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RESUMEN

La cosecha es el principal cuello de botella de los cultivos de microalgas debido a los
altos costos, los cuales pueden llegar a representar hasta el 20% de los costos totales. Los
costos se incrementan en microalgas de menor tamafo, como es el caso de Nannocloris
sp., por lo cual se deben emplear metodologias mas baratas que faciliten la recuperacion
de la biomasa. Por tal motivo, esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del
6xido de calcio obtenido de las valvas de Argopecten purpuratus sobre la sedimentacion
y viabilidad celular de Nannochloris sp. Se elaboro un patron de 6xido de calcio (CaO)
con valvas de A. pururatus calcinadas a 800°C por 3 horas, el cual fue usado para la
sedimentacion de las microalgas. Se empleo concentraciones de 15, 20, 25, 30 y 35 mL/L
del patron CaO vy se evaluaron las eficiencias y velocidades de sedimentacion por 24
horas. La méaxima eficiencia de sedimentacion (77.18 +5.1) se obtuvo con el tratamiento
de 35 mL/L. Asimismo, notamos que la mayor velocidad de sedimentacion (186.67
+12.6) se da durante la primera hora de sedimentacién con 35 mL/L del patron CaO y en
todos los tratamientos experimentales las mayores velocidades se registran en la primera
hora. Ademas, los cultivos realizados para determinar la viabilidad celular de
Nannochloris sp. revelaron que las células son viables para su cultivo después de haber
sido sedimentadas, independientemente de la dosis de patron CaO. Estos resultados
demuestran la factibilidad de emplear las valvas calcinadas de A. purpuratus en la cosecha
de microalgas con la finalidad de reducir costos y/o complementar las metodologias

existentes para recuperar la biomasa microalgal.

Palabras clave: microalgas, cosecha, Nannochloris sp., oxido de calcio, valvas.
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ABSTRACT

Harvesting is the main bottleneck in microalgae cultivation due to high costs, which can
represent up to 20% of total costs. Costs increase in smaller microalgae, as is the case of
Nannocloris sp., so cheaper methodologies that facilitate biomass recovery should be
used. For this reason, the objective of this research was to evaluate the effect of calcium
oxide obtained from Argopecten purpuratus shells on the sedimentation and cell viability
of Nannochloris sp. A calcium oxide (CaO) standard was prepared with A. pururatus
shells calcined at 800°C for 3 hours, which was used for the sedimentation of the
microalgae. Concentrations of 15, 20, 25, 25, 30 and 35 mL/L of the CaO standard were
used and the sedimentation efficiencies and velocities were evaluated for 24 hours. The
maximum sedimentation efficiency (77.18 +5.1) was obtained with the 35 mL/L
treatment. Likewise, we note that the highest sedimentation velocity (186.67 +12.6)
occurs during the first hour of sedimentation with 35 mL/L of the CaO standard and in all
experimental treatments the highest velocities are recorded in the first hour. In addition,
cultures performed to determine the cell viability of Nannochloris sp. revealed that the
cells are viable for culture after sedimentation, regardless of the CaO standard dose. These
results demonstrate the feasibility of using the calcined shells of A. purpuratus in the
harvesting of microalgae in order to reduce costs and/or complement existing

methodologies to recover microalgal biomass.

Keywords: microalgae, harvesting, Nannochloris sp., calcium oxide, shells.
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l. INTRODUCCION

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares presentes en los ecosistemas
acuaticos que desempefian un papel crucial en la produccion primaria y en la regulacién
del ciclo de carbono en el océano (Beardall & Raven, 2016). Son utilizadas en diversas
industrias para la produccion de biocombustibles, alimentos funcionales y productos
farmacéuticos (Severo et al., 2019). Por lo tanto, comprender los factores que pueden

afectar su desarrollo y supervivencia es de vital importancia.

Uno de los principales problemas en el cultivo de microalgas son los altos costos que
demanda la cosecha (Mian et al., 2013). La cosecha en los cultivos microalgales consiste
en la separacion de la biomasa util del medio acuoso. Este proceso suele ser costoso
debido a que para la concentracion de la suspension microalgal se requiere una gran
cantidad de energia o sustancias quimicas que sedimenten a las células (Barros et al.,
2015). Se estima que alrededor del 20-30% de los costos de produccion son destinados la
cosecha (Fasaei et al., 2018), representando una gran limitante para muchos sectores

dedicados al cultivo de microalgas.

Existen mas de 50,000 especies reportadas, agrupadas en las siguientes divisiones:
chlorophyta, bacillariophyta, cyanophyta, cryptophyta y dinophyta (Sathasivam et al.,
2019). Sin embargo, solo un grupo limitado de especies pueden ser cultivadas
masivamente; debido a que no se han obtenidos medios adecuados para aislar todas las
especies y algunas presentan un crecimiento lento, y a la vez, solo unas pocas especies
cuentan con alto potencial bioquimico (Molino et al., 2018). Entre los géneros mas
importantes estan Spirulina, Chlorella, Chaetoceros, Dunaliella, Haematococcus,
Tetraselmis, Thalassiosira, Isochrysis, Chlamydomonas, Scenedesmus y Nannochloris
(Geada et al., 2017).

En la actualidad, el cultivo de microalgas se encuentra ampliamente desarrollado,
dominandose técnicas de aislamiento, mantenimiento de cepas, produccion de indculos,
escalamientos masivos, cosecha, procesamiento y mejoramiento genético (AlProl &
Elkatory, 2022; Khan et al., 2018). Esto ha llevado a que el mercado de productos de
microalgas alcance un valor de 6.5 billones de USD al afio, de los cuales alrededor de 2.5
billones de USD representan el sector alimentario, 1.5 billones de USD la produccion de
DHA 'y 700 millones el sector acuicola (Mobin & Alam, 2017).

La produccion de microalgas resulta atractiva debido a que esta no requiere de terrenos
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fértiles, ademas de que las especies seleccionadas pueden tolerar amplias variaciones
ambientales, convirtiéndose en una actividad clave para aquellas regiones en donde los
cultivos convencionales no pueden realizarse (Li et al., 2008). A pesar de ello, existen
obstaculos en el campo del cultivo de microalgas que limitan la produccidn para sectores
especificos, como por ejemplo la produccion de biodiesel a partir de microalgas, en donde
se ha estimado que el costo de la cosecha puede alcanzar el 50% (Mallick et al., 2016).

Ademas, existen algunas especies que son mas dificiles de cosechar debido su a reducido
tamafo, como en el caso de la microalga Nannochloris sp. Esta especie tiene un tamafio
aproximado de 2 um (Wang et al., 2014). Asimismo, durante la etapa de la cosecha, los
cultivos son altamente densos en namero de células, sin embargo, una mayor densidad
requiere menor cantidad de quimicos para la sedimentacion, y, por lo tanto, la

sedimentacion ocurre a un menor pH (Rojo et al., 2016).

Las valvas de A. purpuratus estan compuestas quimicamente de carbonatos de calcio
(CaCO03) en un 98% (Corzo, 2019), de las cuales se puede extraer 6xido de calcio (CaO)
mediante un proceso de calcinacion. Cabe sefialar que en la actualidad la industria del
cultivo de A. purpuratus viene generando grandes volimenes de desechos. Durante el
periodo 2019-2020, la cosecha de A. purpuratus alcanzo las 47 mil toneladas métricas
(TM), con aproximadamente un 85% de estas cifras representando desechos de valvas
(Carrillo, 2018). Esta situacién genera una problematica significativa, especialmente por
los impactos adversos que ocasiona al medio ambiente. Por consiguiente, la reutilizacion
de estos desechos se convierte en una opcion atractiva para fomentar la sostenibilidad de

la industria a largo plazo.

Para todas las industrias involucradas en el cultivo de microalgas resulta necesario
abaratar los costos de produccidn. Bajo este contexto, resulta necesario investigar nuevas
metodologias que ayuden a reducir los costos de la cosecha, principalmente para aquellas
microalgas que se cultivan masivamente y de menor tamafo. Por lo tanto, planteamos el
siguiente problema de investigacion: ¢Cual es el efecto del 6xido de calcio obtenido de
las valvas de A. purpuratus sobre la sedimentacion y viabilidad celular de Nannochloris

sp., bajo condiciones de laboratorio?

15



Hipotesis
Si empleamos concentraciones de 15, 20, 25, 30 y 35 mL/L de 6xido de calcio al 0.5% en

la cosecha de Nannochloris sp., se obtendra mejor tiempo, velocidad y eficiencia de

sedimentacion y viabilidad celular con la concentracion de 25 mL/L.

La hipdtesis que se plante6 fue resultado de pre ensayos realizado en el laboratorio, con

concentraciones oxido de calcio al 0.5, 1y 1.5%.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar el efecto del 6xido de calcio obtenido de las valvas de A. purpuratus sobre la
sedimentacion y viabilidad celular de Nannochloris sp., bajo condiciones de

laboratorio.
Objetivos especificos

e Comparar el efecto del éxido de calcio obtenido de las valvas de A. purpuratus en el

tiempo y eficiencia de sedimentacion de Nannochloris sp.

e Determinar el efecto del 6xido de calcio obtenido de las valvas de A. purpuratus en

la velocidad de sedimentacion de Nannochloris sp.

e Determinar el efecto del 6xido de calcio obtenido de las valvas de A. purpuratus en

la viabilidad celular de Nannochloris sp.

16



1. MARCO REFERENCIAL

La microalga Nannochloris sp. es una chlorophyta unicelular de tamafio pequefio
(Sanders et al., 2022). Tiene alto potencial para su produccién debido a que tolera amplios
rangos ambientales y condiciones de cultivo, ademas de sintetizar grandes cantidades de
acidos grasos poliinsaturados. Asimismo, el cultivo de Nannochloris sp. puede ser
dirigido a la alimentacion de rotiferos por su tamafio y caracteristicas bromatoldgicas. En
su composicion celular, se ha estimado valores de 45.5% de proteina, 17.3% de lipidos y
18.4 de carbohidratos (Garcia-Vaquero, 2021).

Las microalgas, en especial Nannochloris sp., se han convertido en foco de estudio clave
en la investigacion actual por su versatilidad y aplicaciones multidisciplinarias. Esta
especie, reconocida por su capacidad de adaptarse a variadas condiciones ambientales
(Dangeubun et al., 2020), y también se destaca en la produccion de biocombustibles,
bioproductos y en la biorremediacién (Rizal et al., 2020). Su alto contenido de lipidos y
su rapido crecimiento la posicionan como una promisoria candidata para la produccién
sostenible de biocombustibles, ofreciendo una alternativa vital en la reduccion de la
dependencia de los combustibles fosiles y disminuyendo el impacto ambiental asociado
(Taher et al., 2020).

Adicionalmente, Nannochloris sp. sobresale por su potencial en la purificacion de aguas
residuales y la captura de didxido de carbono (Alami et al., 2021). Su capacidad para
metabolizar contaminantes y capturar carbono la convierte en una herramienta crucial en
la biorremediacion, contribuyendo significativamente a la reduccion de la contaminacion
ambiental y ofreciendo soluciones practicas frente a desafios como la calidad del agua y
el cambio climatico. Esta polivalencia funcional la posiciona como un organismo
microalgal de gran relevancia en la investigacion actual, proponiendo alternativas
ecoldgicas y econdmicamente viables para diversos sectores industriales (Marques et al.,
2021).

Po otro lado, la cosecha de las microalgas consiste en el proceso de separacion de las
celulas del medio de cultivo. Existen diversas metodologias, sin embargo, el método de
cosecha a seleccionar depende principalmente de las caracteristicas de las microalgas,
como tamafio y su densidad celular, asimismo, de las caracteristicas deseadas del
producto final (Singh & Patidar, 2018). Cabe resaltar que, debido al rapido crecimiento,
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el cultivo de microalgas requiere de cosechas continuas en periodos relativamente cortos,

a comparacion de los cultivos terrestres (Amer et al., 2011).

Las microalgas por lo general suelen presentar tamafios entre 1 a 10 um, haciendo a el
proceso de cosecha mucho mas dificultoso. Ademas, las microalgas tienen carga eléctrica
negativa y presentan similar densidad con el agua, lo cual impide su fécil precipitacion
(Xu et al., 2013). Esto representa un reto, sobre todo para los cultivos masivos en donde
se manejan grandes volimenes de cultivo. Cabe sefialar que, actualmente, se dispone de

métodos mecanicos y quimicos sumamente eficaces para la cosecha de microalgas.

Entre los métodos mecanicos tenemos a la centrifugacion. Este procedimiento es
altamente efectivo, alcanzando concentrar la biomasa hasta el 10-20% del volumen total
(Pahl et al., 2013). Sin embargo, la centrifugacion es costosa por el requerimiento de
equipamiento y la energia eléctrica. Otro método mecanico es la filtracidn, pero este solo
puede ser aplicado a microalgas de mayor tamafio y ademas presenta la desventaja de que
la membrana de filtracion debe ser reemplazada o limpiada periédicamente para evitar la

saturacion.

El 6xido de calcio, comunmente conocido como cal viva, se obtiene a menudo a partir de
las conchas de abanico y esta disponible en grandes volimenes. Esta forma de cal es
utilizada con éxito en la sedimentacion de microalgas debido a su capacidad para elevar
el pH del agua, lo que facilita la concentracién de las algas. Al introducir el éxido de
calcio derivado de las conchas de abanico en el medio acuoso, se produce hidréxido de
calcio, elevando el pH y propiciando la formacion de compuestos insolubles. Estos
componentes reaccionan con las particulas de microalgas, facilitando su agrupacion y
sedimentacion, un proceso crucial en diversos &mbitos industriales y de tratamiento de
aguas (Picado, 2020).

Entre los métodos quimicos, trabajos experimentales han demostrado la efectividad de
agentes alcalinos, como por ejemplo Ca(OH),, Mg(OH). y Na(OH),, para la
concentracion de la biomasa microalgal (Horiuchi et al., 2003; Mu et al., 2018;
Vandamme et al., 2015). EI fundamento del uso de estas sustancias es el cambio del pH
del medio, por el cual se genera una perturbacion en las cargas superficiales de las células,
promoviendo su agrupamiento y sedimentacion por aumento de peso (Li et al., 2021),

como se observa en la figura 1.
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Figura 1. Proceso de sedimentacion de las microalgas. Imagen tomada de Li et al. (2021).

En el contexto del tratamiento de aguas y procesos quimicos, la floculacion, precipitacién
y sedimentacion por gravedad son procesos fundamentales para la separacion de
componentes. La floculacion es un proceso de aglomeracion en el cual particulas
coloidales se unen para formar floculos mas grandes, a menudo inducido por la adicién
de un floculante quimico, lo que facilita su posterior separacion del liquido (Romero,
2018). La precipitacion, por otro lado, es una reaccion quimica donde sustancias disueltas
forman solidos insolubles o semisolubles, que se separan del liquido en el que estan
disueltas (Guerreros, 2021). Finalmente, la sedimentacion por gravedad implica el
asentamiento de particulas sélidas (floculos o precipitados) en el fondo de un recipiente
debido a la fuerza de gravedad, permitiendo la separacion del sélido y el liquido por
diferencias de densidad (Rios, 2022). Estos procesos son cruciales en diversas
aplicaciones, incluyendo el tratamiento de aguas residuales, donde facilitan la remocién

de contaminantes y la clarificacion del agua.

La sedimentacion ha sido propuesta como un método simple y de bajo costo. La
sedimentacion es un efecto de la gravedad que provoca la concentracion de las particulas
desde la superficie hasta el fondo (Henderson et al., 2008). La sedimentacién natural es

un proceso que se utiliza para reducir el tiempo de la cosecha de microalgas. En este
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aspecto, podemos incrementar la eficiencia de la sedimentacidn con agentes quimicos que
ayuden a concentrar la biomasa. Asimismo, se conoce que el incremento del pH promueve

una mejor sedimentacion de la biomasa.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Disefio experimental

El experimento tuvo un disefio de estimulo creciente con cinco tratamientos
experimentales y un tratamiento control, con tres repeticiones. Para la experimentacion
de la sedimentacion se empled concentraciones de 15, 20, 25, 30 y 35 mL/L de 6xido de
calcio al 0.5% (5 g/L de CaO). El patron de 6xido ce calcio al 0.5% se obtuvo diluyendo
5 g de CaO en 1 L de agua destilada, como se detalla en el punto. EI CaO se preparo
calcinando valvas de A. purpuratus en una mufla a 800 °C por 3 horas. Asimismo, para
evaluar la viabilidad de las células, se realizaron cultivos tomando a las microalgas
posterior al proceso de sedimentacion, con la finalidad de determinar si son viables para

su cultivo en cultivos sucesivos.

Tabla 1. Disefio experimental para la sedimentacion y viabilidad celular de Nannochloris sp.

Tratamientos Experimento de sedimentacion Experimento de viabilidad
celular

TC Sedimentacion sin CaO In6culo sin CaO

T1 Sedimentacion con 15 mL/L Ca0 0.5%  Ino6culo con 15 mL/L CaO 0.5%
T2 Sedimentacion con 20 mL/L CaO 0.5%  Indculo con 20 mL/L CaO 0.5%
T3 Sedimentacion con 25 mL/L CaO 0.5%  Indculo con 25 mL/L CaO 0.5%
T4 Sedimentacion con 30 mL/L CaO 0.5%  Ino6culo con 30 mL/L CaO 0.5%
T5 Sedimentacion con 35 mL/L CaO 0.5%  Inoculo con 35 mL/L CaO 0.5%

3.2 Procedencia del inéculo

La microalga Nannochloris sp. provino del cepario del laboratorio de Cultivo de especies
Auxiliares del Departamento de Biologia, Microbiologia y Biotecnologia, de la facultad
de Ciencias, Universidad Nacional del Santa. La microalga (Figura 1) se identifico por
observaciones microscopicas y claves taxonomicas. Esta cepa se mantuvo bajo
condiciones asépticas de cultivo semicontinuo, aireacion suministrada con un blower de
0.5 HP e iluminacion constantes con un fluorescente de 40 watts. EI medio de cultivo
usado para el mantenimiento y levante de los cultivos de Nannochloris sp. fue el medio
Guillar F/2.
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Figura 1. Cepa de la microalga Nannochloris sp. vista al objetivo 100x.

3.3 Medio de cultivo

Para realizar los experimentos requerimos 10 litros de cultivo de la microalga. Para ello
realizamos escalamientos usando el medio Guillar F/2, cuyos componentes se detallan en

la siguiente tabla:

Tabla 2. Composicion quimica del medio Guillard F/2.

Nutriente Cantidad (g/L)
NaNO3 84.15
Na:MoO> 6.0
FeClz 2.9
Na:EDTA 10.0
NaSiOs 33.0
CuSOq4 1.96
ZnS0O4 4.40
MazMoO4 1.26
MnCl» 36.0
CoCl; 2.0
Vitamina B1 0.4
Vitamina B12 0.002 mg
Biotina 0.1 mg

3.4 Escalamiento del cultivo

Con el inoculo se realizé el escalamiento por desdobles hasta llegar a un volumen de 10
litros de cultivo. Este procedimiento se realizo en botellas de 3 litros y luego en un balde
plasticos de 12 litros de volumen total con agua de mar previamente filtrada y esterilizada.
Se inicié con un volumen de in6culo de 100 mL en fase de crecimiento exponencial. Los
cultivos se mantuvieron con agitacion mediante aireacién por un blower a un ratio de 1

L/min. y con iluminacion constante con un fluorescente de 40 watts a 1500 lux. Ademas,
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se realiz6 conteos celulares con camara Neubauer con la finalidad de determinar el

crecimiento celular y monitorear la salubridad del cultivo.

3.5 Preparacion del patron de 6xido de calcio

El 6xido de calcio se prepard con las valvas de A. purpuratus, recolectadas en la playa el
Dorado, ubicada en la ciudad de Nuevo Chimbote (UTM -9.188257, -78.565708). La
obtencion del oxido de calcio se realizd mediante un proceso de calcinacion a una
temperatura de 800 °C por un periodo de 3 horas en una mufla. Para nuestro experimento
pesamos 1 Kg de valvas y obtuvimos 830 g de éxido de calcio. Posteriormente, las valvas
fueron molidas con un molino mecéanico. La reaccion que se produce en durante la

calcinacion se describe en la literatura (Farias, 2018) con la continuacion:
CaCOz — CaO + CO2 (1)

En esta reaccién, la molécula de carbonato de calcio (CaCO3) se rompe para liberar
dioxido de carbono (CO2) y oxido de calcio (CaO). Una vez obtenido el dxido de calcio
(Ca0), se preparo la solucion de CaO al 0.5% (5 g/L), a la cual denominamos como patrén
CaO.

La concentracion de CaO presente en el patrén se determiné por el método de titulacion
con EDTA e indicador con negro de ericromo (Capote et al., 2015). Para ello, se tomo
una muestra de 10 mL, se diluyé en 50 mL de agua destilada y se ajusté el pH a 10
unidades con hidréxido de sodio. Luego, se le agregdé 5 mL del indicador (negro de
ericromo) y se homogenizé. Con la ayuda de un titulador, se afiadié el EDTA lentamente
agitando la mezcla hasta observar un cambio de color. Finalmente, se anoté el gasto y la

concentracion de Ca se calculo con la siguiente formula:
mg/L Ca=Vgx Fx1000/Vm (2)

Donde: Vg es el volumen del EDTA gastado, F es el factor que representa x mg de Ca

por cada mL de disolucion de EDTA, y Vm es el volumen de la muestra.

3.6 Sedimentacion de la microalga Nannochloris sp.

Utilizamos probetas graduadas de 500 mL de volumen, con 500 mL del cultivo de la
microalga, a las cuales aplicamos diferentes concentraciones del patron CaO para

sedimentar la biomasa microalgal, con la finalidad de determinar el tiempo, velocidad y
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eficiencia de sedimentacion. Para ello, se observd y registro el cambio de la concentracion
celular en funcion del tiempo y la distancia (altura) de las células concentradas, con la

ayuda de tomas fotogréficas.
3.7 Determinacion del tiempo, velocidad y eficiencia de sedimentacion
3.7.1 Tiempo de sedimentacion

El tiempo de sedimentacion se estimd cada hora por un periodo de 12 horas. Ademas, se
registrd la altura (expresada por la marca del volumen en la probeta). Para lograr una
mayor precision en la estimacion de la altura, se realizaron capturas fotograficas de cada
uno de los tratamientos experimentales con una camara de celular de 108 megapixeles en
cada tiempo establecido. El tiempo méximo de sedimentacién se determind cuando ya no
se observo variacion en la altura de la suspension microalgal. ElI cambio de la altura de la
suspension algal en funcion del tiempo se detalla en la figura 2.

Hora 0 Hora 1 Hora 2 Hora 12
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Figura 2. Representacion del célculo del tiempo de sedimentacion.

3.7.2 Velocidad de sedimentacion

La velocidad de sedimentacion, en nuestro disefio experimental, se determind registrando
el cambio de altura de la suspension algal (cambio de gradiente) con respecto al maximo
volumen y en funcion del tiempo. La velocidad de sedimentacién fue calculada con la

siguiente ecuacion, que se deriva de la segunda Ley de Newton:

v=d/t (3)
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Donde v es la velocidad, d es la distancia que ha recorrido la linea de sedimentacion, y t

es el tiempo.

3.7.3 Eficiencia de sedimentacion

La eficiencia de sedimentacion (ES%) se determind después de 12 horas posterior a la
dosificacion del patron CaO. La eficiencia se calcul6 con el volumen final concentrado
en cada uno de los tratamientos entre el volumen total. Para una mayor precision, se
capturaran imagenes en alta resolucion de cada uno de los tratamientos experimentales.

La eficiencia de sedimentacién se calcul6 con la siguiente ecuacion:
ES% = vfc /500 x 100 4)
Donde: vfc representa el volumen final concentrado.

3.8 Determinacion de la viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular, planteamos un enfoque en el cual se determind el
porcentaje de células viables para cultivo mediante el cultivo de la biomasa sedimentada.
Para ello, realizamos cultivos usando la biomasa sedimentada conforme a los cultivos
iniciales. Para ello, se tomd 25 mL de inoculo de cada uno de los tratamientos, los cuales
fueron re-suspendidos en 100 mL con medio de cultivo Guillard F/2, bajo las mismas
condiciones del escalamiento. Previamente, determinamos el nimero de células inicial
para cada tratamiento. Posterior a la siembra, realizamos conteos celulares con un
microscopio optico y una camara Neubauer. La densidad celular se determind diariamente
por 6 dias. Asimismo, se determiné el tiempo de duplicacion (TD) y el coeficiente de
decrecimiento (W) para cada tratamiento. El porcentaje de viabilidad (%V) se determind

con la siguiente ecuacion:
Porcentaje de viabilidad = n°élulas viables / n® células totales x 100 (5)

3.9 Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza ANOVA con la post prueba de Tukey, con la finalidad
de determinar diferencia estadistica significativa entre los tratamientos experimentales y

controles. Para ello se empled el paquete SPSS version 21.
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IV. RESULTADOS

4.1 Crecimiento poblacional en el escalamiento

Los cultivos de Nannochloris sp. presentaron un rapido crecimiento durante la fase de
escalamiento. EI maximo crecimiento poblacional se determind en 6 dias. La densidad
celular con la que se inici6 fue de 75 x 10* cel/mL, y el maximo crecimiento fue de 1775
x 10* cel/mL. Se destaca que el cultivo present6 una fase de crecimiento lag (lenta) que

durd menos de 2 dias, a partir de la cual comienza el crecimiento exponencial (Figura 3).
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Figura 3. Curva de crecimiento de la microalga Nannochloris sp. con medio Guillard F/2.

Figura 4. Células de la microalga Nannochloris sp. en crecimiento exponencial vista al
objetivo 40x.
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4.2 Determinacion del CaO

En el analisis con el método de titulacion de EDTA, se determind el gasto de EDTA (6.9
mL), mediante el cual, aplicando la ecuacién 2, con un factor de 0.02, se estimo que el

patron calcio contiene 13.8 mg/L de calcio.

4.3 Eficiencia y tiempo de sedimentacion

La sedimentacion de los cultivos se observé desde el instante en que se adiciono el patrén
CaO. Durante la primera hora, se obtuvo una rapida sedimentacion en la parte superior de
las probetas, donde determinamos que las microalgas formaban floculos y precipitaban
hacia el fondo (Figura 5). En las siguientes horas, la sedimentacién fue mas lenta, sin
embargo, notamos mayor sedimentacién cuando las concentraciones del patron Cao

aumentaban.

Figura 5. Distribucién de los tratamientos experimentales con las probetas de 500
mL.
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Figura 6. Sedimentacion de los cultivos de Nannochloris sp. después de 24 horas de aplicado el
oOxido de calcio. A) Tratamiento con 15 mL/L de dxido de calcio (0.5%). B) Tratamiento con 20
mL/L de 6xido de calcio (0.5%). C) Tratamiento con 25 mL/L de 6xido de calcio (0.5%). D)
Tratamiento con 30 mL/L de éxido de calcio (0.5%). C) Tratamiento con 35 mL/L de 6xido de
calcio (0.5%).
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Tabla 3. Eficiencias y tiempos de sedimentacion de los cultivos y sus porcentajes de

acuerdo a los tratamientos experimentales con el patrén CaO.

Eficiencias de sedimentacion

Horas TC T1 T2 T3 T4 T5
0 mL/L 15 mL/L 20 mL/L 25 mL/L 30 mL/L 35 mL/L
0.5 0.00 £0.0*  2.33+0.6° 4.67+2.1° 833+2.9% 10.67 +4.0° 15.33 +0.6
1 0.00 £0.0*  25.67 +2.1° 34.33+4.0° 45.00 £5.0¢ 47.33+2.1¢ 52.67 +2.5°
6 0.00 +0.0°  32.00 +2.0° 42.00 +2.6° 48.33+2.9° 54.33+4.0° 57.67 +2.5
12 0.00 £0.0*  42.67 +2.1° 50.67 £1.2° 52.33 +2.59 62.33 +2.5° 64.33 +2.1°
18 2.67+2.1% 46.67 £1.5° 55.67+1.2° 61.00£1.09 69.67 £1.5° 72.33 £2.5
24 5.33+0.6*° 55.87 +9.9° 63.56 £3.9° 64.98 +2.8° 74.74+2.9 77.18 +5.1¢

Letras diferentes en una misma fila indican diferencia significativa a un nivel de p<0.05.

La méxima eficiencia de sedimentacion se determind a las 24 horas, la cual fue >50% en
todos los tratamientos experimentales. El tratamiento con 35 mL/L del patrén CaO
permitio obtener una eficiencia de sedimentacion de 77.18 +5.1%, aunque similar
estadisticamente con el tratamiento de 30 mL/L, con el que se obtuvo una eficiencia de
74.74 £2.9% (Tabla 3). Por otro lado, la menor eficiencia de sedimentacién se obtuvo en
los controles, en donde se observ6 una minima sedimentacion por efecto de la gravedad
(5.33+0.6). Asimismo, el tratamiento con 20 y 25 mL/L de patrén CaO tuvieron

eficiencias similares estadisticamente (63.56 £3.9 y 64.98 £2.8, respectivamente).

4.4 VVelocidad de sedimentacion

Las maximas velocidades de sedimentacion se obtuvieron durante la primera hora del
experimento. La mayor velocidad de sedimentacion (186.67 £12.6 mL/hora) se obtuvo
con el tratamiento de 35 mL/L. EIl tratamiento con 25 y 30 mL/L tuvieron velocidades
estadisticamente similares (p<0.05), de 183.33 +14.4 y 183.33 £11.5 mL/hora. A partir
de la hora 6 todas las velocidades caen significativamente y fueron menores a 60 mL/hora

hasta las 24 horas (Figura 7).

Tabla 4. Velocidades de sedimentacion estimadas en cada hora de muestreo.

Velocidad de sedimentacion (mL/horas)

Horas TC T1 T2 T3 T4 T5
0 mL/L 15 mL/L 20 mL/L 25 mL/L 30 mL/L 35 mL/L
0.5 0.00 +0.0% 11.67 +2.9° 23.33+10.4° 41.67 £14.4° 53.33+20.2° 76.67 +2.9'
1 0.00 £0.0°  116.67 +12.6° 148.33 +11.5° 183.33 +14.49 183.33 +11.59 186.67 +12.6¢
6 0.00 +0.0% 31.67+7.6° 38.33+10.4° 16.67+14.4% 35.00+10.0° 25.00 +0.0
12 0.00 £0.0¢  53.33+16.1° 43.33+7.6 20.00+8.7¢  40.00+8.7¢  33.33+2.9°
18 13.33+10.4* 20.00+£10.0° 25.00 +0.0° 43.33+11.59 36.67 +18.9° 40.00 +£10.0¢
24 13.33£7.6°  46.00 +44.0° 39.48 £25.4° 19.88+9.1¢9 2537 +8.6° 24.23 +17.0°
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Figura 7. Velocidad de sedimentacion en funcion del tiempo.

4.5 Parametros fisico-quimicos durante la sedimentacion

El pH de las microalgas fue diferente en todos los tratamientos experimentales debido al
efecto del patrén CaO. Observamos que el pH aumenté conforme se increment6 la
concentracion de patron CaO suministrado. Asimismo, notamos que los niveles de pH

fueron superiores al finalizar el experimento.

Al inicio del experimento, el maximo valor de pH (9.26 +0.03) se observd con el
tratamiento de 35 mL/L. De igual manera, al finalizar el experimento (24 horas) el
maximo pH (9.54 £0.08) se observo en el tratamiento con 35 mL/L. Al finalizar todos los
tratamientos experimentales tuvieron pH > 9.2, el cual fue el responsable de la
sedimentacion rapida de los cultivos (Tabla 5). Estos valores también estan asociados a
las eficiencias de sedimentacion, ya que a mayor pH mayor es la eficiencia de

sedimentacion.

Tabla 5. pH de los tratamientos experimentales al inicio y fin de la sedimentacion.

pH
Tiempo TC T1 T2 T3 T4 T5
0 mL/L 15 mL/L 20 mL/L 25 mL/L 30 mL/L 35 mL/L

1min  7.75+0.04% 8.84 £0.02° 9.08 £+0.11° 9.04 £0.02° 9.15+0.06° 9.26 +0.03¢
24 horas 8.66 +0.06° 9.25+0.10° 9.22 +0.10° 9.37 £0.03° 9.43 £0.02° 9.54 +0.08°

4.6 Viabilidad celular

Con la finalidad de demostrar la viabilidad de las células sedimentadas, se procedio a

realizar cultivos experimentales utilizando las microalgas sedimentadas con diferentes
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concentraciones del patron CaO. Nuestro experimento demuestra que la microalga
Nannochloris sp. crece después del proceso de sedimentacion, sin importar la
concentracion de CaO suministrado (Figura 8).

A diferencia de los cultivos en la fase de escalamiento, las densidades celulares obtenidas
en esta etapa fueron superiores. EI maximo crecimiento poblacional se logré con el
inoculo que fue sedimentado con 15 mL/L del patrén CaO. Mientras que el menor
crecimiento poblacional de obtuvo con el control. Esto lo atribuimos a que los cultivos
sedimentados contuvieron mayor densidad celular (Figura 9). Esto nos conduce a concluir
que las células de la microalga Nannochlorsis sp. son viables después de 24 horas de ser

sedimentada

Nis 94

\
A
|

~ S M“‘-,__.
L)

Figura 8. Crecimiento de los cultivos de Nannochloris sp. en el experimento de viabilidad
celular. A) Muestra los tratamientos experimentales en el dia 0. B) Muestra los
tratamientos experimentales en el dia 6.
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Figura 9. Curvas de crecimiento de los cultivos de Nanochloris sp. en el ensayo de
viabilidad celular después de la sedimentacion.

4.7 Pardmetros fisico-quimicos durante el ensayo de viabilidad celular

Los parametros de temperatura y pH se encontraron dentro del rango para el cultivo de la
microalga. Sin embargo, notamos que el pH tuvo mayores valores en los cultivos
experimentales, conforme aumentaron las dosis del patron CaO (Figura 10). A pesar de
ello, todos los cultivos llegaron a tener un pH cercano a 9.0, lo que indica el buen
crecimiento que se tuvo en todos los cultivos. La temperatura estuvo ligeramente por
encima del optimo (25°C), sin embargo, fluctud similar en todos los tratamientos, por lo

cual inferimos que no interfiri6 con las variables del estudio (Figura 11).
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Figura 10. Fluctuacion del pH en los cultivos experimentales para determinar la viabilidad de
lamicroalga Nannochloris sp.
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Figura 11. Fluctuacion de la temperatura en los cultivos experimentales para determinar
la viabilidad de la microalga Nannochloris sp.

4.8. Comparacion con otras metodologias de cosecha

Al comparar el mejor resultado de eficiencia de sedimentacion (Tabla 6), notamos que es
inferior al método mas usado que es la centrifugacion, por lo cual, los rendimientos de las
cosechas (productividad) son inferiores con la sedimentacion. Sin embargo, el método de
sedimentacion con el patron CaO resulta significativamente econémico en comparacion
con el método de centrifugacion. En cuanto a la calidad del producto, ambos métodos
proveen buena calidad, aunque se debe considerar el fin de la biomasa, ya que con el

patron CaO quedan residuos.

En la muestra experimental, donde se utilizé sedimentacidn con valvas de A. purpuratus,
se observaron resultados destacados en términos de practicidad y economia. La
practicidad fue calificada como alta, lo que sugiere una aplicacién sencilla y factible del
método. En cuanto a la economia, se identifico como muy alta, indicando un bajo costo
asociado con este proceso. Sin embargo, en términos de eficiencia, la muestra
experimental mostr6 una eficiencia del 77.18% con un margen de error de +5.1%,
mientras que el método de centrifugacion, representado en la muestra control, superoé el
98% de eficiencia. Esto sugiere que, aunque la sedimentacion con valvas de A. purpuratus
es econdmicamente viable y practica, puede ser menos eficiente en comparacion con la

centrifugacion.

En cuanto a la productividad, se observé una menor productividad en la muestra
experimental, lo que implica que el proceso de sedimentacion con valvas de A. purpuratus

podria generar una cantidad menor de producto en comparacion con la centrifugacion.
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En conclusion, la sedimentacion con valvas de A. purpuratus se muestra como una opcién
practica, econdmicamente viable y con una calidad de producto buena, pero con una
eficiencia y productividad menores en comparacion con la centrifugacion, destacando

diferentes fortalezas y limitaciones entre ambos métodos.

Tabla 6. Cuadro comparativo entre la sedimentacion de Nannochloris sp. con CaO de A.
purpuratus y el método de centrifugacion como control.

Muestra Experimental Muestra Control

Variable (sedimentacion con valvas . h
de A. purpuratus) (centrifugacion)
Practicidad Alto Bajo
Econémico Muy Alto Costoso
(S/0.75 por m3)* (S/1.99 por m3)**
Eficiencia 77.18 5.1 <98.00
Productividad Menor Mayor
Calidad del Buena Buena
Producto
Eco amigable Alto Bajo

*Estimado en base a los costos de colecta y preparacion del patron CaO. ** Seglin Shamsaie & Hosseini
(2022).
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en el escalamiento revelan un buen crecimiento de Nannochloris
sp. bajo nuestras condiciones de cultivo. La densidad poblacional del cultivo (1775 x 10*
cel/mL) fue consistente con investigaciones previas (1500 x 10* cel/mL) en donde
destacan la capacidad de Nannochloris sp. para prosperar en entornos de cultivo
controlados (Khatoon et al., 2014). Este crecimiento vigoroso puede atribuirse en gran
medida a la adaptabilidad de Nannochloris sp. a las condiciones de laboratorio, donde se
optimiza pardmetros como la disponibilidad de nutrientes, que en nuestro caso fue el

medio Guillard F/2, ademas de la temperatura y la iluminacion.

El oxido de calcio (CaO), comunmente conocido como cal viva, ha sido ampliamente
estudiado y utilizado como agente quimico en diversas aplicaciones de tratamiento de
aguas (Azevedo, 2020; Belefio et al., 2022). Su capacidad para inducir la sedimentacion
se basa en su habilidad para elevar el pH del agua (Hussein, 20222), comprobado también
en nuestro experimento utilizando el CaO obtenido de las valvas de A. purpuratus. Esta
reaccion quimica, conocida como precipitacion, facilita la formacion de floculos que
sedimentan rapidamente, también siendo aplicado a la cosecha se microalgas (Beltran-
Rocha, 2017).

En este estudio, empleamos el método de titulacion de EDTA para determinar el
contenido de calcio en un patron. Esta determinacién es crucial en numerosas
aplicaciones, desde la evaluacion de la calidad del agua hasta la industria alimentaria
(Cordovi, 2022). Nuestros resultados indican que el patrén contiene aproximadamente
13.8 mg/L de calcio, aunque notamos que parte del oxido de calcio precipito rapidamente,
por lo que una disolucion en agua no resulta efectiva para aprovechar todo el CaO. Al
comparar nuestros resultados con los valores de referencia, los cuales estiman que el
contenido de calcio en el CaO es de 71.9% (719 mg/L) (Alvarez & Stiff, 2021),
confirmamos que no todo el calcio se diluyé en el agua. Esto nos llevo a estimar que solo
el 2% del calcio disponible es disuelto, sim embargo, otros componentes como carbonatos
de magnesio pueden diluirse mejor. A pesar de estos resultados, la solucidn obtenida en

nuestro trabajo fue suficiente para promover la sedimentacion de Nannochloris sp.

Por otro lado, la eficiencia y el tiempo de sedimentacion son aspectos cruciales en la
cosecha de las microalgas. El uso de quimicos para la cosecha de microalgas se ha

evaluado similarmente en otros estudios (Hadiyanto et al., 2021; Salim et al., 2011; Yang
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et al., 2021). Estos estudios se realizaron con la finalidad de elevar el pH para recuperar
la biomasa, tal como sucede con el CaO en nuestro experimento, con valores de pH entre
8.84 +0.02 y 9.26 +0.03. Huo et al (2014) logro eficiencias de cosecha del 100% en
Chaetoceros muelleri a pH = 11.00 en 30 minutos usando hidroxido de sodio, superando
nuestros resultados, pero con una microalga de mayor tamafio y quimicos de mayor
pureza. Otro estudio también reporta que el uso de hidréxido de sodio resulta en una mejor
eficiencia de sedimentacion, de hasta 94.9% en Nannochloropsis sp. a pH 9.6, en menos
de 1 hora (Rojo-Cebreros, 2016).

Existen sustancias quimicas que se agregan al agua para facilitar la formacion de fléculos.
El principio se basa en que los fléculos son particulas mas grandes y pesadas que se
sedimentan rapidamente (Lee et al., 2014). En diversos estudios se ha evaluado la
factibilidad de estas sustancias. Por ejemplo, Zhu et al. (2018), evalu6 quitosano como un
sedimentador natural para la cosecha de biomasa de Chlorella vulgaris, logrando una
eficiencia de sedimentacion del 90% con 0.25-2.5 g/L de quitosano y un tiempo de 10
minutos. Comparado a nuestros resultados, la eficiencia y tiempo de sedimentacién con
quitosano en C. vulgaris es superior al CaO. Sin embargo, se debe considera que C.
vulgaris es una microalga de mayor tamafio (10 um) comparada con Nannochloris sp.

(<1 um); por lo tanto, se espera mayores eficiencias en microalgas de mayor tamario.

Chen et al. (2020), han sefialado que factores como la especie de microalga, las
condiciones de cultivo y las estrategias de sedimentacion pueden influir en el tiempo y la
eficacia de la cosecha. Los resultados presentados en este trabajo han permitido
determinar una maxima eficiencia de sedimentacion en 24 horas (77.18 +5.1%) que €s
similar al obtenido mediante floculacién electrolitica en Tetraselmis tetrahele, con una
eficiencia entre 75-80% (Villa-Franco, 2023). Sin embargo, en nuestro experimento no
encontramos diferencias significativas entre 30 y 35 mL/L, pero si observamos
diferencias con 15, 20 y25 mL/L, quedando pendiente evaluar mayores concentraciones
y tiempos.

En relacion a la velocidad de sedimentacidn, observamos que durante la primera hora del
experimento se registraron las maximas velocidades de sedimentacion en todos los
tratamientos. Notablemente, el tratamiento con una concentracion de 35 mL/L exhibi6 la
velocidad de sedimentacion mas alta, alcanzando un promedio de 186.67 + 12.6 mL/hora.
Por otro lado, los tratamientos con 25 mL/L y 30 mL/L demostraron velocidades de

sedimentacion estadisticamente similares, con valores promedio de 183.33 + 14.4 y
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183.33 £ 11.5 mL/hora, respectivamente. Sin embargo, a partir de la sexta hora del
experimento, todas las velocidades de sedimentacion disminuyeron significativamente y
se mantuvieron por debajo de los 60 mL/hora durante todo el periodo de observacion, que

abarcé 24 horas (Figura 8).

Los patrones en las velocidades de sedimentacion observadas pueden atribuirse a diversos
factores, fisicos o quimicos (Yardumian, 1937). En primer lugar, la alta velocidad de
sedimentacion en la primera hora podria deberse a la influencia de la gravedad, que
favorece la sedimentacion rapida de las particulas mas pesadas. Durante la sedimentacion,
observamos fléculos de mayor tamarfio en los tratamientos con mayor concentracion del
patron CaO, sin embargo, esta velocidad disminuyd progresivamente a medida que
avanzaba el tiempo, concordando con una menor formacion de floculos en presencia de
menor biomasa disponible en la columna (Figura 6). Asimismo, la similitud en las
velocidades de sedimentacion entre los tratamientos de 25 mL/L y 30 mL/L sugiere que
existe un umbral de concentracion a partir del cual las particulas en suspension no pueden
sedimentar a una velocidad significativamente mayor, debido a la saturacion del patrén
CaO. Estos resultados son coherentes con hallazgos previos en la literatura que sugieren
que la sedimentacion de particulas puede ser influenciada por la concentracion de la

suspension y la gravedad (Lonin & Masson, 2006; Dominguez, 2013).

Asimismo, en el estudio realizado para evaluar la viabilidad de las células sedimentadas
de la microalga Nannochloris sp. reveld hallazgos significativos que tienen implicaciones
importantes en la produccion y escalabilidad de cultivos de microalgas. A través de la
adicion de diferentes concentraciones del patrén CaO en los cultivos experimentales, se
pudo observar que los indculos tomados de estos tuvieron mayor crecimiento poblacional
que atribuimos a dos factores principalmente, la mayor densidad celular y la disposicién

de calcio en el medio.

Primero, al utilizar la biomasa concentrada después del proceso de sedimentacion todos
los cultivos experimentales iniciaron con un mayor contenido de células. La cantidad
inicial de microalgas introducidas en un medio de cultivo, tiene un efecto significativo en
el crecimiento poblacional de las microalgas (Bohutskyi et al., 2016). En general, un
inéculo mas grande tiende a acelerar el crecimiento inicial de las microalgas, ya que
proporciona una mayor cantidad de células para reproducirse y aprovechar los nutrientes
disponibles en el medio (Rojas & Will, 2023). Esto puede resultar en una fase de

crecimiento exponencial mas rapida, donde la poblacién aumenta de manera mas
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pronunciada, como hemos podido corroborarlo en nuestro experimento (Figura8y 9), en
donde los cultivos con indculos provenientes de la sedimentacion, pero con mayor

densidad, tuvieron crecimientos mas rapidos y mas altos que el control con Guillard F/2.

En segundo lugar, el contenido de calcio en el medio de cultivo también ejerce un impacto
importante en el crecimiento poblacional de las microalgas. El calcio es esencial para
numerosos procesos bioldgicos, incluida la formacidn de paredes celulares y la regulacién
de la permeabilidad de las membranas celulares (Diaz et al., 2007). Un medio con una
concentracion adecuada de calcio favorece el crecimiento saludable de las microalgas al
proporcionarles los componentes necesarios para mantener su estructura celular, como lo
ha demostrado Tang et al. (2022), quienes con 0.1mM de Ca2+ incrementaron en 61% el
contenido de clorofila en cultivos de microalgas-bacterias en simbiosis. En ese sentido,
la disponibilidad de calcio en el inoculo de los cultivos experimentales favorecio el

crecimiento de las microalgas, en todos los tratamientos.

En los cultivos durante la fase de escalamiento, las densidades celulares obtenidas
después del proceso de sedimentacion son superiores (1775 x 10% cel/mL). Es importante
destacar que el maximo crecimiento poblacional (17125 + 8993.37 x 10* cel/mL) se logré
con el indculo que fue sedimentado con 15 mL/L del patron CaO. Esto sugiere que la
adicién de CaO en esta concentracion podria tener un efecto positivo en la activacion de
las células después del proceso de sedimentacion (densidad inicial de 3233.33 £ 295.01
X 10% cel/mL).

Cabe resaltar que la metodologia empleada presenta la desventaja de generar CO- durante
la calcinacion de las valvas. EI CO2 generado puede ser reutilizado para otros fines. Sin
embargo, debido a la practicidad de la técnica de calcinacion, resulta dificultoso la captura
de CO-, siendo técnicamente inviable para su aplicacion en los cultivos microalgales. A
pesar de ello, consideramos que el CO; producido bajo estas condiciones puede dirigirse
a espacios de cultivos del tipo biohuertos, donde no es necesario concentrar el CO2y por

ende ser liberado, reduciendo los impactos al medio ambiente.

Los resultados obtenidos en el estudio, como se refleja en la Tabla 5, indican una
correlacion significativa entre la concentracion de 6xido de calcio, obtenido de las valvas
de A. purpuratus, y el cambio en el pH durante el proceso de sedimentacion de
Nannochloris sp. Al inicio, se observo un aumento gradual del pH con el incremento de

la concentracion de 6xido de calcio, partiendo de un pH de 7.75 en el tratamiento control
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(TC) hasta alcanzar un pH de 9.26 en el tratamiento con la concentracion mas alta (35
mL/L) después de 1 minuto. Este incremento inicial puede atribuirse a la naturaleza
alcalina del oxido de calcio. A las 24 horas, todas las concentraciones mostraron un
aumento en el pH en comparacién con los valores iniciales, siendo mas pronunciado en
los tratamientos con mayores concentraciones. Estos resultados sugieren que el 6xido de
calcio no solo influencia la viabilidad celular de Nannochloris sp., sino que también altera
significativamente las condiciones de pH en el medio, un factor critico para el proceso de
sedimentacion y la viabilidad celular. Desde un punto de vista quimico y fisico, los
cambios observados en el pH durante el experimento pueden ser explicados por la
naturaleza del 6xido de calcio (CaO), un compuesto alcalino que al disolverse en agua
genera iones de hidréxido (OH-), aumentando asi la alcalinidad del medio. Este fendbmeno
puede ser particularmente relevante en el contexto de la floculacion y sedimentacion, ya
que un pH mas alto favorece la aglomeracion de particulas, lo que puede explicar la
mejora en la sedimentacion observada con mayores concentraciones de 6xido de calcio.
Ademas, la variabilidad en el pH influencia la estructura y estabilidad de las membranas

celulares de Nannochloris sp., afectando su viabilidad.

Estos hallazgos respaldan la importancia de comprender la sedimentacion de microalgas
en funcion de la concentracion y la gravedad, lo que puede tener implicaciones en las
cosechas de otras especies de microalgas. Sin embargo, se requieren investigaciones
adicionales para explorar en profundidad los mecanismos subyacentes a este fenomeno y
su relevancia en aplicaciones practicas, principalmente al aire libre. Estos hallazgos
respaldan la idea de que Nannochloris sp. podria ser una candidata prometedora para
aplicaciones biotecnoldgicas y la produccion sostenible de biomasa, dado su crecimiento
robusto bajo condiciones estandarizadas, lo que sugiere su potencial para contribuir al

campo de la biotecnologia verde y la produccion de recursos renovables
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VI. CONCLUSIONES

El 6xido de calcio obtenido de las valvas de A. purpuratus redujo significativamente
el tiempo de sedimentacion de Nannochloris sp. en comparacion con el grupo de

control.

La mayor velocidad de sedimentacion (186.67 £12.6 mL/hora) se observo en el
tratamiento con 35 mL/L de CaO, significativamente mayor al tratamiento control,

pero inferior al método de centrifugacion.

Se observo que la eficiencia de sedimentacion de Nannochloris sp. variaron segun la
concentracion de CaO vy el tiempo de sedimentacion. La maxima eficiencia de
sedimentacion (77.18 £5.1%) se obtuvo con 35 mL/L del patron CaO a pH =9.54 +0.08.

Los indculos tomados de cultivos sedimentados mostraron un mayor crecimiento
poblacional en comparacion con el control. Esto se debid a la mayor densidad celular
y a la disponibilidad de calcio en el medio. El mayor crecimiento y viabilidad celular

se observo con el inoculo sedimentado con 15 mL/L del patron CaO.
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VIl. RECOMENDACIONES

Investigar otras especies de microalgas y comparar su capacidad de sedimentacion y
crecimiento. Esto puede ayudar a identificar especies que sean auin mas eficientes en

la produccion de biomasa.

Continuar investigando y optimizando las estrategias de sedimentacién con mayores

concentraciones de CaO.
Llevar a cabo estudios que evallen el impacto ambiental asociado con el CaO.

Realizar comparaciones mas detalladas entre el 6xido de calcio y otras sustancias
quimicas que promuevan la sedimentacion, como el quitosano, en diferentes especies

de microalgas.
Estudiar métodos para separar el CaO de los cultivos cosechados.

Realizar un analisis quimico y evaluar la calidad de la microalga S. acutus cosechada

con la metodologia empleada en este trabajo.
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ANEXOS

Anexo 1. Escalamiento de los cultivos.

Anexo 2. Monitoreo de la salubridad de los cultivos.

47



Anexo 3. Acondicionamiento de las unidades experimentales.
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Anexo 5. Datos del pH de sedimentacion.

Horas TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 T4R1 T4R2 T4R3 T5R1 T5R2 T5R3

1 772 774 779 885 885 88 913 915 895 902 905 905 909 920 916 925 924 930
24 869 869 859 925 935 0915 934 916 916 935 936 0940 945 944 941 957 945 961
Anexo 6. Datos de velocidad de sedimentacion.
Horas TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 T4R1 T4R2 T4R3 T5R1 T5R2 T5R3
0.5 0 0 0O 10 15 10 15 20 3 25 50 50 3 50 75 75 8 75
1 0 0 0 115 105 130 135 155 155 175 175 200 190 190 170 175 185 200
0 0 0 25 40 30 50 30 3 25 25 0 25 35 45 25 25 25
12 0 0 0 60 65 3 50 45 35 25 25 10 50 35 35 35 35 30
18 5 0 25 30 10 20 25 25 25 50 30 50 50 45 15 40 50 30
24 20 15 5 966 171 243 489 588 10.75 11.25 1895 2945 19 3515 2195 63 264 40
Anexo 7. Datos de la eficiencia de sedimentacion.
Horas TCR1 TCR2 TCR3 T1R1 TI1R2 TIR3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 T4R1 T4R2 T4R3 T5R1 T5R2 TSR3
05 0.00 000 000 200 300 200 300 400 7.00 500 1000 10.00 7.00 10.00 1500 15.00 16.00 15.00
1 0.00 000 000 2500 2400 2800 30.00 3500 38.00 40.00 4500 50.00 4500 48.00 49.00 50.00 53.00 55.00
6 0.00 000 000 3000 32.00 3400 40.00 41.00 4500 4500 50.00 50.00 50.00 55.00 58.00 55.00 58.00 60.00
12 0.00 000 0.00 42.00 4500 41.00 50.00 50.00 52.00 50.00 55.00 52.00 60.00 62.00 65.00 62.00 6500 66.00
18 1.00 200 500 48.00 47.00 4500 55.00 55.00 57.00 60.00 61.00 62.00 70.00 71.00 68.00 70.00 75.00 72.00
24 500 500 600 67.32 5042 49.86 64.78 66.76 59.15 62.25 64.79 67.89 73.80 78.03 72.39 71.26 80.28 80.00
Anexo 8. Datos del pH de los cultivos.
Dia TCR1 TCR2 TCR3 TI1R1 T1R2 TI1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3 T4R1 T4R2 T4R3 T5R1 T5R2 TSR3
1 2760 2750 2750 27.60 27.30 27.20 27.30 27.30 27.30 27.80 27.60 26.60 26.60 26.30 26.50 25.80 26.30 26.60
2 2870 27.80 27.60 27.80 27.30 27.50 27.50 27.50 27.40 27.00 28.10 27.60 27.60 27.60 27.60 27.60 27.60 28.60
3 276 275 274 275 269 271 276 278 277 271 273 273 275 276 276 272 2715 274
4 278 279 279 278 279 28 278 278 281 28 28 28 279 279 279 278 279 279
5 281 282 282 283 283 283 282 283 282 278 279 279 281 281 282 283 283 282
6 283 283 285 283 281 281 281 281 282 283 283 284 284 284 284 283 283 284

49



upcommons.upc.edu {-'
= Fuente de Internet %
uvadoc.uva.es 4
Fuente de Internet .‘:: %
www.slideshare.net < ']
Fiuspite de Inter et %
dspace.unitru.edu.pe 1
Fuenie de [niernet .‘:: %
repositorio.uta.edu.ec 1
Fuente de Internet ‘:: %
www.observatorio-acuicultura.es < 4
Fusnte de Internet %
core.ac.uk 4
Fuente de Internet .‘:: %
etheses.uin-malang.ac.id ']
Fuente de Internet ‘:: %
patents.google.com ']
Fusnte de Internet ‘:: %
Excluir citas Artiva Earluir concidencias =< 15 wards

Excluir bibliografla  Activa

50



