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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del extracto acuoso de lodo del cultivo de A.
gigas en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos de Nannochloropsis sp. Se utilizd
lodo del cultivo de A. gigas del Cite Acuicola Pesquero Ahuashiyacu (Tarapoto-Per0), con
el que se elaboré mediante un proceso térmico un extracto acuoso de lodo de paiche (EALP)
que se utilizé como medio de cultivo experimental. Se realizd un analisis de induccién de
plasma acoplado (ICP) para determinar los principales elementos quimicos del medio. Las
concentraciones experimentales fueron de 100, 150 y 200 mL/L de EAP y como control se
us6 el medio HM. El mayor crecimiento poblacional (3590.00 +91.24 x 10* cel/mL) se
obtuvo con el tratamiento de 200 mL/L, el cual presentd diferencia estadistica significativa
con el tratamiento de 150 mL/L (3407.67 +17.21 x 10* cel/mL); ademas, todos los
tratamientos experimentales superaron al tratamiento control con medio HM. El contenido
de lipidos en los tratamientos experimentales (25.00 +4.00, 24.40 +1.64, y 24.67 +0.58%)
fueron menor al control (29.67 +1.53%). Los resultados demuestran la factibilidad de utilizar
el lodo como medio de cultivo de Nannochloropsis sp., aunque con este medio se obtienen

menor contenido de lipidos.

Palabras clave: microalgas, Nannochloropsis, lipidos, lodos, paiche.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the aqueous extract of A. gigas culture
sludge on the population growth and lipid content of Nannochloropsis sp. A. gigas culture
sludge from the Cite Acuicola Pesquero Ahuashiyacu (Tarapoto-Peru) was used to produce
an aqueous extract of paiche sludge (EALP) through a thermal process, which was used as
the experimental culture medium. A coupled plasma induction coupled plasma (ICP)
analysis was performed to determine the main chemical elements of the medium.
Experimental concentrations were 100, 150 and 200 mL/L of EAP and HM medium was
used as control. The highest population growth (3590.00 +91.24 x 10* cells/mL) was
obtained with the 200 mL/L treatment, which presented a significant statistical difference
with the 150 mL/L treatment (3407.67 +17.21 x 10* cells/mL); in addition, all experimental
treatments outperformed the control treatment with HM medium. The lipid contents in the
experimental treatments (25.00 £4.00, 24.40 +£1.64, and 24.67 +0.58%) were lower than the
control (29.67 £1.53%). The results demonstrate the feasibility of using sludge as a culture

medium for Nannochloropsis sp. although lower lipid content is obtained with this medium.

Keywords: microalgae, Nannochloropsis, lipids, sludge, paiche.



I. INTRODUCCION

Las microalgas estan capacitadas para biotransformar las sustancias organicas en
biomasa, lo cual posibilita el desarrollo de metodologias y/o procedimientos conducentes a
la utilizacion del lodo del cultivo de paiche a fin de evitar la deposicion de dichos lodos al
medio ambiente, que ocasionan impactos negativos sobre la vida (Dolganyuk et al., 2020).
Adicionalmente, a través de la utilizacion de lodos involucra la transformacion de residuos
en biomasa algal. Este proceso conlleva la reduccion consiguiente de los impactos
ambientales adversos, al mismo tiempo que disminuye los costos asociados a la produccién
de biomasa algal (Wang et al., 2022). Ademas, este proceso de cultivo de microalgas tiene
el potencial de generar sustancias quimicas altamente solicitadas en sectores clave como la
acuicultura, la industria, la energia y la alimentacion. Entre estas sustancias se incluyen

proteinas, pigmentos, lipidos, entre otros.

Las microalgas tienen interés economico y han sido objeto de estudio por sus diversas
aplicaciones (Kandasamy et al., 2022). En acuicultura son utilizadas para la alimentacion de
organismos en estadios larvales y enriquecimiento de presas vivas (Roy et al., 2022), en
sistemas de tratamientos de aguas residuales se emplean por su capacidad de asimilacion de
nutrientes y remocién de metales pesados (Revollo, 2023), en la generacion de
biocombustibles por las altas cantidades de lipidos que se pueden obtener modificando las
condiciones de cultivo (Suparmaniam et al., 2023) y en la industria farmacéutica las
microalgas son requeridas et al por los compuestos quimicos de interés comercial que estas

sintetizan (Laurens., 2017).

Los cultivos de microalgas representan una actividad viable para la produccion de
diversas sustancias, como acidos grasos poliinsaturados, DHA (&cido docosahexaeonico) y
EPA (acido eicosapentaenoico), carotenoides, pigmentos, proteinas, ficocianina,
ficoeritrina, exopolisacaridos, vitaminas como la A, B1, B2, B6, C, y E, minerales, acidos
grasos poliinsaturados (omega — 3 y omega — 6) y antioxidantes (carotenos) y otros
biocompuestos de alto interés (Del Campo et al., 2007; Quevedo et al., 2008). Las mismas
también tienen un alto contenido en proteinas, aunque su utilizacion es muy controvertida
debido a los elevados costos de produccién que impide competir con los alimentos
tradicionales (Ahmad & Ashraf, 2023).

En el contexto actual, se buscan mitigar los impactos ambientales causados por las

diferentes actividades del hombre, que ha llevado al calentamiento global, el cual advierte



sobre escenarios catastroficos en un mediano plazo. Es por ello que, resulta necesario
abordar los diferentes problemas de contaminacion, entendiendo que para que el sector
acuicola se desarrolle sostenidamente debe tener una huella ecolégica muy baja.

Arapaima gigas, “paiche”, es uno de los dos peces mas grandes de América del Sur,
que alcanza a medir mas de 2 metros de longitud y pesar mas de 100 kg (Eugenia, 2021). En
el Perd, el paiche tiene una gran importancia para los habitantes de la regién amazdnica, ya
que provee alimento y genera ingresos a través de su comercializacion (Salvo-Souza & Val,
1990). En los Gltimos afios, ha habido un notable aumento en la produccion de paiche. Esto
se debe a los avances tecnoldgicos, un mayor interés y apoyo por parte de las autoridades
gubernamentales, y también gracias a la participacion estratégica de inversores privados que
han impulsado y ampliado esta actividad hacia areas como Ucayali, Lima, Piura y Tumbes
(Gamarra, 2022).

A pesar de la importancia econdmica y social del cultivo de paiche, existen pocas
investigaciones relacionadas a los impactos ambientales de esta actividad. Sin embargo, por
visitas académicas a centros de produccion e investigacion de paiche, localizados
principalmente en la ciudad de Tarapoto-Peru, se ha logrado conocer sobre la problematica
del lodo en el fondo de los estanques, sobre los cuales no se realiza ningun tratamiento mas

que su disposicion sobre las areas cercanas.

El lodo en los estanques se forma por la acumulacion de materia organica proveniente
de la alimentacion y los desechos generados por los organismos en cultivo. En otros sistemas
de cultivo en estanque, se ha descrito el problema de la acumulacién de lodo en el fondo de
los estanques, la cual causa una mala calidad de los parametros de cultivo, principalmente
sobre el oxigeno, y por lo tanto repercute sobre la crianza de los organismos (Chacchi, 2016).
Para dar solucion a este problema se han propuesto a las microalgas como un sistema

biologico para transformar los lodos en biomasa con valor.

Recientemente, la evolucion de tecnologias destinadas a la preservacion ambiental y
al procesamiento econdémico de residuos ha adquirido una importancia critica. En este
contexto, los cultivos de microalgas han emergido como una opcién ambientalmente
sostenible y fundamental, dada su capacidad significativa para la recuperacion y reciclaje de
contaminantes presentes en matrices liquidas, sélidas y gaseosas (Javed et al., 2019). Esto

ha significado una importante reduccion de los impactos negativos por causa de los



contaminantes hacia el ambiente acuatico y terrestre, que son causa de la actividad

econdmica del hombre (Bhatt et al., 2022).
Problema de investigacion

¢Cual serd el efecto del extracto acuoso de lodo del cultivo de A. gigas en las
concentraciones de 100, 150 y 200 mL/L, en el crecimiento poblacional y contenido de

lipidos de Nannochloropsis sp.?
Hipotesis de investigacion

Si empleamos concentraciones de 100, 150 y 200 mL/L de extracto de lodo del cultivo de A.
gigas en el cultivo de Nannochloropsis sp, se obtienen mayores crecimientos poblacionales
y contenido de lipidos con la concentracion de 150 mL/L.

Objetivo general

» Evaluar el efecto del extracto acuoso de lodo del cultivo de A. gigas en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos de Nannochloropsis sp.

Objetivos especificos

» Caracterizar el extracto acuoso de lodo del cultivo de A. gigas.

» Cuantificar el efecto del extracto acuoso de lodo del cultivo de A. gigas en el crecimiento
poblacional de Nannochloropsis sp.

» Cuantificar el efecto del extracto acuoso de lodo del cultivo de A. gigas en el contenido

de lipidos de Nannochloropsis sp.



1. MARCO TEORICO

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que crecen en ambientes acuaticos
(Vale et al., 2020). Por muchos afios, las microalgas han sido aprovechadas tanto en la
alimentacion humana como en la de animales. En las Ultimas décadas, su cultivo se ha
orientado hacia la obtencion de suplementos nutricionales, como proteinas, lipidos y
antioxidantes, ademas de su empleo en la gestion de residuos organicos y efluentes, asi como

en la produccion de bioabono (Garcia, 2022; Roldan, 2022).

493 especies han sido descritas con un alto potencial para su produccion dirigida a
generar alimento para el hombre (Revollo, 2023). Adicionalmente, se ha documentado que
ciertas especies de microalgas representan un recurso alimenticio altamente valioso para los
seres humanos. Ejemplos notables incluyen las harinas de Arthrospira y Scenedesmus, que
se destacan por su elevado contenido proteico y su inocuidad alimentaria. Asimismo, algunas
especies de microalgas, como Chaetoceros y Thalassiosira, han sido resaltadas por su
utilidad como alimento para larvas de organismos acuéticos, mientras que Dunaliella ha
suscitado interés comercial en la produccion de antioxidantes. Por Gltimo, es importante
destacar que ciertas especies de microalgas, como Gymnodinium, han sido vinculadas a
episodios de mareas rojas y, por tanto, pueden tener implicaciones significativas en la salud
publica (Medina et al., 2012).

En la actualidad, cuatro especies de microalgas: Dunaliella, Arthrospira,
Haematococcus y Chlorella representan la mayor produccién mundial de biomasa algal que
alcanzan las 10,000 TM anuales (Ulucan-Karnak et al., 2023). En los ultimos afios, se han
desarrollado nuevas metodologias para la produccién de microalgas, direccionadas a la
produccién de biocombustibles, suplementos nutritivos, farmacos, cosméticos y en la
biorremediacion de aguas contaminadas; ademas, se han propuesto diversas aplicaciones de
las microalgas en diversos ambitos tecnolégicos (Pacheco et al., 2020). Estas aplicaciones
involucran sistemas de cultivo masivo o continuo, tanto en formas vivas como procesadas,
y algunas de ellas ya se hallan plenamente establecidas en el contexto de la explotacion

comercial (Novoveska et al., 2023).

La microalga Nannochloropsis sp. se considera una especie prometedora para
aplicaciones industriales por su capacidad de acumular altos niveles de acidos grasos
poliinsaturados (Assaf, 1989). Esta microalga pertenece a la clase Eustigmatophyceae, que

engloba a las especies que exhiben la mayor concentracion de acidos grasos poliinsaturados



(PUFAs), entre los que destacan el &cido eicosapentaenoico (EPA), &cido araquiddnico
(ARA) y docosahexaenoico (DHA). Estos é&cidos grasos poseen una importancia
considerable en la nutricion de organismos marinos, desempefiando un papel fundamental
en el crecimiento y desarrollo de larvas de peces, moluscos y crustaceos (Otero et al., 1997;
Brown et al, 1999).

A. gigas es una de las cinco especies de peces de aguas dulces tropicales que forman
parte de la familia Arapaimidae: A. gigas (Schinz 1822), A. agassizii (Valenciennes 1847),
A. mapae (Valenciennes 1847), A. arapaima (Valenciennes 1847) y A. leptosoma (Stewart
2013) (I1AP, 2017). En Perd, esta especie habita en las cuencas de los rios Napo, Putumayo,
Marafion, Pastaza y Ucayali, con mayor abundancia en la Reserva Nacional Pacaya-Samiria
(Alcantara et al. 2006). Su cultivo se realiza en estanques de 300 a 500 m?, para ello se
recomienda el uso de estanques de suelo arcilloso (Chu et al., 2017).

El lodo en los cuerpos de agua, como en los estanques, se produce por causa de la
materia organica que se sedimenta en el fondo, formando capas en donde ocurren procesos
anaeradbicos por actividad de las bacterias. Cuando la materia organica aumenta rapidamente
en los estanques, esta se sedimenta y se descompone, mediante un proceso de mineralizacion
que es llevado a cabo por bacterias fermentadoras, desnitrificantes, reductoras de sulfatos o
productoras de metano (Jorgensen, 1982). Esto conduce a una mala calidad del agua que
puede perjudicar a los organismos en cultivo. Por tal motivo, es necesario realizar
remociones periddicas del lodo. Sin embargo, estos elementos mineralizados del lodo
pueden ser reutilizados para generar medios de cultivos, como se ha descrito en diversos

trabajos utilizando cultivos de microalgas.

Los cultivos de microalgas que hacen uso de medios organicos, como el lodo, inducen
modificaciones en el metabolismo de estas células al activar mecanismos relacionados con
la sintesis de pigmentos o lipidos (Cafiavate, 2011). En lo que respecta al empleo de
sedimentos derivados de la pesqueria o de actividades humanas, o datos de los volumenes
disponibles, no se dispone de registros previos en nuestro pais; sin embargo, en Alemania,
Thain (1992), ensayo6 con T. suecica utilizando muestras de aguas residuales y sedimentos
de una ensenada obteniendo densidades en cultivos utilizando solamente agua de 15 a 45 x
10* cél/mL al quinto dia y de 35 a 55 x 10* cél/mL al noveno dia mientras que con los
sedimentos obtuvo densidades de 25 a 45 x 104 cél/mL al quinto dia y de 40 a 160 x 10*

cél/mL al noveno dia. Los resultados obtenidos respaldan la eficacia de emplear sedimentos



acuaticos en la produccion de microalgas, ademas de destacar su utilidad como una medida

bioldgica para regular la disponibilidad de nutrientes en los ecosistemas marinos.

El cultivo de microalgas a nivel de laboratorio demanda la utilizacion de un medio
nutritivo adecuadamente formulado, compuesto por sales minerales de elevada pureza, con
considerables concentraciones de nutrientes esenciales como nitrégeno, fésforo, potasio,
hierro, entre otros (Paniagua et al., 1986). EI medio f/2 de Guillard (1975) es el mas conocido
por ser muy eficiente muchas especies de microalgas (Torrentera & Tacon ,1989). No
obstante, es importante destacar que este tipo de medio de cultivo se torna impracticable para
su implementacion a gran escala en la produccién de microalgas debido al elevado coste
asociado a la utilizacion de reactivos quimicos de alta pureza y grado analitico (Martinez,
2003).

Por otra parte, se han desarrollado medios de cultivo que pueden ser elaborados
utilizando fertilizantes agricolas o subproductos tales como melazas, extractos organicos y
residuos biodigeridos, entre otros. Ademas, algunos medios pueden ser preparados a partir
de los subproductos generados por industrias, como las azucareras, avicolas, pesqueras o

acuicolas (Hernandez et al., 2003).

La incorporacion de estos tipos de medios en el cultivo de microalgas conlleva una
notable disminucion en los costos de produccion, dado que su obtencidn resulta accesible y
sencilla. En este sentido, es comun la adopcién de enfoques que buscan la formulacion de
medios de cultivo alternativos a partir de residuos provenientes de la industria pesquera y
acuicola (Fernandez & Paredes, 2007; Merino & Encomendero, 2012), previo tratamiento
fisico, quimico o bioldgico, con el fin de evitar la presencia de microorganismos indeseados.
La efectividad de estos medios de cultivo se atribuye a la versatilidad de las microalgas para
aprovechar los nutrientes, tanto organicos como inorganicos, que se encuentran en dichos
residuos. Esta capacidad se debe a las caracteristicas de plasticidad ecoldgica de las
microalgas, que les permiten adaptarse de manera agil a estas condiciones particulares
(Ferndndez & Paredes, 2006).

Desde la perspectiva de la produccion a gran escala de microalgas, se vuelve
imperativo el empleo de medios de cultivo de bajo costo. En este contexto, se han disefiado
diversos enfoques que abarcan desde férmulas para el enriquecimiento de aguas dulces o
marinas, hasta la utilizacion de medios artificiales que posibiliten resultados uniformes y

consistentes en cuanto a la calidad de la biomasa generada (Becker, 1994).



Las microalgas son una fuente prometedora de lipidos, como el EPA y el DHA, que
actualmente se obtienen principalmente del aceite de pescado (Kumar et al., 2021). La
produccion de lipidos en las microalgas puede ser inducida por el estreés fisiologico. Algunos
reportes indican que bajo condiciones de ausencia de nitrogeno las microalgas pueden
alcanzar hasta un 30.77% de lipidos (Shao et al., 2017). En estas condiciones, las microalgas
tienden a presentar cambios estructurales como el aumento de volumen para una mejor
absorcion del nitrégeno. Aunque la produccion de lipidos se ve afectada principalmente por
el N, se ha afirmado que la produccién de lipidos también puede ser inducida por otros
parametros como la intensidad de la luz y la salinidad (Tan et al., 2019).

Otras investigaciones indican que la ausencia de fosforo en el medio (menos de 2 ppm)
provoca una disminucion en la formacion de pirenoides, la maquinaria de fijacion de COo,
ocasionando también una mayor acumulacion de lipidos (Yang, 2018). Asimismo, Davila y
Davila (2016), utilizaron lodo de la bahia EI Ferrol en concentraciones de 5, 10 y 15 mL/L
para el cultivo de Tetraselmis suecica, obteniendo mayores concentraciones de lipidos, de

23.5%, con 5 mL/L de extracto acuoso de lodo.



I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Obtencion del lodo y preparacion del medio experimental
El lodo del cultivo de Paiche se recolecto en el CITE Acuicola Pesquero

Ahuashiyacu, ubicado en la ciudad de Tarapoto (Peru). El lodo fue transportado via aérea
hacia al laboratorio de Evaluacion de los Recursos Acuaticos y Cultivos de Especies
Auxiliares, de la Escuela de Biologia en Acuicultura, Universidad Nacional del Santa
(Nuevo Chimbote), en un recipiente plastico herméticamente sellado a temperatura
ambiente. En el laboratorio, se procedié a pesar 1 kg de lodo hiimedo (80%) y se adiciond 2
L de agua potable para luego hervir por 30 minutos, tiempo en el que agitamos
constantemente la mezcla para extraer eficientemente los nutrientes del lodo.
Posteriormente, se dejé reposar por 1 dia en refrigeracion con la finalidad de separar las
particulas finas de la fase acuosa. Finalmente, el sobrenadante se separ6 de la fase solida y

se mantuvo a 4 °C hasta su uso como medio de cultivo (Figura 2 y Anexo 2).

Colecta de lodo de Transporte a

. . Pesado 1
paiche laboratorio ke
Hervir por 30 Homogenizar la Agregar 2 Lde
minutos mezcla agua potable
Reposar 24 horas a Obtener el
4°C sobrenadante

Figura 1. Flujograma de la elaboracion del medio experimental EALP.

3.2 Caracterizacion quimica del medio experimental
Se realiz6 un analisis de Espectroscopia ICP (plasma acoplado inductivamente) de

una muestra del EALP. Este método se realizo con la finalidad de cuantificar 31 elementos
quimicos del medio de cultivo. Ademas, se realizd un analisis del contenido de nitrégeno
total. Estos andlisis se realizaron con una muestra de 500 mL del EALP la cual fue analizada
en los laboratorios acreditados de la empresa COLECBI SAC. Ademas, cuantificamos el
amonio y nitritos del medio experimental con un kit colorimétrico Marca PRO-JBL
AQUATEST LAB con un rango de medicién del amonio de 0 — 2 ppm y una sensibilidad de
0.25 ppm, y un rango de medicion para nitratos de 0.5 — 220 ppm y sensibilidad de 1.0 ppm.



3.3 Disefio experimental
La presente investigacion tuvo un disefio experimental de estimulo creciente, en

el cual se considero evaluar tres tratamientos experimentales y un tratamiento control. Los
tratamientos fueron estimados en base a pre-ensayos realizados dentro del laboratorio.
Todos los tratamientos se trabajaron por triplicado para obtener promedios. Se considerd
realizar cultivo de la microalga Nannochloropsis sp. con medio HM (control) y diferentes
concentraciones (100, 150 y 200 mL/L) de extracto acuoso de lodo del cultivo de

paiche (EALP). El detalle de los tratamientos experimentales se describe en la Tabla 1.

Tabla 1. Disefio experimental de la investigacion.

Tratamientos Detalle
TC Cultivos de Nannochloropsis sp. con medio HM
T1 Cultivos Nannochloropsis sp. con 100 mL/L EALP
T2 Cultivos Nannochloropsis sp. con 150 mL/L EALP
T3 Cultivos Nannochloropsis sp. con 200 mL/L EALP

3.4 Procedencia de la microalga
La microalga Nannochloropsis sp. fue proporcionada por el Laboratorio de Cultivo de

Especies Auxiliares de la E.A.P. de Biologia en Acuicultura, de la Universidad Nacional del
Santa. Esta cepa fue aislada de los humedales de Salaverry y se mantuvo en cultivos en agar
(2%) sobre placas Petri (Anexo 1). Para iniciar los cultivos, se realizé un sembrado en medio
liquido y el escalamiento como se detalla el la Figura 2, ello con la finalidad de generar un

tamafo de inoculo suficiente para iniciar los experimentos.

1000 mL

20 mL

10 mL 250 mL

.—i‘—P;I =) @ =) #5 =)

Figura 2. Esquema del escalamiento de la microalga Nannochloropsis sp.

Durante el escalamiento en medio liquido, las unidades de cultivo fueron agitadas

constantemente por aireacion provista por un blower de 1 HP e iluminadas a un fotoperiodo
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de 24:0 con un fluorescente de 40 watts que emite 1500 Lux aproximadamente. El medio de
cultivo utilizado para el mantenimiento de la cepa y en los escalamientos fue el medio HM
(Tabla 2).

Tabla 2. Composicidén quimica del medio de cultivo HM.

Nutriente Concentracién
Urea (CH4N:20) 206 g/L
Cloruro de potasio (KCI) 19 g/L
Acido fosforico (HsPO4) 30 mL/L
Solucién fierro (FeCly) 2.5 g de clavos de hierro en 250 mL de HCI

Nota: la dosis para fertilizar los cultivos es de 1 mL/L de cada componente.

3.5 Acondicionamiento de los cultivos experimentales
Los cultivos experimentales se realizaron en botellas de vidrio de 300 mL de

volumen total, con un volumen efectivo de 250 mL. Los cultivos fueron inoculados a una
proporcion de 2:10 v/v y se estimé la densidad celular inicial con un microscopio optico
Nikon y una cadmara Neubauer. Posteriormente, las unidades experimentales fueron
acondicionadas con aireacion mediante un sistema de aireacion con blower, y el flujo se

regulo con un flujometro a 1.5 L/min (Anexo 3).

Asimismo, la iluminacién fue provista por un fluorescente de 40 watts que estuvo
colocado en forma paralela a los cultivos. Los cultivos controles fueron dosificados con
medio HM vy los cultivos experimentales fueron dosificados conforme se detalla en el disefio
experimental (Tabla 1). Para evitar contaminacion del medio ambiente, las unidades

experimentales fueron tapadas con algodon.

3.6 Determinacion del crecimiento poblacional
El crecimiento poblacional de los cultivos se determind mediante conteos diarios con

un microscopio 6ptico y una camara Neubauer. Para ello, se tomd una muestra de la
suspension algal de cada tratamiento con ayuda de una pipeta Pasteur, luego se fijo la
muestra en el microscopio y se realizaron los conteos a un objetivo 40 X. Los célculos de la

densidad celular (cel/mL) se realizaron con la siguiente formula:
Densidad celular (cel/mL) =P x 10*/ D

Donde: P es el nimero promedio de células de los campos contados, D es la dilucion y 10*

es la constante usada para expresar el volumen en mL.

Para determinar la tasa de crecimiento poblacional (u) y el tiempo de duplicacion

(TD) se utilizo las siguientes formulas:
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u=In(NF/NO/Tf-TO)
TD =1In(2) /u

Donde: Nf y NO representa el numero de células final e inicial, respectivamente, Tfy TO

representan el tiempo final e inicial del nimero de células, respectivamente.

3.7 Determinacion de la biomasa
Para determinar la biomasa utilizamos el método gravimétrico. Este método consiste

en tomar una muestra de 50 mL del cultivo en un tubo Eppendof y centrifugarlo a 4000 rpm
por 10 minutos. Luego, se vierte el sobrenadante y se obtiene el pellet, el cual se lleva a secar
a la estufa por 5 horasa 70 ° C. Luego, se pesa el tubo y la biomasa se obtiene de la diferencia

del peso del tubo con el pellet y el tubo solo.

3.8 Cuantificacion de lipidos totales
Los lipidos totales se cuantificaron mediante un procedimiento de extraccion un solo

paso (Axelsson & Gentili, 2014). Para ello, se tomaron muestras de 15 mL de cada cultivo
y se colocaron en tubos de ensayo previamente pesados, luego se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 minutos. Despues de la centrifugacion, se elimino la fase liquida para obtener el
pellet. El pellet se sec6 en un horno a 55 °C durante la noche y luego se peso para calcular
la biomasa. A continuacion, se agregaron 3 mL de solucién de extraccion (cloroformo y
metanol; 2:1 v/v) a cada muestra, se agitaron vigorosamente y se dejaron reposar durante 5
horas. La mezcla se centrifugd nuevamente, se decantd el sobrenadante y el pellet se seco
nuevamente para registrar el nuevo peso. El contenido de lipidos se estimo como porcentaje

(%) basado en la diferencia de pesos antes y después del proceso de extraccion.

3.9 Registro de los parametros fisico-quimicos
Se registrd diariamente el pH de los cultivos con un pH-metro digital marca Hanna

de +£0.01 unidades de sensibilidad. La temperatura se registro diariamente con un termoémetro

digital marca Genérica de £0.01 °C de sensibilidad.

3.10 Analisis estadistico
Con los datos promedios obtenidos de crecimiento y contenido de lipidos se realizd

un analisis estadistico para establecer diferencias significativas entre los tratamientos. Se
utilizo el analisis de varianza de una via (ANOVA) y la post prueba de Tukey con un nivel

de significancia del 95%. Para ello, se empleé el software SPSS v20.
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IV. RESULTADOS

4.1 Caracterizacion quimica del medio experimental

Los resultados del analisis quimico del medio experimental (EALP) se enfoca en los
principales nutrientes para el cultivo de microalgas: hierro (Fe), potasio (K), magnesio (Mg)
y fosforo (P) (Anexo 7).

El elemento principal lo constituye el calcio con 655 ppm, seguido del sodio con 648
ppm. El magnesio presenté una concentracion de 283 ppm. Ademas, encontramos con
importantes concentraciones al hierro (67 ppm) y al fosforo (17 ppm), vitales para el
crecimiento de los cultivos. Debemos considerar que el aluminio y el boro no deben ser
considerado por ser los elementos que contuvieron el recipiente de preparacion del medio y
almacenamiento, respectivamente, y los otros elementos, aunque importantes, presentaron
una concentracion minima. La concentracion de amonio fue de 1.5 ppm y nitrato de 10.0
ppm. Estos datos corroboran la efectividad del medio experimental a base de lodo del cultivo
del paiche en el cultivo de la microalga Nannochloropsis sp., ya que presenta los nutrientes

necesarios para el crecimiento de las microalgas.

Tabla 3. Composicion quimica del medio experimental analizada mediante ICP.

Elemento ppm Elemento ppm
Calcio (Ca) 655 Arsénico (As) <2
Sodio (Na) 648 Antimonio (Sbh) <2
Magnesio (Mg) 283 Talio (TI) <2
Hierro (Fe) 67 Amonio 1.5
Potasio (k) <32 Molibdeno (Mo) <1
Aluminio (Al) 21 Plomo (Pb) <0.7
Fosforo (P) 17 Vanadio (V) <0.6
Boro (B) 16 Mercurio (Hg) <0.5
NO3 10.0 Plata (Ag) <0.4
Manganeso (Mn) 3 Cadmio (cd) <0.4
Bario (Ba) 3 Cromo (Cr) 0.2
Zinc (Zn) 2.8 Niquel (Ni) <0.2
Cobre (Cu) 2.1 Cobalto (Co) 0.1

Fuente: COLECBI SAC.

4.2 Crecimiento poblacional
En nuestro experimento todos los tratamientos experimentales mostraron crecimiento

con el medio EALP. En el dia 1, se observé una diferencia rapida en el crecimiento
poblacional, donde el tratamiento con 150 mL/L EALP presentd el mayor crecimiento
(151.67 +7.64 x 10* cel/mL) con respecto al control y a los demas tratamientos

experimentales. Sin embargo, los cultivos presentan fase lag hasta el dia 3 (Figura 3). En el
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dia 4, notamos que los cultivos presentan mayor diferencia, siendo el tratamiento de 200
mL/L de EALP el que presenté mayor crecimiento poblacional (1705.00 £15.00), superando
al control y a los demaés tratamientos experimentales (Tabla 4, Figura 3 y Anexo 4).

—e—T1=HM —e—T1=100mL/L T2 =150 mL/L —@=—T3 =200 mL/L
4000.00

3 3500.00

3000.00

2500.00

2000.00

1500.00

1000.00

Densidad Celular (cel/m

500.00
0.00

Dias
Figura 3. Crecimiento poblacional de los cultivos de Nannochloropsis sp.

Tabla 4. Analisis estadistico del crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp. de los
cultivos experimentales en el dia 7.

Crecimiento poblacional (x 10* cel/mL)

Dias HM EALP EALP EALP
(100 mL/L) (150 mL/L) (200 mL/L)

7 2195.00 +45.83% 2856.67 +5.77° 3407.67 £17.21°  3590.00 +91.24¢

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

Asimismo, después del dia 4, notamos que los tratamientos dosificados con EALP
superaron al control. EI mayor crecimiento poblacional (3590.00 +91.24 x 10* cel/mL) se
obtuvo en el dia 7 con el tratamiento de 200 mL/L, siendo estadisticamente significativo
(p<0.05) en comparacion a los demas tratamientos. Ademas, el tratamiento con 150 mL tuvo
un crecimiento similar (3407.67 +17.21 x 10* cel/mL). En contraste, el menor crecimiento
poblacional (2195.00 +45.83 x 10* cel/mL) se obtiene con el tratamiento control (HM). Cabe
sefialar que, los cultivos experimentales mostraron mayor pigmentacion verde que el

tratamiento control, el cual se observo con mas intensidad en el dia 7 (Figura 4).
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Figura 4. Unidades experimentales en el dia 1 (A) y 7 (B).

Por otro lado, la mayor tasa de crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp. (0.758
+0.004) se obtuvo con el tratamiento de 200 mL/L de EALP, mientras que la menor (0.676
+0.003) se obtuvo con el medio HM, concordando con las densidades poblacionales
observadas. Destaca que el tratamiento con 150 mL/L de EALP fue inferior pero
estadisticamente similar al tratamiento de 200 mL/L. Asimismo, los menores tiempos de
duplicacion se observaron el los tratamientos con EALP (Tabla 5).

Tabla 5. Tasa de crecimiento poblacional () y tiempo de duplicacion (TD) de los cultivos
de Nannochloropsis sp. en el dia 7.

Tratamientos

Dias N EALP EALP EALP
(100 mL/L) (150 mL/L) (200 mL/L)
Ni 38.00 %0.00° 38.00 20.00° 38.00 0.00° 38.00 0.00°?
Nf 219500 +45.83°  2856.67 +5.77°  3407.67 £17.21°  3590.00 +91.24¢
u 0.676 0.0032 0.720 0.00° 0.749 £0.001° 0.758 £0.004¢
TD 1.03 £0.01 0.96 +0.00° 0.92 +0.00° 0.91 £0.01°

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).
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4.3 Biomasa
Los resultados de biomasa (g/L) obtenidos de los cultivos de Nannochloropsis sp. a

lo largo de siete dias muestran claramente diferencias significativas entre los tratamientos
con HM (medio de cultivo habitual) y los tratamientos con diferentes concentraciones de
EALP.

La menor biomasa (0.51 +0.01) se obtuvo con el medio HM. Los tratamientos con
EALP presentaron resultados notablemente mas altos. El tratamiento con 100 mL/L mostrd
una biomasa de 0.56 +0.02 g/L, el tratamiento con 150 mL/L registré una biomasa de 0.66
+0.01 g/L, y el tratamiento con 200 mL/L presenté el valor mas alto con una biomasa de
0.69 +0.01 g/L (Tabla 6). Estos resultados indican que las concentraciones mas altas de
EALP tuvieron un impacto positivo en el crecimiento de las microalgas, lo que sugiere que

el medio experimental es un potente estimulante para el crecimiento de las microalgas.

Tabla 6. Biomasa de los cultivos de Nannochloropsis sp.

Biomasa (g/L)

Dias N EALP EALP EALP
(100 mL/L) (150 mL/L) (200 mL/L)
7 0.51 £0.01° 0.56 0.02° 0.66 0.01° 0.69 %0.01°

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

4.4 Contenido de lipidos totales
Los resultados del contenido de lipidos en Nannochloropsis sp. obtenidos en el dia

siete de la investigacion muestran diferencias significativas entre los tratamientos con HM

(control) y los tratamientos con diferentes concentraciones EALP (Tabla 7).

Tabla 7. Concentraciones de lipidos totales de los cultivos de Nannochloropsis sp.

Lipidos totales (%)

Dias N EALP EALP EALP
(100 mL/L) (150 mL/L) (200 mL/L)
7 29.67 +1.53° 25.00 +4.00° 24.40 +1.64P 24.67 £0.58°

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencia estadistica significativa (p<0.05).

En el dia 7, el tratamiento HM exhibi6 un contenido de lipidos promedio de 29.67 +
1.53% (g/g de biomasa seca). Por otro lado, los tratamientos con EALP presentaron valores
de contenido de lipidos mas bajos, con 25.00 + 4.00%, 24.40 + 1.64% y 24.67 + 0.58% para
100, 150 y 200 mL/L de EALP, respectivamente. Estos resultados indican que la adicién de
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EALP a diferentes concentraciones tuvo un impacto negativo en el contenido de lipidos de
Nannochloropsis sp. en comparacion con el tratamiento HM. Es importante destacar que los
valores de contenido de lipidos en los tratamientos con EALP fueron significativamente

inferiores y con una menor variabilidad en comparacion con el tratamiento HM.

4.5 Pardmetros fisico-quimicos

Durante el transcurso del experimento de 7 dias, se observaron que los valores de
temperatura de los cultivos no tuvieron diferencias significativas. La temperatura fluctu6 en
un rango de 27.65 °C como méaximo y 26.40 °C como minimo (Figura 5 y Anexo 5). Por su
parte, el pH de los cultivos mostr6 una tendencia a subir conforme crece la microalga
Nannochloropsis sp. Los mayores niveles de pH se observan en el tratamiento con 200 mL/L
de EALP, sin embargo, todos los cultivos tienden a incrementar el pH conforme incrementa
el crecimiento poblacional (Figura 6 y Anexo 6).

—e—T1=HM —e—T1=100mL/L T2=150 mL/L —@=—T3 =200 mL/L
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Figura 5. Variacion de la temperatura de los cultivos de Nannochloropsis sp.
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Figura 6. Variacion del pH de los cultivos de Nannochloropsis sp.
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V. DISCUSION

Basandonos en los resultados obtenidos en relacion al crecimiento poblacional y
biomasa de los cultivos experimentales, se evidencia que el medio EALP con 200 mL/L
propicia un 6ptimo crecimiento poblacional en Nannochloropsis sp., el cual super6 al medio
control (HM, Tabla 2) y a los tratamientos con 100 y 150 mL/L. Esto se debe al mayor
contenido de nutrientes presentes en el medio, como calcio, magnesio, hierro, fosforo y
nitrégeno (Tabla 3). Se encontr6 que la mayor tasa de crecimiento poblacional se obtuvo con
el tratamiento de 200 mL/L de EALP, mientras que la menor se obtuvo con el medio HM.
Ademas, se observo que el tratamiento con 150 mL/L de EALP fue inferior pero
estadisticamente similar al tratamiento de 200 mL/L. Estos resultados sugieren que la
concentracion optima de extracto para el crecimiento de Nannochloropsis sp. se encuentra
en el rango de 150-200 mL/L de EALP, aunque mayores concentraciones podrian ser
evaluadas. Estos resultados concuerdan con diferentes estudios utilizando extracto acuoso
de lodo (Menacho & Vera, 2019; Davila & Davila, 2016; Ortiz & Senmache, 2016; Lopez
& Pantoja, 2016).

En cultivos de Tetraselmis suecica con el extracto de lodo de la bahia el Ferrol
(EAL), se encontro que la mayor tasa de crecimiento poblacional se obtuvo en el tratamiento
dosificado con 10 mL/L de EAL, mientras que los valores menores se presentaron en los
tratamientos dosificados con 5y 15 mL/L de EAL. Ademas, se observé gue en el dia sexto
de cultivo se da el maximo crecimiento poblacional para todos los tratamientos de T. suecica
(Davila & Davila, 2016); demostrando que la concentracion del medio (nutrientes) influye
en el crecimiento poblacional de las microalgas. Ademas, debemos resaltar que los lodos de
la bahia y los del cultivo de paiche tienen caracteristicas quimicas diferentes, pudiendo
contener el lodo de la bahia mayores concentraciones de fosforo y nitrégeno, debido a la
acumulacion de efluentes pesqueros y municipales por varias décadas, a diferencia el lodo
del cultivo de paiche que contiene solo restos organicos de alimento y heces. Mediante estos
datos podemos afirmar que la concentracion del medio limita el crecimiento poblacional de
las microalgas y que la concentracion éptima de extracto acuoso de lodo para el crecimiento
de la microalga se encuentra en un rango especifico para cada especie. Estos resultados son
importantes para la produccion de biomasa de microalgas, ya que permiten optimizar las
condiciones de cultivo para obtener la mayor cantidad de biomasa en el menor tiempo

posible.
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Cabe sefialar que, en nuestro experimento hemos cuantificado niveles de fosforo en 17 ppm
y NOs 10 ppm, requeridos para el metabolismo de las microalgas; los cuales en el tratamiento
de 200 mL/L de EALP representaron niveles de 3.4 y 2 ppm de fosforo y NOs,
respectivamente (Tabla 3). Dichas concentraciones han permitido alcanzar las mayores
densidades celulares (Tabla 4), por lo cual inferimos que el lodo del paiche puede ser usado
en mayores proporciones en comparacion al lodo de la bahia EI Ferrol (EAL) (Davila &
Davila, 2016).

Menacho y Vera (2019), elaboraron, similarmente, extracto acuoso de lodo (EAL)
de la Bahia El Ferrol, que fue utilizado como medio de cultivo para la microalga S. platensis.
Dosificaron los cultivos con 20, 30 y 40 mL/L de EAL, y se utiliz6 el medio Zarrouck como
control. Los resultados mostraron que la mayor produccion de biomasa (0.842 +0.055 g/L)
se obtuvo con el tratamiento de 30 mL/L de EAL, concentracion mayor al estudio previo
pero menor al de nuestros cultivos, y no se observé diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos en el dia 8. Aunque en su estudio no cuantificaron los niveles de N y P, se
infiere que el mayor crecimiento esta dado por una mayor concentracion de estos nutrientes,
pudiendo ser superior a 0.8 g/L de nitrégeno y 0.35 g/L de fosforo (contenido del medio
Zarrouck), ya que tuvieron rendimientos mayores al control; ademas que, estos son

nutrientes limitantes para su crecimiento y reproduccion (AlFadhly et al., 2022).

En contraste, los cultivos de Nannochloropsis sp. tuvieron menor produccion de
biomasa, cuyo maximo valor (0.69 +0.01 g/L) se obtuvo con 200 mL/L. Esto se debe a que,
ademas del medio y la concentracion de los nutrientes (calcio, magnesio, hierro, fosforo y
nitrégeno en el EALP), el tamafio de la microalga determina los rendimientos de biomasa
(Prieto et al., 2005). Asimismo, es importante considerar que el tamafio de la microalga tiene

un impacto significativo en la cosecha (Roy & Mohanty, 2019).

En otro estudio con D. salina se evaluo el efecto de la concentracion de extracto de
lodo de Argopecten purpuratus (EALCA), encontrandose que en el medio de cultivo influye
significativamente en el crecimiento poblacional de esta microalga. Se observd que las
concentraciones mas altas de EALCA (40 y 60 mL/L) promovieron un mayor crecimiento
poblacional en comparacién con las concentraciones mas bajas (20 mL/L). Estas
concentraciones también se relacionan a los niveles de nutrientes, principalmente: nitrégeno
(6 ppm), fosforo (0.002 ppm) y hierro (0.008 ppm); inferiores a los niveles de nutrientes

suministrados en nuestro experimento con EALP. Ademas, se encontr6 que la tasa de
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crecimiento poblacional de D. salina fue mayor en los cultivos con concentraciones mas
altas de EALCA (L6pez y Pantoja, 2016).

Por su parte, Vereau y Quiroz (2015), cultivando S. acutus con EAL de la bahia el
Ferrol determinaron que una concentracion baja de EAL (10 mL/L) aumenta el porcentaje
de lipidos, como respuesta a la falta de nitrégeno en menores concentraciones del medio,
que también se asocia con una densidad poblacional y biomasa mas baja. Por otro lado,
cuando se usa una concentracion mas alta de EAL (20 mL/L), el porcentaje de lipidos
disminuye, pero se obtiene una mayor biomasa. Nuestros cultivos no siguen la misma
relacion debido a que la microalga Nannochloropsis sp. presenta un alto perfil de lipidos
bajo condiciones normales de cultivos, ya que esta especie es considerada como oleaginosa
con un metabolismo de los lipidos altamente activo (Wang et al., 2014). Por el contrario,
notamos menores concentraciones de lipidos con el medio experimental, lo cual sugiere que
los cultivos con este medio EALP proporcionan un mayor contenido de proteinas y/o
pigmentos, que puede ademés estar relacionado con los compuestos organicos de los
residuos del paiche. Dichos compuestos no fueron cuantificados, por lo que futuros trabajos
deben considerar cuantificar los componentes organicos, como carbono organico total
(CoT).

Diversos estudios han demostrado que Nannochloropsis sp. tiene la capacidad de
acumular una cantidad significativa de lipidos, principalmente PUFAS, como »-3y »-6 (Ma
et al., 2016), lo que la convierte en una opcién prometedora para la produccion de
biocombustibles y otros productos derivados de lipidos. Rodolfi et al. (2009), demostr6 que
Nannochloropsis sp. tiene un alto potencial de produccion de lipidos en condiciones de
cultivo al aire libre. Se estimd que esta microalga podria producir hasta 20 toneladas de
lipidos por hectarea en un clima mediterraneo y méas de 30 toneladas de lipidos por hectarea

en areas tropicales soleadas.

Ademas, Hu et al. (2008), sefialaron que muchas microalgas tienen la capacidad de
producir cantidades sustanciales de triacilgliceroles (TAG), que son lipidos de
almacenamiento, bajo condiciones de estrés fotooxidativo u otras condiciones ambientales
adversas. Nannochloropsis sp. es una microalga que, a pesar de tener un genoma corto, posee
genes seleccionados para la biosintesis de lipidos, reportado hasta en 6 especies de este
género (Wang et al., 2014); por lo cual, ocasionar estrés, como deficiencia de nitrégeno o

fosforo, puede incrementar alin mas la acumulacion de lipidos.
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En cuanto a la influencia de los nutrientes en el contenido de lipidos de
Nannochloropsis sp., Wu et al. (2023), encontraron que la concentracion de fosfato afecta
tanto el crecimiento celular como la acumulacion de lipidos, siendo el limite 8 mg/L e
incrementando los rendimientos con posteriores suplementaciones de fosfatos, con 1, 2y 3
mg/L a partir del dia 4; observando un incremento gradual de 27.45 a 46.15%, superior a los
resultados debido a la suplementacién de fosforo. En nuestro estudio, utilizando 100 mL/L
EALP se logré una mayor produccién de lipidos totales de 25.0 £4.00%, sin embargo, el
tratamiento control con HM 29.67 +1.53%, siendo estadisticamente diferente (p<0.05) con
los tratamientos experimentales. Esto se debe a que el medio HM proporciona una alta
cantidad de nitrégeno, fosforo, hierro y potasio; balanceado y efectivo para el cultivo de
microalgas. Esta microalga muestra un alto potencial para la produccion de lipidos, lo que
la convierte en una opcion prometedora para la produccion de biocombustibles y otros
productos derivados de lipidos. Sin embargo, se requiere mas investigacion para optimizar

las condiciones de cultivo y mejorar la productividad de lipidos de Nannochloropsis sp.

En un estudio realizado por Smith et al. (2021), se investigd el efecto del medio
suplementado con micronutrientes en el crecimiento de microalgas. Los resultados
mostraron que la adicion de suplementos, similares a los determinados en el EALP, resultd
en un aumento significativo en el crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp. En otro
estudio llevado a cabo por Johnson (2020), se evalud el efecto de diferentes concentraciones
de un nitrégeno en el crecimiento de Nannochloropsis sp. Los resultados mostraron que las
concentraciones mas altas de nitrégeno promovieron un mayor crecimiento poblacional en

comparacion con el control.

Estos hallazgos respaldan nuestros datos, ya que se observa tendencia similar al
incrementar los nutrientes, nitrégeno y fosforo, principalmente; teniendo importantes niveles
de calcio (655 ppm), sodio, (648 ppm), magnesio (283 ppm), hierro (67 ppm), potasio (<32
ppm), boro (17.0 ppm), y nitratos (10.0 ppm). Ademas, otros estudios sugieren que los
principales nutrientes, como el calcio, hierro, potasio y fosforo, pueden desempefiar un papel
importante en la mejora del crecimiento de las microalgas (Tavares et al., 2023; Gigliotti,
2022); los cuales fueron cuantificados en altas cantidades en nuestro estudio (Tabla 3).
Ademas, el uso del EAL tiene la ventaja de ser un medio de cultivo de bajo costo y facil

elaboracién para la produccién masiva de microalgas.

El crecimiento de las microalgas dependiente del medio nutritivo (Cuevas-Garcia,

2023). Las diferencias observadas en el crecimiento entre los tratamientos experimentales se
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deben a las distintas concentraciones de EALP, que influyeron en la disponibilidad de
nutrientes. La concentracion de amonio (1.5 ppm) es un dato importante, ya que el amonio
es una forma de nitrégeno inorgéanico que puede ser utilizado como fuente de nitrogeno para
las microalgas, asi como los nitratos (10.0 ppm), ya que Omariah & Agustrian (2019), han
evaluado el mejor crecimiento de Nanncohloropsis sp. con 10 ppm de sulfato de amonio.
Por lo tanto, el mayor crecimiento observado en los tratamientos dosificados con EALP
apoya la hipétesis de que este medio promueve el crecimiento y aumenta la produccion de
pigmentos, dado los buenos valores de p, TD y pigmentacion de los cultivos.

Los parametros de temperatura y pH desempefian un papel crucial en el cultivo de la
microalga Nannochloropsis sp. La temperatura 6ptima se encuentra en el rango de 15-25°C,
donde se observa un crecimiento y produccion de lipidos maximos (Tamburic et al., 2013).
En nuestros experimentos, la temperatura estuvo ligeramente por encima del dentro del
rango optimo, sin embargo, asumimos que no hubo influencio sobre las variables de estudio.
Por lo tanto, se debe evaluar la fluctuacion de este pardmetro en cultivos masivos al aire

libre, ya sea en piletas o fotobiorreactores.

En cuanto al pH, a comparacion de otras microalgas, Nannochloropsis sp. tiene una
alta densidad poblacional a pH=8.5 (Khatoon et al., 2014). Desviaciones significativas de
este valor resultan en una disminucion de la densidad poblacional y la produccion de lipidos.
Sin embargo, se ha evaluado que el efecto pH-shift (intercambio de pH), en N. oculata,
incrementa los rendimientos de lipidos ente 70-80%, valores significativamente mayores que
en otras especies de microalgas (Cavonius et al., 2015). EI medio EALP, al ser alcalino,
ayuda a tener valores de pH cercanos al optimo, en comparacion al medio HM que disminuye
el pH. Estos hallazgos subrayan la importancia de controlar cuidadosamente el pH en el
cultivo de Nannochloropsis sp. a fin de lograr un rendimiento maximo en aplicaciones

biotecnoldgicas.

El medio EALP, con su capacidad demostrada para promover un 6ptimo crecimiento
poblacional en Nannochloropsis sp., abre un horizonte de prometedoras aplicaciones
biotecnoldgicas. Este medio, al proporcionar condiciones propicias para el crecimiento y
produccién de biomasa, se posiciona como una herramienta valiosa en la produccion de
biocombustibles y otros productos derivados de lipidos. Su facilidad de elaboracion y bajo
costo también hacen que sea una opcion atractiva para la produccion masiva de microalgas

en un contexto de sostenibilidad ambiental.
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El uso del EALP ofrece ventajas adicionales al mantener valores de pH cercanos al
Optimo y contribuir a la estabilidad del medio de cultivo. Su efectividad en mantener un
equilibrio adecuado entre crecimiento y produccién de lipidos es crucial en aplicaciones
biotecnoldgicas, donde se busca maximizar la productividad en el menor tiempo posible.
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VI. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 el medio EALP, que contiene altas concentraciones de calcio (655
ppm), sodio (648 ppm), magnesio (283 ppm), hierro (67 ppm), fosforo (17 ppm), nitrégeno
en forma de NOgz (10 ppm) y zinc 2.8 ppm, entre otros micronutrientes.

El medio EALP promueve el crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp.,
superando significativamente al medio control HM. La concentracion éptima de EALP fue
la de 200 mL/L, con la que obtuvo una densidad celular de 3590.00 +91.24 x 10* cel/mL en
eldia 7.

La concentracion del medio influye en la produccion de biomasa y lipidos. La mayor
biomasa (0.69 +0.01 g/L) se obtuvo con 200 mL/L de EALP. Mientras que, la mayor
concentracion de lipidos se obtuvo con el medio HM (29.67 +£1.53%) y con el medio
experimental a 100 mL/L (25.00 +4.00%).

El medio EALP contiene los nutrientes necesarios para el cultivo de Nannochloropsis
sp., con el cual se obtiene un mayor densidad celular y biomasa a 200 mL/L, y mayor
contenido de lipidos a 100 mL/L, representando una alternativa para la produccién masiva

de esta microalga.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios con méas concentracion de extracto acuoso de lodo (EAL) en el cultivo
de Nannochloropsis sp. Explorar un rango mas amplio de concentraciones para
identificar posibles mejoras en el crecimiento poblacional y la produccion de lipidos.
Investigar como la interaccion de diferentes nutrientes en el medio, ademas del extracto,
afecta el crecimiento y la produccién de lipidos en Nannochloropsis sp. Esto podria
proporcionar informacion valiosa sobre la sinergia entre nutrientes y su impacto en el
rendimiento de las microalgas.

Extender la investigacion a escala piloto o comercial para evaluar la viabilidad de usar
el medio EALP en la produccion de biomasa y lipidos a gran escala. Esto podria implicar
la implementacion de sistemas de cultivo al aire libre, como fotobiorreactores, para
comprender mejor su aplicabilidad en la industria.

Explorar cdmo Nannochloropsis sp. responde a condiciones de estrés, como privacion
de nutrientes o altas irradiancias, y como esto puede mejorar ain mas la acumulacion
de lipidos. Investigar las respuestas fisioldgicas y moleculares a tales condiciones.
Investigar aplicaciones biotecnoldgicas especificas para los productos derivados de
Nannochloropsis sp. Estudiar la posibilidad de producir biocombustibles, compuestos
bioactivos o incluso alimentos enriquecidos utilizando la biomasa y los lipidos

producidos por esta microalga.
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ANEXOS

Anexo 1. Placa de cultivo de la microalga Nannochloropsis sp.

Anexo 2. Almacenamiento del medio experimental: EALP.

—a
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Anexo 3. Acondicionamiento de las unidades experimentales.

Anexo 4. Datos del crecimiento poblacional de Nannochloropsis sp.

Dias TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 TiR2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3
0 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38 38
150 145 140 95 115 120 150 145 160 145 130 155
355 385 360 225 240 245 410 435 485 480 455 520
820 855 825 450 510 490 850 860 865 890 915 925
1025 1015 1030 950 1015 1025 1535 1490 1525 1690 1720 1705
1495 1385 1450 1560 1555 1575 2145 2050 2110 2435 2390 2400
1890 1875 1860 2210 2150 2160 2860 2790 2810 2930 2935 3180
7 2245 2155 2185 2860 2860 2850 3388 3415 3420 3530 3695 3545

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 5. Datos de la temperatura de los cultivos de Nannochloropsis sp.

Dias

TCR1

TCR2

TCR3

TiR1

T1R2

T1R3

T2R1

T2R2

T2R3

T3R1

T3R2

T3R3

N o o b w N R O

26.45
26.78
27.12
27.50
26.40
27.40
27.30
27.55

26.4
26.75
27.15
27.60
26.40
27.50
27.35
27.60

26.45
26.75
27.15
27.50
27.45
27.55
27.35
27.65

26.15
26.80
27.16
27.65
26.66
27.45
27.30
27.70

26.4
26.89
27.18
27.55
26.70
27.55
27.35
27.65

26.4
26.80
27.19
27.59
26.75
27.65
27.30
27.60

26.5
26.80
27.18
27.58
26.65
27.60
27.35
27.75

26.5
26.89
27.19
27.59
26.70
27.65
27.30
27.65

26.5
26.78
27.20
27.65
26.69
27.60
27.40
27.65

26.2
26.85
27.20
27.55
26.78
27.70
27.40
27.75

26.5
26.89
27.21
27.65
26.66
27.65
27.35
27.75

26.4
26.95
27.22
27.58
26.65
27.65
27.35
27.65

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 6. Datos del pH de los cultivos de Nannochloropsis sp.

Dias

TCR1

TCR2

TCR3

TiR1

T1R2

T1R3

T2R1

T2R2

T2R3

T3R1

T3R2

T3R3

0

A Ul WN -

7

7.89
8.15
8.42
8.72
9.05
9.14
9.31
9.62

7.89
8.18
8.43
8.75
9.12
9.18
9.35
9.60

7.89
8.19
8.44
8.76
9.15
9.21
9.36
9.62

8.23
8.35
8.61
8.74
9.22
9.32
9.42
9.71

8.25
8.41
8.65
8.75
9.27
9.33
9.45
9.71

8.26
8.40
8.66
8.78
9.28
9.30
9.48
9.68

8.31
8.45
8.66
9.10
9.35
9.42
9.66
9.88

8.26
8.43
8.67
9.14
9.36
9.45
9.65
9.88

8.25
8.42
8.90
9.18
9.39
9.52
9.65
9.99

8.28
8.45
8.90
9.17
9.46
9.62
9.88

8.28
8.42
8.92
9.18
9.49
9.63
9.89

8.3
8.44
8.94
9.18
9.51
9.65
9.93

10.15 10.12 10.10

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 7. Anélisis quimico del medio realizado en COLECBI.

CORPORACION DE LABORATORIOS DE ENSAYOS
CLINICOS, BIOLOGICOS E INDUSTRIALES

“COLECBI” s.A.c.

REGISTRADO EN LA DIRECCION GENERAL DE POLITICAS Y DESARROLLO PESQUERO - PRODUCE

INFORME DE ENSAYO N° 20230612-014 Pag.2de 2
ENSAYOS DE METALES
METALES TOTALES L.C. (mg/Kg) EXTRAC';%E:’EELODC' DE
Plata (Ag) 04 <0,4
Aluminio (Al) 13 21
Arsénico (As) 2 <2
Boro (B) 12 16
Bario (ﬁa) 2 3
Calcio (Ca) 10 655
Cadmio (Cd) 04 <04
Cobalto (Co) 01 <0,1
Cromo (Cr) 02 <0,2
Cobre (Cu) 06 21
Hierro (Fe) 2 67
Mercurio (Hg) 0,5 <0,5
Potasio (K) 3é <32
Magnesio (Mg) 13 _ 283
Manganeso (Mn) 1 3
Molibdeno (Mo) 1 <1
Sodio (Na) 29 648
Niquel (Ni) 02 <0,2
Fésforo (P) 5 17
Plomo (Pb) 0,7 <0,7
Antimonio (Sh) 2 <2
Talio (TI) ) 2 <2
Vanadio (V) 06 <0,6
Zinc (Zn) 0.4 28

Resultados en base seca

METODOLOGIA EMPLEADA

Nitrégeno: UNE-EN ISO 5983-2 Parte 2 Dic. 2006

Metales Totales: EPA 3050B Rev. 2 1996 / EPA 6010D Rev. 5 2018 . Acid Digestion of Sediments, Sludges and Soils / Inductively Coupled
Plasma-Optical Emision Spectrometry.

NOTA :
. Informe de ensayo emitido en base a de nuestro L io sobre £
Prop por el (X) Muestras tomadas por COLECBI S.A.C.( )
. El muestreo est4 fuera del alcance de la acreditacion otorgada por INACAL-DA, salvo donde la metodologia lo indique
e  COLECBIS.A.C. no es responsable del origen o fuente de la cual las han sido y de lainfc ion prop
por el cliente. 3
° Los den solo ala , tal como se recibio.

° Estos resultados de ensayos no deben ser utilizados como una cerlificacién de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce.
No afecto al proceso de Dirimencia por su perecibilidad y/o muestra Gnica.
() El informe incluye diagrama, croquis o fotografias : SI( ) NO(X )
. Cuando el informe de ensayo ya emitido se haga una correccién o modificacion se emitira un nuevo informe de
haga referencia al informe que reemplaza. Los cambios se identificaran con letra negrita y cursiva.
Fecha de Emision: Nuevo Chimbote, Junio 26 del 2023.
GVR/jms

LC-MP -HRIE Z&

Rev. 09
Fecha 2023-01-09
EL INFORME NO SE DEBE REPRODUCIR SIN LA APROBACION
DEL LABORATORIO, EXCEPTO EN SU TOTALIDAD

yo completo que

FIN DEL INFORME

COLECBI S.A.C.
Urb. Buenos Aires Mz. A-Lt.7 | Etapa - Nuevo Chimbote - Teléfono: 043 310752
Celular: 998392893 - 998393974 - Apartado 127
e-mail: colechi@speedy.com.pe / medioambiente_colechi@speedy.com.pe
Web: www.colecbi.com
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