estudios. Asimismo, inferimos que las concentraciones minimas de otros elementos (Tabla

5) no han interferido con el crecimiento.

Es importante sefialar que, a diferencia de otros tipos de efluentes residuales, como
efluentes municipales o industriales, el efluente de camal utilizado no present6 cantidades
significativas de elementos toxicos, como metales pesados, lo cual resulta ventajoso para el
cultivo de microalgas, cabiendo las posibilidades de su posterior aplicacion (uso de la
biomasa) en procesos como elaboracion de piensos, bio-fertilizantes, etc, que deberd ser
cuidadosamente estudiado. A pesar de ello, debemos reconocer que las concentraciones de
aluminio fueron relativamente altas (1,629 ppm), sin embargo, esto lo atribuimos al
proceso de preparacion del medio (coccién a 100°), en donde se infiere que hubo
desprendimiento de aluminio por el material del recipiente en donde se hirvié el efluente,
lo cual puede ser materia de estudio en futuros trabajos que aborden el uso de otros
materiales y metodologias para la preparacién del efluente del camal como medio de

cultivo.

Las observaciones de las condiciones de cultivo, en conjunto con el buen aporte
nutritivo del medio experimental, determinado con el analisis quimico, nos sugiere que el
medio experimental con efluente de camal permite un crecimiento Optimo para la
microalga S. acutus, similar al logrado con el medio HM. Los cultivos con medio HM
suelen tener altos rendimientos (>0.70 g L) debido al aporte balanceado de N, P, K y Fe;
nutrientes que fueron optimizados especialmente para esta especie (Castillo et al., 1980).
En contraste, el crecimiento obtenido con el medio experimental fue ligeramente inferior,

aunque diferente estadisticamente (p<0.05) al control. Asimismo, se determiné diferencias
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estadisticas entre los tratamientos experimentales en el dia 7, demostrando que el aporte de
nutrientes puede afectar el crecimiento; en donde, el tratamiento con 40 mL L present6 el
mayor crecimiento, sin embargo, el tratamiento de 60 mL L fue similar estadisticamente
(p<0.05). Es interesante observar que con estos dos tratamientos (40 y 60 mL L) se logra
un crecimiento similar (20.83 = 1.04 y 19.39 + 0.88, respectivamente), corroborando la
gran adaptabilidad de esta especie, como ya se ha mencionado anteriormente; ademas,
queda abierta la posibilidad de aumentar las dosificaciones en futuros ensayos, lo que

resultaria ventajoso para reutilizar mayor volumen de efluente de camal.

Por su parte, el tratamiento con 20 mL L fue el que presento menor crecimiento,
pero mayor contenido de lipidos. Este comportamiento concuerda con lo reportado por
diferentes autores, en donde se ha obtenido mayores contenidos de lipidos con menores
dosificaciones de medio, ya sea HM u otro que se derive de fuentes organicas (LOpez y
Rios, 2014; Jara y Roque, 2016; Calderon & Chévez, 2019; Cam & Mostacero, 2019;
Gonzales & Reyes, 2022). Asimismo, se ha demostrado que la incorporacion de una fuente
organica mejora el crecimiento, y promueve mayor produccién de lipidos bajo ciertas
condiciones de estrés (Capa-Robles etal., 2021). Cabe precisar que S. acutus no es
considerada una especie oleaginosa, sin embargo, S. obliquus, S. dimorphus y S.
quadricauda han sido sefialas como especies con alto potencial para la obtencién de
lipidos, con niveles de produccién de 10-17, 16-40, 1-9 % de lipidos, respectivamente
(Mutanda et al., 2020). En tal sentido, nuestra cepa estaria en un nivel de produccién de
lipidos similar a S. dimorphus. Ademas, las condiciones de estrés permiten mejorar su
perfil lipidico, lo cual es ventajoso para: a) obtener biocombustibles (Pushpakumari et al.,
2018) y/o b) mejorar su bromatologia nutricional con acidos grasos polinsaturados bajo

crecimiento heterotrofico (Leal-Medina et al., 2017).

Debemos ademas mencionar que, los valores de (i han sido superiores con el medio HM
(control) para el tratamiento de 20 y 60 mL L™ de ECM, pero estadisticamente similar con
el tratamiento de 40 mL L? (Tabla 3). De la misma forma, el TD fue estadisticamente
similar entre el control y el tratamiento de 40 mL L. Es importante notar que, todos los
tratamientos presentaron buenos valores de p y TD, a pesar de las diferencias estadisticas.
En ese sentido, asumimos que estas diferencias estan relacionadas con el tiempo de

adaptacion que requiere la microalga para cada concentracion de efluente.
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Por otro lado, el cultivo de microalgas se encuentra condicionado por diferentes
factores ambientales, tales como la luz, temperatura, pH, fuentes de C, nitratos, fosfatos
(Kumar et al., 2018). De tal manera que para obtener un buen crecimiento microalgal, estos
factores deben encontrarse en un rango Optimo. En tal sentido, Julio et al. (2017),
mencionan que la mayoria de las microalgas desarrollan tasas de crecimiento maximo en
un rango de temperatura entre 20 y 25 °C; sin embargo, algunas especies como Chlorella
soportan hasta 36 °C, mientras que Tetradesmus no tolera mas de 23 °C (Martinez et al.,
2022). Por su parte, Zhang et al. (2019), demostraron que Scenedesmus sp. soporta un
amplio rango temperatura entre 20 y 35 °C; ademas, Gonzales et al. (2022), mencionan que
la temperatura Optima para el crecimiento de Scenedesmus es de 27 + 2 °C, y por encima
de este valor el cultivo llega a morir por sobrecalentamiento, lo cual generalmente se da a
10 °C por encima del valor éptimo (Queiroz et al, 2018). En el presente experimento con
ECM las temperaturas registradas se encuentran entre 23.5 y 24.7 °C, siendo cercano a los
reportado por Gonzales et al. (2022), y se encuentran dentro del rango mencionado por
Zhang et al. (2019).

Respecto al pH en el cultivo de microalgas, Saphira et al., (2019) reportaron que el
rango del pH se encuentra entre 7 y 8 unid., pero son sensibles a las variaciones de pH, y
cada especie tiene un rango 6ptimo para su crecimiento, tal es el caso de Chlorella vulgaris
que puede crecer en un rango de 6 y 10 unid. siendo el pH 8 apropiado para permitir mejor
cinética de crecimiento, mientras que a pH &cido se ralentiza su crecimiento (Josephine et
al., 2022). Asi mismo, en Scenedesmus sp., Li y Chi. (2021), consideran que el rango méas
productivo se encuentra entre 7 y 8 unidades, siendo el pH 7.5 el punto Optimo para
alcanzar altas tasas de crecimiento y productividad de biomasa. Sin embargo, el pH se ve
influenciado por el medio de cultivo tal como lo demostraron, Xiong et al., (2020) al

cultivar Scenedesmus obliquus en aguas residuales y el pH se elevo hasta 10.85 unid.

En referencia a los mencionado por los diferentes autores, los valores de pH
encontrados en el cultivo experimental con ECM fluctuaron entre 7.73 y 9.08 unid. Valores
cercanos a lo considerado por Garibay et al., (2009), quienes mencionan que las
condiciones adecuadas de pH en los cultivos microalgales varian entre 6.5 y 9.5 unidad.
Por ende, el pH y la temperatura registrados en el experimento, no tendrian influencias en

el crecimiento poblacional y contenido de lipidos de S. acutus.
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VII. CONCLUSIONES

» El medio de cultivo experimental ECM estuvo compuesto de todos los nutrientes
requeridos para el cultivo de S. acutus. Se determiné altas concentraciones de sodio
(433.72 ppm), calcio (184.7 ppm), potasio (88.5 ppm), magnesio (40.39 ppm), silice
(39.39), fosforo (>25 ppm), hierro (7.024 ppm) y nitrégeno (1.9 ppm). Asimismo,
nuestro analisis de los nutrientes reveld que el medio experimental no contuvo

metales pesados en elevadas concentraciones.

> El maximo crecimiento poblacional (20.83 + 1.04 x 10° cel mL™) se obtuvo con 40
mL L de ECM, sin embargo, no se observo diferencia estadistica significativa
(p<0,05) con el tratamiento de 60 mL L™ de ECM (19.39 + 0.88 x 10° cel mL™). Sin
embargo, la mayor produccion de lipidos (25.91%) se logré con el tratamiento de 20
mL L,

> Nuestros resultados representan una contribucién al estudio de los efluentes, y
pueden ser tomados como una nueva metodologia para su aplicacién en camales

municipales con la finalidad de reutilizar sus efluentes.
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VIill. RECOMENDACIONES

Se recomienda escalar los cultivos y trabajar bajo mayores concentraciones en

piletas o fotobiorreactores al aire libre.

Evaluar el contenido de proteina y pigmentos en cultivos en laboratorio y al aire
libre.

Realizar evaluaciones periddicas de la composicion quimica de los efluentes con la

finalidad de determinar su fluctuacion en el tiempo.

Estudiar otros factores de estrés, como fotoperiodo, salinidad y pH, usando el

efluente de camal, con la finalidad de mejorar la produccion de lipidos.

Ampliar el estudio con muestras de camal de diferentes localidades.
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ANEXOS

Anexo 1. Poza de efluentes en el camal municipal de Chimbote.

Anexo 2. Efluente de camal usado en los ensayos experimentales.
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Anexo 3. Medio experimental posterior a la esterilizacion.

Anexo 4. Cultivos de S. acutus con medio ECM al inicio del experimento.
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Anexo 5. Temperatura (°C) en los cultivos de S. acutus con ECM y control (HM).

DiA DE CONTROL ECM (mL LY
CULTIVO (HM) 20 40 60
RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3 RI R2 R3
0 23.9 238 239 238 239 237 239 241 238 239 238 239
1 235 237 235 236 238 237 238 236 238 237 236 234
2 246 24.8 246 246 243 247 246 246 248 245 244 247
3 23.8 237 238 238 239 239 238 241 239 241 241 238
4 244 242 239 243 241 241 242 241 242 244 246 24.3
5 244 241 245 243 244 243 243 241 243 243 241 242
6 247 245 246 245 244 246 245 247 244 246 247 24.6
7 238 237 239 242 239 241 241 239 239 239 242 239

Anexo 6. Temperatura promedio (°C; + D.E.) en los cultivos de S. acutus con ECM y

control (HM).

DIADE  CONTROL ECM (mL LY
CULTIVO (HM) 20 40 60
0 23.9+0.1° 238+01°  239+02°  23.9£0.1°
1 23.6+0.1° 237+01°  237£01°  23.6+02°
2 24.7+0.1° 245+020  247+01°  245£0.2°
3 238+0.1° 239+01°  239£02°  240£0.2°
4 242403 242+01°  242£01°  244+02
5 243+ 0.2° 243+01°  242£01°  242+0.1°
6 24.6+0.1° 245+01°  245+02°  246+0.1°
7 23.810.1° 241+02°  240£01°  240£0.2

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (¢=0.05).
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Anexo 7. Valores de pH en los cultivos de S. acutus con ECM y control (HM).

DiA DE ECM (mL L*
CULTIVO CONTROL (HM) 20 4(0 : 60
R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl R2 RS3 Rl R2 R3
0 779 780 781 7.75 788 7.73 781 7.76 7.91 7.88 7.78 7.80
1 8.10 8.12 8.14 8.11 8.15 8.09 8.21 8.13 8.18 8.18 8.17 8.16
2 8.62 8.74 870 8.71 8.82 8.75 8.93 8.72 8.86 8.88 8.81 9.05
3 8.89 891 892 8.74 8.86 8.82 8.99 8.83 8.93 8.94 892 9.08
4 8.89 8.80 8.82 8.69 8.76 8.74 8.78 8.69 8.71 8.79 8.71 881
5 8.80 8.71 879 8.65 8.57 8.57 8.64 8.62 8.59 8.71 8.68 8.61
6 8.69 865 8.64 8.54 858 8.47 8.59 8.66 8.49 851 854 857
7 8.68 8.64 8.61 8.48 8.39 8.1 849 8.62 851 8.49 8.45 858
Anexo 8. Valores de pH promedio (x D.E.) en los cultivos de S. acutus con ECM y control
(HM).
DIA DE CONTROL ECM (mL LY
CULTIVO (HM) 20 40 60
0 7.80 £ 0.012 7.79 £0.082 7.83 £0.082 7.82 £ 0.052
1 8.07 £0.03° 8.10 + 0.05° 8.17 +0.04%® 8.21 £0.042
2 8.66 + 0.09° 8.76 + 0.06% 8.84 +0.11% 8.91+0.122
3 8.91 £ 0.022 8.81 £ 0.062 8.92 £ 0.082 8.98 £ 0.092
4 8.87 £ 0.05% 8.68 + 0.06° 8.73 +£0.05° 8.75 + 0.04®
S 8.77 £ 0.05% 8.60 + 0.05° 8.62 +0.03" 8.67 +0.05%
6 8.66 + 0.032 8.53 £ 0.06? 8.58 £ 0.09? 8.54 £ 0.03?
7 8.64 + 0.042 8.49+0.112 8.54 £ 0.072 8.51+0.072
Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (¢=0.05).
Anexo 9. Densidad poblacional (x 10°cél. mL™; + D.E.) de S. acutus con ECM y control
(HM).
i ECM (mL L*!
CEL)JII:A\TIID\I/EO CONTROL (HM) 20 4(10 : 60
RL R2 R3 RL R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 R3
0 244 244 244 244 244 244 244 244 244 244 244 244
1 420 424 376 368 320 312 340 312 368 420 360 392
2 672 584 556 556 648 4.88 564 632 528 612 524 468
3 10.92 968 1144 792 732 884 992 828 900 884 952 7.56
4 15.76 13.48 1644 10.96 11.36 1056 13.96 12.48 15.00 12.00 13.24 12.28
5 2212 21.32 19.80 1452 16.12 1532 19.20 1856 21.24 16.36 17.20 16.64
6 2360 23.24 2272 17.68 17.40 19.28 21.40 20.28 23.48 19.24 20.32 19.48
7 2404 2316 2396 17.32 16.60 17.84 19.64 2128 2156 20.28 18.52 19.36
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Anexo 10. Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacién diaria (TD) poblacional de S.
acutus con ECM y control (HM).

] ECM (mL L)
CBTT?\I/EO CONTROL (HM) 20 10 50
RL R2 R3 RL R2 R3 RL R2 R3 Rl R2 R3
NO 244 244 244 244 244 244 244 244 244 244 244 244
Nf 2212 21.32 19.80 1452 1612 1532 1920 1856 21.24 16.36 17.20 16.64
Dia 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

w(Dia-1) 0441 0434 0419 0357 0.378 0.367 0.413 0.406 0.433 0.381 0.391 0.384
TD(Dia) 1572 1599 1.655 1943 1.836 1.886 1.680 1.708 1.602 1.821 1.775 1.805

Anexo 11. Biomasa, absorbancia, porcentaje y biomasa de lipidos de S. acutus cultivada
con ECM y control (HM).

ECM (mL LY

DIA DE CONTROL (HM)

CULTIVO 20 40 60

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

Biomasa(Mgx10 oo 619 502 434 426 378 488 498 506 458 4838 508

mL)

Biomasa (mg L1) 628.0 612.0 592.0 434.0 426.0 378.0 488.0 498.0 506.0 458.0 488.0 508.0
ABS 0.554 0.518 0.531 0.468 0.460 0.428 0.511 0.497 0.504 0.488 0.492 0.504
Lipidos (%) 20.84 1999 21.19 2547 2551 26.75 2473 2357 2353 2517 23.82 23.44

Lipidos (mg LY) 130.86 122.36 125.43 110.55 108.66 101.10 120.71 117.40 119.05 115.27 116.22 119.05
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