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RESUMEN

La industria vinicola produce grandes cantidades de desechos, incluido efluentes, que
necesitan ser tratados adecuadamente. El uso de la vinaza como método de cultivo
alternativo para Scenedesmus acutus fue el tema de esta investigacion. Se realizaron
cultivos en laboratorio con vinaza en concentraciones de 10 mL/L (T1), 20 mL/L (T2) y
30 mL/L (T3), se analiz6 la produccion de biomasa y lipidos de S. acutus, asi como el
crecimiento poblacional, comparandolos con un cultivo control (TC) en medio HM. El
analisis estadistico reveld un incremento significativo en la densidad poblacional con un
maximo en T3 (1793.33 x 10* células/mL) al séptimo dia, lo que sugiere que la vinaza
puede estimular el crecimiento celular de manera significativa. En cuanto a la biomasa,
el tratamiento T3 present6 la mayor produccion (0.81 g/L). Sin embargo, el contenido de
lipidos fue més alto en T1 (22.87%), lo que implica que concentraciones menores de
vinaza pueden favorecer la acumulacién de lipidos. Ademas, los niveles de pH registrados
durante el experimento demostraron condiciones estables y una alta capacidad de S.
acutus para moderar la acidez introducida por la vinaza. Estos resultados muestran que la
vinaza puede ser empleada con éxito para mejorar la produccion de biomasa y el
crecimiento de S. acutus, con una posible adaptacion para la sintesis de lipidos. La
capacidad de la cepa para ajustar el pH también resalta su potencial para aplicaciones en
bioprocesos que utilizan sustratos acidos, proporcionando una opcion sostenible para la

valorizacién de residuos industriales.

Palabras clave: microalgas, Scenedesmus, vinaza, biomasa.



ABSTRACT

The wine industry produces large quantities of waste, including effluent, which needs to
be treated properly. The use of vinasse as an alternative cultivation method for
Scenedesmus acutus was the subject of this research. Laboratory cultures were carried
out with vinasse at concentrations of 10 mL/L (T1), 20 mL/L (T2) and 30 mL/L (T3), the
biomass and lipid production of S. acutus was analyzed, as well as the population growth,
comparing them with a control culture (TC) in HM medium. Statistical analysis revealed
a significant increase in population density with a maximum at T3 (1793.33 x 104
cellssmL) on the seventh day, suggesting that vinasse can stimulate cell growth
significantly. Regarding biomass, treatment T3 presented the highest production (0.81
g/L). However, the lipid content was higher in T1 (22.87%), which implies that lower
concentrations of vinasse may favor lipid accumulation. Furthermore, the pH levels
recorded during the experiment demonstrated stable conditions and a high capacity of S.
acutus to moderate the acidity introduced by the vinasse. These results show that vinasse
can be successfully used to improve biomass production and growth of S. acutus, with a
possible adaptation for lipid synthesis. The strain's ability to adjust pH also highlights its
potential for bioprocess applications that use acidic substrates, providing a sustainable

option for industrial waste recovery.

Keywords: microalgae, Scenedesmus, vinasse, biomass.



I. INTRODUCCTION

Toda actividad econ6mica genera impactos al medio ambiente (Cerdén, 2005).
Actualmente, las actividades del hombre vienen generando severos impactos sobre el
medio ambiente, especialmente en los cuerpos de agua, por causa de los vertimientos
industriales y domésticos que modifican las caracteristicas fisicas y quimicas del agua
(Barroso et al., 2019). Esto se debe, en parte, al aumento de la poblacién y a la
sobreexplotacion de los recursos naturales, lo cual altera el equilibrio natural y pone en

peligro la salud humana y la biodiversidad (Montoya Terreros, 2018).

Se calcula que el 80% de los efluentes del mundo no estan tratados (World Bank, 2020).
En el Perd, se estima que solo el 40% de los efluentes generados reciben tratamiento,
mientras que el resto termina siendo dispuesto en fuentes de aguas naturales o en las redes
publicas (Quincho et al., 2017); que terminan perjudicando los ecosistemas continentales
y marino; por lo que resulta urgente aplicar medidas de mitigacion que ayuden a reducir

los impactos negativos de los efluentes residuales.

Entre los tipos de efluentes de mayor impacto tenemos los efluentes municipales (aguas
residuales domeésticas), efluentes pesqueros, y otros tipos de efluentes de diferentes
industrias (Jacobo, 2018). Cabe sefialar que, actualmente existen diversas tecnologias
disefiadas para su tratamiento, independientemente de las caracteristicas del efluente
(Angulo, 2024; Ballarte, 2024); sin embargo, en muchos casos suelen ser tecnologias de
costos elevados, lo cual representa una desventaja sobre todo para aquellas industrias de

pequefia escala.

Un problema que se presenta en la provincia de Moro, Ancash, son los efluentes de las
empresas Vvinicolas, conocidos como vinaza. La vinaza es el producto que se genera
después de la fermentacion de las uvas. Este efluente se convierte en un subproducto de
desecho que contamina el medio ambiente; sin embargo, presenta sustancias organicas e
inorganicas que pueden tener un valor econdmico al ser aprovechados en otros procesos
industriales (Hidalgo et al., 2009).

Considerando los aspectos fisico-quimicos de la vinaza (nutrientes y pH) se considera
como un efluente liquido altamente contaminante, Con una gran carga organica y un gran

volumen de generacion (de 15 a 18 veces mayor que el alcohol producido), su
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degradacion es muy dificil y representa un problema grave. Por lo tanto, es necesario un

tratamiento y disposicién final adecuados (Ibarra-Camacho & Leon-Duharte, 2018).

Su pH es uno de los inconvenientes mas importantes para el tratamiento de la vinaza
(alrededor de 3 unidades) (Alzate, 2015). Algunas alternativas como su neutralizacién se
han propuesto para darle un mejor tratamiento; asimismo, se ha propuesto el tratamiento
anaerdébico como una alternativa viable dado los altos niveles de DBO que presentan
(Bermudez et al., 2000). Para el caso de un tratamiento bioldgico, es necesario seleccionar
un microorganismo que pueda adaptarse a las condiciones de la vinaza para poder

transformar dichos contaminantes en biomasa aprovechable.

Algunos trabajos han demostrado que es posible usar la vinaza como un medio de cultivo
y en otras aplicaciones de interés biotecnoldgico. Experimentalmente, se han generado
cultivos de Candida utilis para la produccién de proteina, obteniéndose hasta 37% cuando
se cultiva con vinaza (Diaz et al., 2003). En cuanto al uso de la vinaza como compostaje
para suelos, se ha demostrado que mejora las propiedades fisicoquimicas y biolégicas del
suelo gracias a su aportacion de nutrientes (Quiroz Guerrero & Pérez Vazquez, 2013).
Rendédn et al. (2014), han reportado su utilidad para el proceso de ensilaje, en donde se
requieren bacterias que prosperan en pH acido, por lo que la vinaza resulta en un medio
apropiado para este procedimiento. También, Gonzélez et al. (2018), se han realizado
experimentos con vinaza para su uso en fertirriegos de diferentes cultivos, como de
Glycine max, conocida cominmente como soya. Estas experiencias permiten ampliar el

uso de la vinaza hacia nuevos procesos bioldgicos y tecnoldgicos.

Por otro lado, las microalgas han sido propuestas como organismos altamente eficaces
para la remocién de nutrientes de aguas contaminadas (Hernandez-Reyes et al., 2012).
Algunas especies de microalgas son de gran interés comercial debido a que producen
biomoléculas como antioxidantes, pigmentos y lipidos (Cardenas-Gutierrez et al., 2021).
Ademas, presentan la ventaja de ser organismos que se adaptan facilmente a diferentes
condiciones de cultivo, incluyendo entornos &cidos o con elevada carga organica (Lazarte
Chicata, 2021). Estos antecedes justifican la hipotesis de utilizar a las microalgas en el

tratamiento de la vinaza.
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La siguiente pregunta de investigacion es: ¢De qué manera influira el contenido y el
desarrollo de los lipidos totales de S. acutus en condiciones de laboratorio el subproducto

liquido de la fermentacion del vino (vinaza)?
Hipotesis
Si empleamos concentraciones de 20, 30 y 10 mL/L del subproducto liquido de la

fermentacion del vino (vinaza) en el cultivo de S. acutus, se obtendra un aumento en la

poblacién y en el contenido de lipidos totales con la concentraciéon de 20 mL/L.

Objetivos

Objetivo general

e Evaluar, en condiciones de laboratorio, el efecto del subproducto liquido de la

fermentacion del vino en el crecimiento y el contenido de lipidos totales de S. acutus.
Objetivos especificos

e Caracterizacion del efecto del subproducto liquido de la fermentacion del vino sobre
el crecimiento poblacional de S. acutus, bajo condiciones de laboratorio.

e Determinar el efecto del subproducto liquido de la fermentacién del vino sobre el

contenido de lipidos totales de S. acutus, bajo condiciones de laboratorio.

e Determinar el efecto del subproducto liquido de la fermentacion del vino sobre los
pardmetros del cultivo de S. acutus: Ph 'y Temperatura (°c), bajo condiciones de
laboratorio.

17



Il. MARCO REFERENCIAL

Las microalgas son un grupo de microorganismos fotosintéticos, unicelulares, que viven
en ambientes acuaticos salinos, dulceacuicolas e incluso en suelos himedos. Se forman
en cadenas, colonias o cenobios (Abalde et al., 1995). En los ecosistemas acuaticos son
responsables de la produccion primaria y realizan el 50% de la fotosintesis total del
planeta (Sendra & Moreno-Garrido, 2019).

Para la alimentacion humanay animal, estos microorganismos se han utilizado desde hace
mucho tiempo; sin embargo, en los ultimos afios se han cultivado para el tratamiento de
aguas residuales, la produccion de vitaminas y proteinas, asi como para la creacién de
suplementos nutritivos (Venkataraman, 2017), aproximadamente 300 especies de
microalgas, entre diatomeas y clorofitas, tienen un gran potencial para ser empleadas
como alternativas de alimentacion (Sheehan et al., 1998).

Cuatro especies de microalgas, Dunaliella, Arthrospira, Haematococcus y Chlorella,
producen las 10,000 TM anuales, y son las que méas producen en el mundo (Hors, 2009).
Es importante destacar que se han creado nuevas técnicas para la producciéon de
microalgas en los ultimos afios, principalmente para la creacion de biocombustibles,
suplementos nutritivos, farmacos, cosméticos y biorremediacidn de aguas contaminadas;
las microalgas se han utilizado en una variedad de campos tecnol6gicos, incluyendo el
cultivo masivo o continuo, libres o inmovilizadas, vivas o procesadas, y algunas de ellas

se explotan comercialmente (Luna, 2007).

La familia Scenedesmaceae incluye el género Scenedesmus, una alga verde filamentosa
que forma colonias de células alargadas, que suelen estar dispuestas en filas de cuatro u
ocho, aunque pueden ser mas numerosas. Tiene una gran habilidad para extraer materiales
organicos de las aguas residuales (Vargas Paz, 2020). La microalga S. acutus (Meyen,
1829) es una alga colonial de la familia Scenedesmaceae que se encuentra en todo el
mundo. Tiene 2, 4 u 8 cenobios y es planctonica en estanques y lagos de agua dulce (Rai,
2013).

Requiere un medio de cultivo adecuado con sales minerales de alto grado de pureza con
cantidades significativas de hierro, fosforo, potasio y nitrégeno, entre otras sustancias, a
nivel de laboratorio (Paniagua et al., 1986), destacando el medio f/2 de Guillard (1975),

muy eficiente para el cultivo de un gran nimero de microalgas (Torrentera,1989); el alto
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costo que implica el uso de reactivos quimicos de grado analitico de pureza impide que
este método de cultivo se emplee en la produccion de microalgas a gran escala (Martinez,
2003).

Por otro lado, se pueden crear medios de cultivo a partir de subproductos agricolas, como
extractos organicos, biodigeridos y melazas. Los subproductos producidos por las
industrias también pueden utilizarse para crear otros medios (azucareras, avicolas,
pesqueras 0 acuicolas) generan (Hern&ndez et al., 2003). Debido a que son féciles de
obtener, el uso de estos medios para el cultivo de microalgas reduce significativamente
los costos de produccion. Como resultado, se utilizan con frecuencia medios de cultivo
alternativos hechos con desechos pesqueros (Fernadndez & Paredes, 2007), mariculturales
(Merino & Encomendero, 2012) y sedimentos (Thain, 1992), para evitar la presencia de
microorganismos patdgenos, se ha realizado un tratamiento térmico o quimico previo. La
capacidad de las algas para aprovechar los nutrientes organicos e inorganicos permite el
éxito de estos medios de cultivo, debido a sus rasgos de plasticidad ecoldgica, se adaptan
facilmente a estas circunstancias (Fernandez & Paredes, 2006).

El uso de medios de cultivo econémicos es esencial para la produccion masiva de
microalgas, ya que se han desarrollado desde las formulas para enriquecer el agua dulce
o de mar hasta los medios artificiales que brindan resultados estandarizados y constantes

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

El residuo que surge del proceso de elaboracion de los vinos es la vinaza. Se calcula que
se producen alrededor de 15 litros de vinaza por cada litro obtenido. El residuo es un
contaminante del agua porque tiene la capacidad de alterar el pH natural de los cuerpos
de aguas receptores y contiene material organico, asi como otros nutrientes como
nitrégeno, calcio, potasio y fosforo (Alzate, 2015), estos son factores que contribuyen a
la eutrofizacion de los ambientes acuéaticos. Debido a la influencia de las materias primas
que se emplean en los procesos, los compuestos que se emplean en la vinaza son muy
diversos (Cordova Rubin, 2018).

Por otro lado, los lipidos DHA y EPA, que se obtienen actualmente principalmente del
aceite de pescado, son posibles fuentes de microalgas (Manikandan et al., 2021). El estrés
fisiolégico puede provocar que las microalgas produzcan lipidos. En condiciones de

ausencia de nitrdgeno, las microalgas pueden alcanzar un 30.77% de lipidos, segun
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algunos informes (Shao et al., 2017). Para una absorcion mas efectiva del nitrégeno, las
microalgas suelen experimentar cambios estructurales en estas circunstancias. Se ha
afirmado que la salinidad y la intensidad de la luz pueden influir en la produccion de
lipidos, a pesar de que el N influye principalmente en la produccion de lipidos (Tan et al.,
2019). Segun otras investigaciones, la formacion de pirenoides, la maquinaria de fijacion
de CO2, disminuye cuando no hay fosforo en el medio (menos de 2 ppm), lo que aumenta

la acumulacién de lipidos (Yang & Abbaspour, 2007).

En cuanto a la fotosintesis, el crecimiento y la composicion bioquimica de las microalgas,
el pH es un componente esencial. Las microalgas pueden mantener en equilibrio sus
procesos metabdlicos gracias a un pH ideal, lo que facilita la absorcién de nutrientes y la
produccién de biomasa (Yu et al., 2022). No obstante, las variaciones significativas en el
pH pueden tener un impacto negativo en la dinamica del cultivo, alterando la eficacia de
la fotosintesis y generando estrés fisiologico (Calvo et al., 2023). Se toma en cuenta la
habilidad de algunas especies para tolerar o incluso prosperar en condiciones subdptimas

al cultivar microalgas con un efluente con un pH acido (Abiusi et al., 2022).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental

Para comparar el crecimiento poblacional y el contenido de lipidos totales de S. acutus,
utilizamos un disefio experimental de estimulo creciente. Tres tratamientos experimentales
con diferentes concentraciones del subproducto liquido de la fermentacion del vino (vinaza)
y un tratamiento control (Tabla 1). Todos los tratamientos se trabajaron por triplicado para
obtener promedios. Las concentraciones de vinaza evaluadas fueron: 10, 20 y 30 mL/L;
cuyas concentraciones fueron establecidas mediante pre-ensayos experimentales en el

laboratorio (Anexo 1).

Tabla 1. Disefio experimental de la investigacion. expresado con diferentes

Tratamientos Tratamiento experimental
TC Cultivos de S. acutus con medio HM
T1 Cultivos S. acutus con 10 mL/L del vino.
T2 Cultivos S. acutus con 20 mL/L del vino.
T3 Cultivos S. acutus con 30 mL/L del vino.

Tabla 2. Operalizacion de las variables del estudio.

] Definicion operacional
Variable P

. . Definicion conceptual
independiente P

Dimension Indicador
Concentracion Cpnc_entracmnes de eflugpte mL/L mL/L
. liquido de la fermentacion .
de la vinaza . concentracion ml/L.
del vino.
Varla_ble Definicién conceptual Dimensiones Indicadores
dependiente
Crecimiento Se expresa como el cambio Numero de células/MI
) de la poblacién en un celulas.
poblacional . . ) G/L.
determinado tiempo Biomasa
Esta determinada por la
Contenido de concentracion de lipidos Contenido de
. . o mg/L 0 %
lipidos totales de la biomasa lipidos

microalgal
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2.2 Procedencia y mantenimiento de la cepa

La microalga S. acutus se extrajo del cepario del Laboratorio de Cultivo de Especies
Auxiliares de la EAP de Biologia en Acuicultura de la Universidad Nacional del Santa
(Nuevo Chimbote, Pert). Una muestra para el escalamiento se tomd de esta cepa que se
mantuvo en cultivos puros en placas de agar (2%). Los cultivos en liquido se realizaron
en matraces de 250 mL y posteriormente en fotobiorreactores de 1 L de volumen total. El
escalamiento se Ilevo a cabo hasta conseguir un volumen de 2 Litros que se utiliz para
inocular las unidades experimentales. Las unidades de cultivo (fotobiorreactores) fueron
agitadas continuamente durante el escalamiento en medio liquido por aireacién
proporcionada por un blower de 1 HP. Un fluorescente de 40 watts emitio
aproximadamente 1500 Lux durante el fotoperiodo de 24:0. Para mantener la cepa y en
los escalamientos, se empled el medio HM (Heussler-Merino) como medio de cultivo

control.

Tabla 3. Composicion quimica del medio de cultivo HM.

Nutriente Concentracién (g/L)
Urea (CH4N20) 206
Cloruro de potasio (KCI) 19
Acido fosforico (H3POq) 30
Hierro (Fe)* 2.5

Nota: la dosis para fertilizar los cultivos microalgales es de 1 mL/L de cada componente. * 2.5 g de clavos
de hierro diluidos en 250 mL de HCI comercial.

2.3 Obtencion del medio de cultivo experimental

El efluente liquido resultante de la fermentacion del vino, o vinaza, fue obtenido de los
vifiedos de la provincia de Moro (Ancash, Per(), transportada al laboratorio en unas
botellas plasticas de 3 L, cerradas herméticamente. Para el analisis quimico, se tomé una
muestra de 500 mL en el laboratorio; el volumen restante se almaceno en refrigeracion a

4°C hasta que se pueda usar como medio de cultivo directamente.

2.4 Caracterizacion quimica de la vinaza

Para descubrir 31 elementos quimicos cruciales para el cultivo de microalgas, la vinaza

se sometio a un andlisis de espectrofotometria de plasma acoplada (ICP) (Anexo 3).
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Se llevé a cabo una evaluacion del contenido total de nitrégeno. Los laboratorios
acreditados de la empresa COLECBI SAC fueron utilizados para llevar a cabo estos

andlisis.

Figura 1. Muestra de vinaza utilizada para los analisis y cultivos experimentales.

2.5 Acondicionamiento de los cultivos experimentales

Los fotobiorreactores plasticos modificados, con un volumen total de 3 L, fueron los
componentes experimentales. Con el propdsito de obtener suficientes muestras para los
conteos y analisis quimicos, se realizaron los cultivos en volimenes de 2 L. Los cultivos
fueron inoculados con las microalgas (cultivo en fase exponencial) en una proporcion de
2:10 v/v, y la densidad celular inicial (dia 0) se estimé mediante técnicas de microscopia
simple, tal como se detallé anteriormente. También se proporciond agitacién a las
unidades a través de un sistema de ventilacion que se obtuvo con un blower de 1 HP, con
un ratio de 1.5 L/min, que se ajustdé con un flujometro. Los cultivos se mantuvieron
iluminados de manera constante (24:0 fotoperiodo) con un fluorescente de 40 watts que
emitia aproximadamente 1500 Lux. Los cultivos de control fueron dosificados con medio
HM (Tabla 5). Por otro lado, los cultivos experimentales fueron dosificados con vinaza,
segun los detalles del disefio experimental (Tabla 1). Los cultivos se cubrieron con

algodon para evitar la contaminacion externa.
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2.6 Determinacion del crecimiento poblacional

Se realizaron conteos microscépicos diarios para determinar el crecimiento poblacional
(numero de células de S. acutus) de todos los tratamientos. Para ello, se empled técnicas
de microscopia optica con ayuda de una camara Neubauer. Para este procedimiento, se
tomaron alicuotas de cada tratamiento con ayuda de una pipeta pasteur y se fijaron en la
camara Neubauer para su conteo con un objetivo de 40x, debido el pequefio tamafio de la
microalga. Posteriormente, aplicamos la siguiente formula con la finalidad de calcular la

densidad celular expresada en células/mL (cel/mL):
Densidad celular (cel/mL) =P x 10*/D

Donde: P es el nimero promedio de células de los campos contados, D es la dilucién 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 emplearon las siguientes formulas:
_In(Nf — N)
(Tf — Ti)

D - In(2)
i

Donde: Nf y Ni representa el nimero de células final e inicial, respectivamente, Tf y Ti

representan el tiempo final e inicial del nimero de células, respectivamente.
2.7 Determinacion de la biomasa

La biomasa de los cultivos se determiné por el método gravimétrico con papel Whatman
N°42, filtrando una muestra de 100 mL del cultivo en el Gltimo dia del experimento. Para

la estimacion del peso se emplea la siguiente formula:
Biomasa (g/L) = P2 -P1

Donde: P2 representa el peso del papel con la biomasa y el P1 el peso del papel.
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2.8 Determinacion de lipidos

La determinacion de lipidos se realizo el ultimo dia de cultivo (fase exponencial). El
contenido total de lipidos se determind mediante el método de extraccion con cloroformo.
Para ello, se tomd una muestra de 15 mL, en tubos de ensayo previamente pesados, de
cada cultivo, para centrifugar a 4000 g durante 10 min. Despues, se elimin0 la fase liquida
para obtener el pellet (biomasa). El pellet se seco en un horno a 55 °C durante toda la
noche. Posteriormente, las muestras se pesaron para determinar la biomasa microalgal
por diferencia de peso. Luego, se afiadio 3 mL de solucién de extraccién (cloroformo y
metanol; 2:1 v/v) y se agitd vigorosamente, para luego dejar reposar por 5 horas en la
refrigeradora a 4°C. La mezcla se centrifugd nuevamente y se eliminé el sobrenadante,
para luego ser lavada con agua destilada y centrifugada nuevamente. Este ultimo
procedimiento se realizd para eliminar los lipidos del extracto y determinar el contenido

de lipidos (%) por diferencia de pesos entre la biomasa antes y después de la extraccion.

2.9 Evaluacion del pH y la temperatura

Para evaluar la dinamica del crecimiento de las microalgas, se registraron la temperatura
y el pH de los cultivos cada dia. Un equipo multiparametro de la marca Hanna con
sensibilidad de £0.01 se utilizd para registrar ambos. Después, se dibujaron las curvas

correspondientes a estos datos.

2.9 Andlisis estadistico

Se llevé a cabo un analisis de varianza de una via (ANOVA) con el fin de determinar las
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos experimentales y los
controles; se utilizé la post prueba Tukey con un nivel de significancia del 95%. Para
lograr esto, empleamos el programa SPSS v20.
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IV. RESULTADOS

4.1 Descripcién quimica de la vinaza

En el analisis quimico de la vinaza (Tabla 4), se determinaron 32 elementos (expresados
en mg/L). Este analisis revel0 variaciones significativas en las concentraciones de
metales. Los niveles mas bajos detectados correspondieron al Arsénico (As) y al Berilio
(Be), con valores menores a 0.005 mg/L y 0.0002 mg/L respectivamente, lo cual es
positivo dada su toxicidad potencial. Contrariamente, el Calcio (Ca) y el Potasio (K)
presentaron las concentraciones mas elevadas, con 148.00 mg/L y 596.2 mg/L
respectivamente, de importancia por su papel como nutrientes esenciales en procesos

bioldgicos.

Tabla 4. Concentraciones de metales en la vinaza empleada como medio de cultivo.

Concentraciénen la Concentracién en

Metal vinaza (mg/L) Metal la vinaza (mg/L)
Ag 0.006 Mg 43.59
Al 7.43 Mn 0.6576
As <0.005 Mo 0.012
B 0.019 Na 65.69
Ba 0.110 Ni 0.0185

Be <0.0002 P >25

Ca 148.00 Pb 0.080
Cd <0.0001 Sh 0.009
Ce <0.009 Se 0.006
Co 0.0058 SiO2 63.99
Cr 0.0184 Sn 0.067
Cu >20 Sr 1.0089
Fe 12.320 Ti 0.404
Hg <0.001 Tl <0.002
K 596.2 VvV 0.038
Li 0.021 Zn 0.570

Por otro lado, el Cobre (Cu) destacé por su alta concentracion, superando los 20 mg/L,
que se destaca por su conocida toxicidad. Asimismo, el Sodio (Na) y el Magnesio (Mg)
estuvieron presentes en concentraciones significativas de 65.69 mg/L y 43.59 mg/L,
respectivamente, siendo esenciales para los procesos metabolicos de las microalgas.
Asimismo, el Hierro (Fe), con un valor de 12.320 mg/L, mientras que el Fosforo (P), con
mas de 25 mg/L; superiores al HM (Tabla 3).
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4.2 Crecimiento poblacional

El presente estudio investigod el efecto de diferentes concentraciones de vinaza sobre la
densidad poblacional de S. acutus, utilizando un cultivo control (TC) con medio HM y
tres tratamientos experimentales con 10 mL/L (T1), 20 mL/L (T2) y 30 mL/L (T3) de
vinaza. A lo largo de 7 dias, se monitoreo la densidad poblacional de los cultivos por
medio de conteos al microscopio. Se observé que todos los tratamientos mostraron un
aumento en la densidad poblacional con el tiempo, indicativo de un buen crecimiento
(Figura 2). Sin embargo, se identificaron diferencias entre los tratamientos a causa de las
diferentes dosis de vinaza, lo que termin6 modificando la dinamica del crecimiento de S.

acutus en este experimento.

El cultivo control (TC) mostro un incremento sostenido a lo largo del estudio, alcanzando
la maxima densidad poblacional de aproximadamente 1488.33 +57.95 x 10 células/mL
al séptimo dia. Este crecimiento indica la buena adaptabilidad de esta especie al medio
HM. Por su parte, el tratamiento T1 (10 mL/L de vinaza) presentd un perfil de
crecimiento similar al control durante los primeros dias; sin embargo, su densidad
maxima fue significativamente inferior, con un maximo de 808.33 +24.66 x 10°
células/mL al séptimo dia. Esto podria interpretarse como un efecto limitante de la vinaza

en bajas concentraciones.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de los cultivos de S. acutus.

Por otro lado, el tratamiento T2 (20 mL/L de vinaza) exhibié un crecimiento mas

acelerado, que superd al tratamiento control desde el cuarto dia, superando al control y al
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T1, con una densidad maxima de 1593.33 +65.26 x10* células/mL. Esto sugiere un efecto
promotor mas significativo de la vinaza en la concentracion de 20 mL/L; mientras que, el
tratamiento T3 (20 mL/L de vinaza) mostré el mayor crecimiento, con una marcada
aceleracion a partir del tercer dia y alcanzando la densidad poblacional més alta de todos
los tratamientos, con 1793.33 +36.86 x 10* células/mL. Estos resultados enfatizan el
potencial de la vinaza, especialmente a 30 mL/L, para maximizar la densidad poblacional

de S. acutus; sin embargo es necesario evaluar mayores concentraciones.

Flgura 3, Cremmlento de los cultlvos experlmentales de S acutus A) Cultlvos de S.
acutus al inicio del experimento. B) Cultivos de S. acutus con vinaza en el dia 4. C)
Cultivos experimentales en el dia 7.

La Figura 4 ilustra visualmente el progreso del crecimiento de los cultivos experimentales
de S. acutus a lo largo de un periodo de 7 dias, correspondiente a los tratamientos descritos
previamente (TC, T1, T2, T3). Cada panel representa un momento distinto en la linea de
tiempo del experimento: 3A) muestra los cultivos al inicio del experimento (dia 0), 3B)
exhibe los cultivos en el dia 4, y 3C) muestra los cultivos al final del periodo de

observacion (dia 7).

En la Figura 3A, se puede observar una homogeneidad en la coloracién y turbidez entre
los cultivos controles y experimentales, que aumenta ligeramente con la dosis. Esto indica
que al inicio del experimento no hay diferencias notables atribuibles a la vinaza. De esta
forma se establece una linea base uniforme para comparar los efectos posteriores de los

tratamientos.
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En la Figura 3B, se observan cambios en la densidad de color de los cultivos después de
4 dias de cultivo con vinaza (T1, T2 y T3). Es notable que los cultivos T2 y T3, que
contienen concentraciones mas altas de vinaza (20 y 30 mL/L respectivamente), muestran
una coloracion mas intensa comparada con el control y T1, lo cual podria correlacionarse

con un aumento en la densidad celular, como se reflejaba en la Figura 2.

Finalmente, la Figura 3C muestra el claro efecto de la vinaza en la densidad de los cultivos
al dia 7. Los cultivos T3, con la mayor concentracién de vinaza (30 mL/L), presentan la
coloracién més oscura, sugiriendo la mayor densidad poblacional, lo cual concuerda con
los datos de la Figura 2, que también indica el maximo crecimiento para este tratamiento.
Los cultivos T1 y T2 también muestran un aumento en la densidad, pero en una menor
medida en comparacion con T3. El tratamiento control mantiene una menor intensidad de

color, correspondiendo al crecimiento observable a lo largo de la experiencia.

Tabla 5. Andlisis estadistico del crecimiento poblacional de los cultivos de S. acutus con
vinaza.

Densidad celular (x 10* células / mL)

Dias TC T1 T2 T3
0 mL/L 10 mL/L 20 mL/L 30 mL/L

0 40.00 +0.0? 40.00 £0.0 40.00 0.0 40.00 +0.02

1 94.33 +7.09° 93.33 +12.58° 115.00 #£20.00°  148.33 +16.07°
2 276.67 +7.64° 210.00 £30.41°  231.67 £32.53°  373.33 +24.66"
3 465.00 £39.69  241.67 £30.55°  438.33+40.72°  515.00 +22.91¢
4 815.00 £18.03*  370.00 £21.79>  813.33 +37.53% 956.67 +5.77°
5  1093.33+35.12°  561.67 +#47.26°  1385.00 £170.22°  1373.33 +30.55°
6 1301.67 +67.88°  661.67 +28.43>  1521.67 +81.29°  1671.67 +20.21¢
7 148833 4#57.95°  808.33 +#24.66°  1593.33 £65.26°  1793.33 +36.86"

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

Ademas, el analisis estadistico del crecimiento poblacional de S. acutus revel6 tendencias
significativas en la respuesta de los cultivos a las diferentes concentraciones de vinaza
(Tabla 5). Al inicio del experimento (dia 0), todos los tratamientos, incluido el control
(TC), iniciaron con una densidad poblacional igual de 40.00 +0.0 células/mL. A partir del
primer dia, se observo un incremento en todos los tratamientos; sin embargo, el T3 (30

mL/L de vinaza) empezd a mostrar un crecimiento significativamente mayor (148.33
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+16.07 x 10* células/mL) en comparacion con los otros tratamientos. En el dia 2, el
tratamiento T3 continu6 liderando con una densidad significativamente mas alta (373.33
+24.66 x 10* células/mL), mientras que T1 y T2 mostraron densidades menores (210.00
+30.41 y 231.67 +32.53 x 10* células/mL, respectivamente). Por su parte, el control

contindo incrementando de forma mas modesta.

En el dia 3 se evidencia un notable crecimiento exponencial de S. acutus para el T2
(438.33 +£40.72 células/mL) y T3 (515.00 £22.91 células/mL), indicando un efecto claro
de la vinaza en la dindmica del crecimiento. Interesantemente, el T1 mostré un
crecimiento menor (241.67 £30.55 células/mL), lo cual puede atribuirse a las deficiencias

de nutrientes.

A partir del dia 4, T2 y T3 alcanzaron densidades comparables (813.33 £37.53 y 956.67
+5.77 células/mL respectivamente), no observandose diferencia significativa entre ellos
(p<0.05), pero si con respecto al control y T1. Esto puede indicar un umbral en la
concentracion de vinaza a partir del cual no se observan aumentos significativos en la
densidad poblacional. Luego, en los dias 5y 6, T2 y T3 mantuvieron densidades
poblacionales significativamente mas altas que el control y T1, con T3 alcanzando la
mayor densidad (1671.67 +20.21 células/mL en dia 6).

Finalmente, en el dia 7, el tratamiento T3 obtuvo la mayor densidad poblacional con
1793.33 +£36.86 células/mL, seguido de cerca por T2 con 1593.33 £65.26 células/mL,
mientras que T1 y el control alcanzaron 808.33 +24.66 y 1488.33 +57.95 células/mL
respectivamente. Las diferencias significativas entre los tratamientos (indicadas por
distintas letras) a lo largo del experimento confirmaron el efecto positivo y dosis-

dependiente de la vinaza en el crecimiento de S. acutus.

4.3 Biomasa y lipidos

Los resultados del andlisis estadistico de las distintas concentraciones de vinaza en la
biomasa y el contenido de lipidos de S. acutus. Los datos indican que la vinaza no solo
afecta la densidad poblacional, como se mostro en estudios previos, sino también la

biomasa total y el perfil lipidico de los cultivos (Tabla 6).

En términos de biomasa (g/L), el cultivo control (TC) sin adicion de vinaza tuvo una
biomasa promedio de 0.74 g/L. Al compararlo con los tratamientos experimentales, se

observa una disminucion significativa en la biomasa para el tratamiento T1 (0.51 g/L).
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Sin embargo, al aumentar la concentracion de vinaza a 20 mL/L (T2), se not6 un ligero
incremento en la biomasa (0.75 g/L) en comparacion al control. Asimismo, el tratamiento
T3, con la concentracion més alta de vinaza (30 mL/L), superd a todos los tratamientos,
alcanzando la mayor biomasa (0.81 g/L).

Tabla 6. Biomasa (g/L) y contenido de lipidos (%) de los cultivos de S. acutus con vinaza.

Tratamientos

Parédmetro TC T1 T2 T3
0 mL/L 10 mL/L 20 mL/L 30 mL/L
Biomasa (g/L) 0.74 £0.05% 0.51 +0.04° 0.75 £0.022 0.81 £0.02°
Lipidos (%) 14.27+0.75%  22.87+152° 14.63+1.82*% 10.73 £0.21°

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

Con respecto al contenido de lipidos, el control mostré un contenido promedio de 14.27%
de lipidos, mientras que el tratamiento T1 evidencié un aumento significativo hasta el
22.87%, el valor mas alto entre todos los tratamientos; el cual esté relacionado con el
menor contenido de nitrégeno. Este notable incremento podria estar relacionado con un
estrés metabolico inducido por la vinaza, que promueve la acumulacién de lipidos en las
células de S. acutus. Los tratamientos T2 y T3 mostraron porcentajes de lipidos de 14.63%
y 10.73%, respectivamente, evidenciando la relacion inversa del crecimiento y el
contenido de lipidos. Estos hallazgos sugieren que la vinaza tiene un impacto sobre la
biomasa y el contenido de lipidos de S. acutus, que es dependiente de la concentracion,
asociado a los nutrientes que este contiene; de tal forma de que si se disminuye la
concentracion aumentan los lipidos. Mientras que la biomasa parece incrementarse con

la concentracion de vinaza.

4.4 Temperaturay pH

La Figura 5 muestra las variaciones de temperatura (°C) para cada tratamiento (TC, T1,
T2, T3) en los 7 dias de cultivo. Las temperaturas se mantuvieron constantes durante el
periodo de estudio, lo que indica que la temperatura no tuvo una incidencia significativa
en el crecimiento poblacional de S. acutus. Los valores de temperatura oscilaron entre
valores de 25.4 °C y 25.8 °C. Esto sugiere que se mantuvieron condiciones ambientales
estables y que cualquier variacion en el crecimiento poblacional y en la produccion de
biomasa y lipidos es atribuible a las concertaciones de vinaza y no a diferencias en la

temperatura.
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Figura 4. Variacion de la temperatura de los cultivos de S. acutus.

La Figura 6 muestra las variaciones diarias de pH. Se observa que el tratamiento control
(TC) comenz6 con un pH de 6.66 unidades y experimentd un aumento constante hasta
alcanzar un pH de 8.9 unidades. Los tratamientos con vinaza (T1, T2, T3), que tienen
mayor acidez, muestran una tendencia similar, incrementando el pH a lo largo de los dias,

pero con valores iniciales y finales mas bajos en comparacion con el control.

@75
kS —e—TC

2 7
El T1
563 T2
6 T3

5.5

5

0 1 2 3 4 5 6 7

Figura 5 Variacion del pH de los cultivos de S. acutus.

El tratamiento T3, con la concentracion mas alta de vinaza (30 mL/L), comenz6 con el
pH mas bajo de 5.46 unidades, lo cual es consistente con una mayor acidez inicial debido

a la mayor concentracion de vinaza. Sin embargo, al final del periodo de estudio, el pH
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de T3 aumentd a 8.2 unidades, lo que indica una moderacion de la acidez a lo largo del
tiempo, posiblemente debido a la adaptacion metabdlica de S. acutus y la degradacién o
dilucion de componentes &cidos. Por su parte, los tratamientos T1 y T2, con
concentraciones intermedias de vinaza, comenzaron con valores de pH de 6.5y 5.8
unidades, respectivamente, y alcanzaron valores de 8.8 y 8.6 unidades al final del

experimento.

Estos resultados sugieren que S. acutus es capaz de resistir y posiblemente neutralizar la
acidez de la vinaza, ajustando potencialmente el pH del medio a un rango mas favorable
para su crecimiento. Esta capacidad de modulacion del pH puede ser una consideracion
importante para aplicaciones industriales donde se utiliza la vinaza, ya que indica la

robustez de S. acutus y su potencial uso en bioprocesos que involucran sustratos acidos.
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V. DISCUSION

La presente investigacion considero en primer lugar evaluar la composicion quimica del
medio alternativo (vinaza) para determinar su posible uso en la produccion de biomasa
microalgal. El analisis revel6 bajos niveles de metales pesados, como Arsénico (As) y
Berilio (Be), lo cual es favorable, dado que las altas concentraciones de metales pesados
suelen ser tdxicas para las microalgas, inhibiendo el crecimiento o incluso causando la
muerte celular (Gerardo et al., 2024; Benitez-Fernandez et al., 2023). La presencia de
estos elementos en niveles inferiores a los limites de toxicidad sugiere que la vinaza es

segura para el cultivo de microalgas a gran escala.

Por otro lado, la presencia de altas concentraciones de Calcio (Ca) y Potasio (K) es
beneficiosa, ya que estos cationes cumplen funciones esenciales como cofactores en
diversas rutas metabdlicas y en el mantenimiento de la homeostasis celular (Aguinaga y
Calderdn, 2023; Farkha, 2023). Su abundancia puede facilitar un crecimiento robusto de
las microalgas, lo que es un aspecto positivo para la produccion a gran escala. De Paepe
et al. (2023), reporta un requerimiento de calcio de 12.2 mg/L para las microalgas;
mientras que, Islami y Assareh (2020), reportan un requerimiento de 100 mg/L de potasio
para el cultivo de microalgas. Utilizando la vinaza como medio alternativo, nuestro
estudio ha determinado que se suministran estos nutrientes por encima de los minimos

requeridos.

Similarmente, la presencia significativa de Sodio (Na) y Magnesio (Mg) puede ser
ventajosa, ya que ambos elementos son fundamentales para la fotosintesis y otros
procesos metabdlicos (Fan et al., 2023). ElI Hierro (Fe), que se encontrd en
concentraciones de 12.32 mg/L, es esencial para la sintesis de clorofila y el Fosforo (P)
es un componente critico de las moléculas de ATP y de los &cidos nucleicos (Dalmonte
et al., 2023). Para el crecimiento de las microalgas, los nutrientes mas importantes que se
cuantificaron son el potasio (K) a 596.2 mg/L, fosforo (P) a >25 mg/L, y magnesio (Mg)
a 43.59 mg/L, ya que son esenciales para procesos metabolicos y estructurales (Ermis et
al., 2020). La presencia de estos nutrientes en concentraciones adecuadas favorece la
proliferacion y productividad de las microalgas. La adecuada concentracion de estos
nutrientes indica que la vinaza proporciona un medio de cultivo nutricionalmente rico,
con la ventaja de aumentar la produccion de biomasa en S. acutus, como se ha

corroborado en este trabajo.
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Por otro lado, la concentracion elevada de Cobre (Cu), a pesar de su papel critico en
numerosas enzimas como las oxidasas, puede ser motivo de preocupacion debido a su
toxicidad en niveles altos. La cuantificacion del cobre en el medio fue de 20 mg/L, que
resula en una concentracion fianl de 0.4 mg/L en el tratamiento de 30 mL/L de vinaza
(mayor concentracién). Esta concentracion esta por debajo del umbral de toxicidad de 0.5
mg/L para muchas especies de microalgas (Budi et al., 2020), indicando que no deberia
ser toxica y podria ser adecuada para el crecimiento algal. Es crucial evaluar la tolerancia
de S. acutus al cobre y determinar si se requiere un tratamiento previo de la vinaza para
ajustar su concentracion; ademas de la fuente de este en la vinaza, ya que su vertimiento
al medio ambiente representa un peligro. Es importante considerar que los metales pueden
bioacumularse (Chakravorty et al., 2023), por lo cual, también es necesario monitorear
su concentracién. Ademas, se requiere determinar los niveles de dicho metal en la

biomasa para su posterior uso.

Un aspecto fundamental en los cultivos algales es la optimizacion del medio para
favorecer el crecimiento y la produccién de metabolitos valiosos de las microalgas,
mientras se minimizan los efectos negativos de los componentes toxicos (Maltsev et al.,
2023). Esto puede significar implementar un tratamiento de la vinaza para ajustar la

concentracion de elementos especificos antes de su uso en cultivos a gran escala.

La marcada diferencia en el crecimiento entre los tratamientos con vinaza y el control
sugiere ademas que la vinaza suministra nutrientes esenciales que pueden no estar
presentes en el medio HM o que estan en concentraciones subdptimas, pudiendo ser
algunos componentes organicos que adicionan una fuente de carbono a los cultivos. El
Calcio (Ca), por ejemplo, que no se encuentra en el HM, cuantificado en altas
concentraciones en la vinaza, es un nutriente critico para el crecimiento celular y podria

haber contribuido al aumento sustancial en la densidad poblacional observado en T3.

La evaluacion del crecimiento poblacional de S. acutus con distintas concentraciones de
vinaza revela una relacion importante de la concentracién de la vinaza, corroborada por
los andlisis estadisticos (Tabla 5). A medida que se introdujo la vinaza, se observo un
incremento diferencial en la densidad celular, con T3 (30 mL/L) presentando una
respuesta significativamente mas robusta desde el primer dia, lo que puede atribuirse a la
mayor disponibilidad de nutrientes esenciales como calcio y potasio en esta concentracién
de vinaza (Tabla 4).
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El notable crecimiento exponencial en T3, que persistio a lo largo del estudio, también
podria estar relacionado con la capacidad de S. acutus para no solo tolerar, sino también
para metabolizar eficientemente los componentes de la vinaza, incluyendo aquellos con
potencial toxico como el cobre (en concentracion mayor a 20 mg/L). En ese sentido, se
ha demostrado la habilidad de S. acutus para adecuarse a un medio alternativo como la
vinaza, el cual ademas presento un pH acido (3.97 unidades de pH). Esto también pudo
haber contribuido a un ambiente mas propicio para el crecimiento celular, especialmente
en las etapas medias a tardias del cultivo, ya que se conoce que esta microalga tiene un
pH optimo cercano a la neutralidad, aunque puede tolerar niveles ligermente acidos,
cercanos a 6.5 (Shayesteh et al., 2023).

Por otro lado, el crecimiento moderado en T1 (10 mL/L) muestra una limitacion de
nutrientes, lo que destaca la importancia de un equilibrio entre el aporte de nutrientes,
principalmente de nitrogeno y fésforo. En nuestros analisis se ha determinado un nivel de
500 mg/L de nitrogeno y >25 mg/L de fosforo; concentraciones adecuadas para el cultivo
de microalgas (Quian et al., 2024). Sin embargo, es necesario destacar los mayores
niveles de lipidos a esta concentracion (14.27 +0.75%). ElI T2, aunque mostré un
crecimiento superior al control y a T1, no super6 significativamente a T3 en los ultimos
dias del experimento, lo que indica un posible umbral de saturacién de nutrientes o la
activacion de mecanismos de resistencia a la toxicidad. Futuros estudios deberian
centrarse en profundizar los mecanismos bioquimicos especificos que permiten a S.
acutus aprovechar los recursos nutricionales de la vinaza y en desarrollar estrategias para
mitigar los efectos de los componentes toxicos, permitiendo asi la expansién a una

produccion a gran escala mas eficiente y sostenible.

La produccion de biomasa de S. acutus en respuesta a la adicién de vinaza mostrd una
tendencia interesante que refleja la importancia de las concentraciones de nutrientes en el
medio de cultivo. El tratamiento T3, con la mayor concentracion de vinaza (30 mL/L),
lider6 en la produccion de biomasa, alcanzando 0.81 g/L, superando al control y a las
otras concentraciones de vinaza. Este aumento puede atribuirse a la abundancia de
macronutrientes como el calcio y el potasio en la vinaza, ademas de otras fuentes
organicas que contiene la vinaza (alcohol, &cido acético, etc.), que son esenciales para el
crecimiento celular. Sin embargo, el decremento observado en T1 podria indicar que hay

un limite en la capacidad de las microalgas para procesar los nutrientes disponibles.
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Ademas, la disminucion en la biomasa observada en T1 sugiere que una concentracion
baja de vinaza no proporciona suficientes nutrientes o introduce factores de estres que
inhiben la produccion de biomasa. En contraste, T2 mostré una recuperacion en la
biomasa producida, incluso superando ligeramente al control. Este comportamiento
indica que existe una concentracion umbral de vinaza que optimiza la produccion de
biomasa en S. acutus, posiblemente por un balance mas adecuado entre nutrientes y

elementos potencialmente toxicos.

El contenido de lipidos mas alto en T1 podria ser el resultado del estrés metabdlico
causado por la vinaza a diferentes concentraciones. Las microalgas a menudo acumulan
lipidos como mecanismo de defensa ante el estrés (Suparmaniam et al., 2023), lo que
podria explicar el incremento al 22.87%. Esta respuesta al estrés puede estar influenciada
por la composiciéon de la vinaza, especificamente el contenido de nitrégeno, que es
conocido por regular la sintesis de lipidos en las microalgas. A medida que se incrementa
la concentracion de vinaza, el contenido de lipidos desciende, posiblemente debido a que

el aumento de nutrientes favorece la biomasa sobre la produccién de lipidos.

La relacion inversa observada entre la biomasa y el contenido de lipidos en los
tratamientos con vinaza sugiere que S. acutus puede priorizar el crecimiento celular sobre
la acumulacion de lipidos cuando se encuentra en un ambiente rico en nutrientes. El
contenido decreciente de lipidos en T2 y T3 puede deberse a que, bajo condiciones de
menor estrés y mayor disponibilidad de nutrientes, las células se enfocan en la
proliferacion méas que en la acumulacion de reservas energéticas. Este fendmeno destaca
la necesidad de optimizar las condiciones de cultivo (concentracién del medio) para
alcanzar un equilibrio deseado entre la produccion de biomasa y lipidos, lo que es crucial
para aplicaciones biotecnoldgicas, como la produccion de biocombustibles a partir de

microalgas

Ademas, el pH de la vinaza podria haber jugado un papel significativo en la regulacién
del crecimiento poblacional. Aunque S. acutus demostro su capacidad para ajustar el pH
del medio, es posible que las diferencias iniciales en la acidez debido a la vinaza
influyeran en la eficiencia de la utilizacion de nutrientes al principio del experimento, lo
que podria haber contribuido a las tasas de crecimiento diferenciadas entre los

tratamientos.
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La variacion del pH en funcion del tiempo tiene un impacto significativo en el crecimiento
de las microalgas, ya que el pH del medio de cultivo puede cambiar debido a la actividad
metabolica de las algas y la interaccion con el entorno. Durante las fases iniciales de
crecimiento, las microalgas pueden alterar el pH a través de la fotosintesis, incrementando
el pH al consumir diéxido de carbono (Beltran-Rocha et al., 2017). A medida que el
cultivo avanza y las algas proliferan, la acumulacién de productos metabdlicos como
acidos organicos puede reducir el pH (Muchut, 2020), afectando el ambiente de cultivo.
Por lo tanto, el cambio continuo del pH en los cultivos influyo en la disponibilidad de

nutrientes, determinando el ritmo de crecimiento de las microalgas.
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VI.

>

CONCLUSIONES

El mayor crecimiento poblacional (1793.33 + 36.86 x 10* células / mL) y biomasa se
obtuvo con 30 mL/L de vinaza. Mientras que, la menor concentracion (808.33 *

24.66 x 10* células / mL) se observo con 10 mL/L, siendo diferente estadisticamente.

La mayor concentracion de lipidos (22.87 + 1.52%) se obtuvo con 10 mL /L de
vinaza, mientras que no se identificaron diferencias entre los tratamientos de 20 y
control mL/L (14.63 + 1.82 y 14.27 + 0.75%, respectivamente). La menor
concentracion de lipidos (10.73 + 0.21%) se obtuvo con 30 mL/L.

La vinaza present6 un pH acido (3.97 unidades) que a diferentes concentraciones
modifico los valores de pH al inicio del experimento.
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VIl. RECOMENDACIONES

>

Se recomienda investigar, en futuros estudios, mayores y menores rangos de
concentraciones de vinaza, para determinar con precision el punto 6ptimo para el

crecimiento de S. acutus y la produccion de lipidos.

Realizar experimentos de duracion extendida con mayor frecuencia de toma de datos
para observar la estabilidad del crecimiento y la produccién de biomasa y lipidos, asi
como la capacidad de S. acutus para mantener el pH en presencia de vinaza a largo

plazo.

Estudiar los mecanismos de adaptacion de S. acutus en condiciones acidas generadas

por la incorporacion de vinaza.

Para determinar la sostenibilidad y la viabilidad comercial de esta estrategia, se debe
examinar el impacto ambiental y el costo-beneficio del uso de vinaza en la produccion

de biomasa de S. acutus.

Explorar e uso de la biomasa y los lipidos producidos en aplicaciones industriales,
como la produccion de bioenergia o bioproductos, dentro del marco de la economia

circular.
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ANEXOS

Anexo 1. Pre-ensayo experimental de los cultivos de S. acutus con vinaza.
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Anexo 3. Reporte del analisis quimico de la vinaza.

CORPORACION DE LABORATORIOS DE ENSAYOS
CLINICOS, BIOLOGICOS E INDUSTRIALES

“COLECBI” s.A.c.

AECIETIADC E% LA DRECCION SENERAL DE MOUITICAL Y DESARROLLD PEEQUERD . PROOLGE

INFORME DE ENSAYO N° 20231017-014 Pég.1de3
SOLICITADO POR : EZIO FABRIZIO REQUENA PASTORELLI.
DIRECCION < Jr. Tangay N° 137 Urb. Buenos Aires Segunsda Etapa Nuevo Chimbote.
NOMBRE DEL CONTACTO DEL CLIENTE :NO APLICA
PRODUCTO (DECLARADO POR EL CLIENTE) : BIMASA DE PISCO.
LUGAR DE MUESTREO :NO APLICA
— METODO DE MUESTREO :NO APLICA

PLAN DE MUESTREO :NO APLICA.
ACTA DE MUESTREO :NO APLICA.
CONDICIONES AMBIENTALES DURANTE EL MUESTREO :NO APLICA

':, FECHA DE MUESTREO :NO APLICA

= CANTIDAD DE MUESTRA :01 muestra.
PRESENTACION DE LA MUESTRA : En bolsa de polietileno transparente cerrada.
CONDICION DE LA MUESTRA : En buen estado.
FECHA DE RECEPCION :2023-10-17
FECHA DE INICIO DEL ENSAYO 12023-10-17
FECHA DE TERMINO DEL ENSAYO :2023-10-29
ENSAYOS REALIZADOS EN : Laboratorio Fisico Quimico.
CODIGO COLECBI : $8 231017-6

LTA
MUESTRA
ENSAYO
BIMASA DE PISCO
Nitrogeno Total (mg/L) 500
COLECBI s.A.C .

Urh, Buenos Aires Mz A-Lt 7 | Etapa - Nuevo Chimbote - Telefono: 043 310752
Celular: 998392893 - 998393974 - Apartado 127
e-mail colechi@speedy.com.pe / medicambiente_colecbi@speedy.compe
Web: www.colechi.com

47



CORPORACION DE LABORATORIOS DE ENSAYOS
cLiNICOS, BIOLOGICOS E INDUSTRIALES

“COLECBI” s.A.c.

IECIETIADQO E% LA DRECT|

CENERAL DE POLITIOAL Y DEEARR PRODUGE

INFORME DE ENSAYO N° 20231017-014

ENSAYOS DE METALES

Péag.2de 3

METALES TOTALES (ML) | cuandimnioge n BIMASA DE PISCO
Plata (Ag) 0,002 0,006
Aluminio (Al) 0,02 743
Arsénico (As) 0,005 <0,005
Boro (B) 0,003 1,019
Bario (Ba) 0,003 0,110
Berilio (Be) 0,0002 <0,0002
Calcio (Ca) 0,02 148,00
Cadmio (Cd) 0,0001 <0,0001
Cerio (Ce) 0,009 <0,009
Cobalto (Co) 0,0006 0,0058
Cromo (Cr) 0,0003 0,0184
Cobre (Cu) 0,002 >20
Hierro (Fe) 0,002 12,320
Mercurio (Hg) 0,001 <0,001
Potasio (K) 0.1 596.2
Litio (Li) 0,003 0,021
Magnesio (Mg) 0,02 43,59
Manganeso (Mn) 0,0003 0,6576
Molibdeno (Mo) 0,002 0,012
Sodio (Na) 0,06 65,69
Niquel (Ni) 0,0006 0,0185
Fosforo (P) 0,01 >25
Plomo (Pb) 0,002 0,080
Antimonio (Sh) 0,003 0,009
Selenio (Se) 0,005 0,006
silice (Si0z) 0,01 63,99
Estaiio (Sn) 0,003 0,067
Estroncio (Sr) 0,0003 1,0089
Titanio (Ti) 0,0007 0,4304
Talio (TI) 0,002 <0,002
Vanadio (V) 0,001 0,038
Zinc (Zn) 0,002 0,570

COLECBI s.A.C .

Lt7

Urb. Buenaos Aires Mz A | Etapa - Nuevo Chimbote - Telefono; 043 310752
Celular 92893 - 998393

e-mail colechi@speedy.com.pe / medioa
Web: www.colechi.com
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Anexo 4. Conteos celulares de S. acutus cultivado con vinaza.

Dia TCR1 TCR2 TCR3 TiR1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3
0 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00 40.00
1 93.00 102.00 88.00 80.00 95.00 105.00 95.00 115.00 135.00 130.00 155.00 160.00
2 275.00 285.00 270.00 190.00 195.00 245.00 230.00 200.00 265.00 345.00 385.00 390.00
3 450.00 435.00 510.00 235.00 215.00 275.00 420.00 410.00 485.00 495.00 510.00 540.00
4 795.00 820.00 830.00 380.00 345.00 385.00 770.00 835.00 835.00 950.00 960.00 960.00
5 1060.00 1090.00 1130.00 545.00 525.00 615.00 1200.00 1535.00 1420.00 1340.00 1380.00 1400.00
6 1230.00 1310.00 1365.00 630.00 670.00 685.00 1450.00 1610.00 1505.00 1650.00 1690.00 1675.00
7 1435.00 1550.00 1480.00 780.00 820.00 825.00 1520.00 1645.00 1615.00 1835.00 1765.00 1780.00

Anexo 5. Valores determinados de biomasa y lipidos de S. acutus.

Parametro TCR1 TCR2 TCR3 TiR1 T1R2 T1R3 T2R1 T2R2 T2R3 T3R1 T3R2 T3R3
Biomasa 0.78 0.69 0.74 0.55 0.49 0.48 0.68 0.66 0.64 0.79 0.82 0.81
Lipidos 14.30 15.00 13.50 21.50 22.60 24.50 16.60 14.30 13.00 10.50 10.90 10.80
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