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Resumen

El suministro de fertilizantes agricolas como medios nutritivos, conllevan a un
alto crecimiento de microalgas, reflejandose como fuente importante y eficiente
para la produccién de cultivos de estos organismos. Este estudio evalué el
crecimiento poblacional de Chlorella minutissima  bajo la incidencia de
fertilizantes agricolas NPK y Remital; una primera fase se realizd en la
Universidad de Cérdoba y una segunda fase en un sector del barrio Mocari,
Monteria-Coérdoba. Inicialmente se requirid un indculo, para esto se activé la
cepa sdlida en 10 mL de medio F/2 Guillard, luego se llevd a volimenes de 350
mL y 1.5 L con este mismo medio en condiciones controladas. La segunda fase
correspondié a la realizacién del sistema de cultivo artesanal donde se maximizé
el volumen a 10 L usando fertilizantes agricolas NPK y Remital por separados
teniendo en cuenta 1 g/L de fertilizante, este se mantuvo en condiciones
ambientales y aireacidn constante; se realizaron conteos cada 48 horas desde
el inicio del cultivo hasta la fase estacionaria. Durante las primeras 96 horas no
se presentd un aumento en el crecimiento de C. minutissima en ambos
tratamientos, siendo esta la fase de adaptacién, posteriormente se presenté el
crecimiento exponencial del organismo, el cual inicid las 144 horas; las unidades
experimentales con NPK alcanzaron su fase estacionaria a las 432 horas con una
densidad de 5680000 células/mL y las de Remital a las 384 horas con 3120000
células/mL. Se observd como resultado una curva tipo sigmoidal, caracteristica
de los cultivos discontinuos. Los tratamientos mostraron diferentes valores en
ambas variables K y Td, sin embargo, el fertilizante NPK fue el tratamiento con
menor tiempo de duplicacién 5.85 div/dia-!y mayor tasa de crecimiento 0.11
dia-1. Los dos tratamientos con los fertilizantes mostraron un crecimiento celular
positivo de C. minutissima en un sistema de cultivo artesanal con volumen de
10 L, en condiciones de luz natural y temperatura ambiente, demostrando ser
una buena opcién como medios nutritivos. El tratamiento NPK presentd la mejor
respuesta en cuanto a densidad, tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion.
Por ello, NPK es el tratamiento mas recomendado a la hora de producir biomasa

microalgal, de los fertilizantes comerciales evaluados.



Palabras clave: Microalgas, fertilizantes, NPK, Remital, crecimiento poblacional,

tasa de crecimiento, tiempo de duplicacion, densidad celular.



Abstratc

The supply of agricultural fertilizers as nutrient media, lead to a high growth of
microalgae, reflecting as an important and efficient source for the production of
crops of these organisms. This study evaluated the population growth of
Chlorella minutissima under the incidence of NPK and Remital agricultural
fertilizers; a first phase was carried out at the University of Cérdoba and a second
phase in a sector of the Mocari neighborhood, Monteria-Cérdoba. Initially an
inoculum was required, for this the solid strain was activated in 10 mL of F/2
Guillard medium, then it was brought to volumes of 350 mL and 1.5 L with this
same medium under controlled conditions. The second phase corresponded to
the realization of the artisan cultivation system where the volume was
maximized to 10 L using NPK and Remital agricultural fertilizers separately,
taking into account 1 g/L of fertilizer, this was maintained under ambient
conditions and constant aeration; counts were performed every 48 hours from
the beginning of the culture until the stationary phase. During the first 96 hours
there was no increase in the growth of C. minutissima in both treatments, this
being the adaptation phase, later the exponential growth of the organism
occurred, which began at 144 hours; the experimental units with NPK reached
their stationary phase at 432 hours with a density of 5,680,000 cells/mL and
those with Remital at 384 hours with 3,120,000 cells/mL. A sigmoidal type
curve, characteristic of discontinuous cultures, was observed as a result. The
treatments showed different values in both K and Td variables, however, the
NPK fertilizer was the treatment with the shortest doubling time 5.85 div/day-1
and the highest growth rate 0.11 day-1. The two treatments with the fertilizers
showed a positive cell growth of C. minutissima in an artisan culture system with
a volume of 10 L, under conditions of natural light and room temperature,
proving to be a good option as nutritive media. The NPK treatment presented
the best response in terms of density, growth rate and doubling time. Therefore,
NPK is the most recommended treatment when it comes to producing microalgal

biomass, of the commercial fertilizers evaluated.



Keywords: Microalgae, NPK fertilizers - Remital, population growth, growth rate,

doubling time, cell density



Introduccion

Las microalgas son organismos fotosintéticos, que pueden crecer de modo
autotroéfico o heterotréfico. En general son altamente eficientes en la fijacion del
CO. y utilizacién de la energia solar para producir biomasa, con una eficiencia
hasta cuatro veces superior a la de las plantas terrestres (Cajamar, 2015) (Bux
et al., 2016; Chowdhury et al., 2019). La absorciéon de nutrientes,
especialmente a partir de las formas del nitrogeno y el fésforo es critica para el
crecimiento y reproduccién de algas acuaticas (Moreno et al., 2012), por esto,
para obtener un elevado crecimiento celular en las especies de microalgas, es
de vital importancia suministrar los nutrientes en cantidades adecuadas
(Galarza, 2019), ya que muchas veces se debe tener en cuenta que las
concentraciones varian segun la especie y el objetivo de estudio (Hernandez et
al., 2014). Las microalgas han sido estudiadas en las ultimas décadas, poniendo
en evidencia que son varios los factores que determinan su crecimiento, estos
factores son de tipo ambiental como la luz, temperatura, pH, CO,, nutrientes y
factores biolégicos como zooplancton, herbivoros y patégenos de algas (Lee,
2013).

En los ultimos afios se ha incrementado la utilizacién de grandes volimenes de
cultivos microalgales para fines energéticos, principalmente para la obtencién de
biodiesel, aunque también otros biocombustibles como bioetanol, biometano,
biohidrégeno y generar calor y electricidad. Otras aplicaciones comerciales de
las microalgas buscan obtener productos de alto valor afiadido con aplicaciones
en la nutricion y salud humana, acuicultura, cosmeéticos y biofertilizantes.
Ademas, las microalgas pueden ayudar, durante su crecimiento, a reducir las
emisiones de CO, por biomitigacion bioldgica e intervenir en el tratamiento de
aguas residuales. Sin embargo, son los fines energéticos los que mas estan
contribuyendo al enorme desarrollo que estan experimentando las microalgas
(Santos et al., 2014).

Los escalamientos a volumenes mayores, implica una alta demanda de reactivos
de 6ptimo grado analitico y un consumo considerable de hombre-tiempo que

conlleva la preparacion de los medios nutritivos, los cuales son costosos si se



tienen que adquirir en grandes cantidades, lo que eleva los costos de produccién
de los cultivos de estos organismos (Silva, 2016). La preparacién de los medios
de cultivo a gran escala representa un 30-40% de los costos de operacién, segun
Jad-Allah (2012).

Los sistemas de cultivo artesanal son un ejemplo claro cuando de hablar de
sistemas viables se trata, dando como resultado una produccidon ambientalmente
sostenible y econdmicamente factible, por esta razén, actualmente es de interés
suministrar informacién sobre el comportamiento o respuesta ecofisiolégica de
las microalgas en este tipo de sistemas y su relacién con los nutrientes limitantes
para su crecimiento (Loaiza et al., 2007). Este tipo de estudios busca generar
informacidon acerca de como responden las microalgas, en este caso Chlorella
minutissima, en condiciones de estrés mediante la implementacién de cultivos
artesanales, bajo los parametros necesarios y algunos fertilizantes agricolas. En
este sentido, se debe entender que las investigaciones basadas en el crecimiento
de microalgas implementando cultivos alternativos son un instrumento
indispensable para el andlisis de la productividad de dichos organismos, ya que,
no sélo proporcionan una base para el mejoramiento de procesos bioldgicos y
tecnoldgicos, sino que facilitan la exploracion de diversas condiciones

ambientales y de funcionamiento bioldgico (Gémez, 2007).

El objetivo principal de este estudio fue evaluar el crecimiento de C. minutissima
en dos fertilizantes agricolas, NPK (T-15) y Remital, con el propdsito de
evidenciar la respuesta del organismo bajo un sistema artesanal, aportando asi
informacién bioldgica y ecoldgica util a los sistemas de produccidn. Cabe resaltar
gque, esta investigacion hace parte de un megaproyecto de extension que tiene
por nombre: “Programa para la Implementacion de Produccién Artesanal de
Chlorella minutissima (fott & novakova, 1969) como Alternativa Alimentaria para

Poblaciones Vulnerables del Sector de Mocari, Monteria-Cérdoba”.



2. Objetivos

2.1. Objetivo General

Evaluar el crecimiento de Chlorella minutissima, en dos medios de cultivos en

un sistema artesanal.

2.2. Objetivo Especificos

e Estimar la densidad celular de Chlorella minutissima Fott & Novakova,

en fertilizantes agricolas NPK (T-15) y Remital.

e Determinar la tasa de crecimiento y tiempo de duplicacidon de Chlorella

minutissima expuesta a fertilizantes NPK (T-15) Y Remital.

e Apreciar el grado de sanidad en los dos cultivos.



3. Marco Teoérico
3.1. Estado del arte
3.1.1. Fertilizantes agricolas

Los fertilizantes agricolas proveen a las cosechas de los nutrientes que
necesitan, sobre todo los tres elementos quimicos esenciales para las plantas
(fertilizante NPK: nitrégeno, fésforo y potasio), aunque muchos fertilizantes
también contienen micronutrientes como el hierro, cobre, zinc. De hecho, cada
vez estan ganando mas importancia los micronutrientes, demostrando que son
esenciales para un buen estado de las plantas (Belén, 2019). Con el uso de
fertilizantes se evitan las deficiencias de nutrientes en las plantas, mejora su
estado de salud y, por lo tanto, aumenta la cantidad y la calidad de los alimentos.
Ademas, estos agroquimicos mejoran la fertilidad de los suelos y contribuyen al
desarrollo de plantas mas fuertes y sanas (Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural, 2019).

3.1.2. Tipos de Fertilizantes

3.1.2.1. Fertilizantes organicos. Los fertilizantes organicos, también
llamados abonos organicos, son sustancias elaboradas a partir de la mezcla de
distintos elementos organicos que estan siendo desechados. Estos pueden ser
de origen animal o vegetal, restos de distintas actividades, ya sean domésticas
(desechos de vegetales, carnes, papeles, entre otros), agropecuarias (estiércol)
o agricolas (paja, rastrojos de los cultivos), y se obtienen a partir de la
degradacion de estos elementos, constituyendo de este modo los fertilizantes

naturales (Rotoplas Agro, 2021).

3.1.2.2. Fertilizantes inorganicos. Los fertilizantes inorganicos o también
llamados fertilizantes sintéticos son fabricados artificialmente, vienen con una
dosis de macronutrientes exactos y estan disefiados para atender necesidades
especificas de los cultivos. Ademas, estos fertilizantes proporcionan nitrégeno
(N), fosforo (P) y potasio (K) directamente al suelo (Nuttall, 2021).

3.1.3. Fertilizante NPK



El abono o fertilizante NPK como su propio nombre indica es un abono o
fertilizante que estd formado por los tres elementos o macroelementos
primarios, nitrégeno (N), fésforo (P) y potasio (K); dentro de todo el abanico de
fertilizantes que hay disponibles, los fertilizantes NPK son los mas completos
nutricionalmente hablando, ya que aporta al cultivo o planta en el mismo
momento de aplicacion estos tres macronutrientes, la férmula mas conocida y
mas equilibrada del NPK es el T-15 (Tarazona, 2019).

3.1.4. Fertilizante Remital

Es un fertilizante granular tradicional de alta calidad, especialmente disefado
como aporte de la mayoria de los elementos requeridos para el optimo
crecimiento y desarrollo de los cultivos. Proporciona nitrégeno, fésforo, potasio,
magnesio, azufre, boro y zinc, por lo que es especialmente recomendado para

cultivos de café, palma de aceite, banano, platano y frutales (Coacosta, 2021).

3.1.5. Generalidades de las microalgas

El término microalgas define a organismos microscépicos, con clorofila a, que
realizan fotosintesis oxigénica, incluyen tanto a microorganismos eucariotas
como a procariotas (cianobacterias) distribuidas por todos los habitats acuaticos.
Pueden ser autétrofos o heterétrofos. En general son altamente eficientes en la
fijacion del CO, y producir biomasa a partir de la energia solar. La importancia
de estos fotosintetizadores radica en su papel como productores primarios de la
cadena troéfica, convirtiéndose en las primeros productores de materia organica
(Cajamar, 2015) y por ser potencialmente fuentes de proteinas, acidos grasos,
vitaminas, minerales, pigmentos, enzimas, aceites esenciales, antibidticos vy

otros metabolitos (Bellinger et al., 2010).

Estos organismos conocidos como productores primarios son de gran
importancia tanto en ambientes acuaticos como terrestres. La cantidad de
microalgas en los diferentes ambientes acuaticos determina la cantidad de
peces Yy crustaceos (principalmente) que se estarian alimentando de estos
recursos energéticos. Por ende, una disminucidn en la diversidad y abundancia

de estos organismos se encuentra directamente relacionada con un descenso en



la poblacion de organismos acuaticos vertebrados e invertebrados (Abdel et al.,
2012).

3.1.6. Género Chlorella

Chlorella es un género de microalga verde acuatica que forma parte del filo
Chlorophyta, son organismos simples, no moviles. Estas fueron una de las
primeras algas que se aislaron como un cultivo puro en 1980 por Martinus
Beijerinck. Esta microalga se ha utilizado en estudios de fotosintesis vy
respiracion, ademas mucho del conocimiento generado sobre la sintesis de
carbohidratos en microalgas ha sido obtenido por los estudios de las especies

de este género (Ramazanov et al., 2006).

Las microalgas del género Chlorella, se caracterizan por tener forma eliptica o
esférica, poseen un ciclo de vida simple. El modo de reproducciéon de estos
organismos eucariotas es por la via asexual en donde cada célula madre
madura produce de 4 a 8 esporas. La divisidon celular se lleva a cabo durante la
noche y el incremento en el volumen celular en el dia, dependiendo estos ciclos
de las intensidades de luz y a las temperaturas a las cuales la microalga esté
expuesta. Debido a varias de sus capacidades en su desarrollo y nutricion,
presenta la capacidad de crecer en presencia y ausencia de luz (Garza et al.,
2010).

Desde hace algunas décadas, se ha puesto atencién al gran potencial de cultivo
masivo de las especies de este género para la produccion de alto valor y bajo
volumen de compuestos, tales como pigmentos para la industria alimentaria,
incluido el mercado de la salud en paises industrializados y para la aplicaciéon
en el tratamiento de aguas residuales (Munoz y Guieysse, 2006). Se cree que
hasta el momento, el genoma de Chlorella es el mas pequefio para un
microorganismo eucariota de caracteristicas fotosintéticas (Bashan et al.,
2008).

3.1.7. Chlorella minutissima

Chlorella minutissima es un alga unicelular que tiene clorofila a y b, y sintetiza

almidén, como las plantas vasculares, estas microalgas tienen forma esférica y

10
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carecen de flagelos (Rodriguez et al., 2016) (Figura 1). El crecimiento de C.
minutissima no requiere la presencia de carotenoides secundarios, tiamina y
vitamina B12. El limite inferior de tolerancia al pH es 5,5 y el limite superior de
temperatura de crecimiento es 32 °C. Ademas, tiene una tasa de crecimiento
rapida y un alto contenido de acidos grasos poliinsaturados (Bhatnagar et al.,
2010). Cabe resaltar que las especies del género Chlorella tienen gran
importancia a nivel econdmico y comercial debido a la facilidad en su cultivo
(Yamamoto et al., 2004) y su alto valor nutricional (Moronta et al., 2006). C.

minutissima pertenece al Phylum Chlorophyta.
PHYLUM: Chlorophyta

SUBPHYLUM: Chlorophytina

CLASE: Trebouxiophyceae

ORDEN: Chlorellales

FAMILIA: Chorellaceae

GENERO: Chlorella

ESPECIE: Chlorella minutissima (Fott&Novakova, 1969).

Figura 1. Chlorella minutissima (Fott&Novakova, 1969).
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3.1.8. Cultivo de microalgas

Es importante conocer las condiciones 6ptimas y los limites de tolerancias de
una microalga para todos o el mayor nimero de parametros, tanto individuales
como para el conjunto de todos ellos. En el cultivo masivo de microalgas el
rendimiento alcanzado depende tanto de las concentraciones de células en el
cultivo como del grado en que las células pueden desarrollar su potencial de
crecimiento (Cajamar, 2015). Por tanto, para conseguir un cultivo de microalgas
en crecimiento activo es necesario un indculo viable, un suministro minimo de
nutrientes y microelementos y adecuadas condiciones quimicas y fisicas como

temperatura, pH, salinidad, luz y energia (Hernandez et al., 2014).
3.1.9. Crecimiento de las microalgas

A medida que las células fitoplanctonicas llevan a cabo el proceso de la
fotosintesis, va aumentando su masa celular hasta el momento en que por
biparticidon una célula se divide en dos (Lépez, 2015). La tasa de reproduccién o
crecimiento y la tasa de mortalidad definen el tamano de cualquier poblacién,
incluyendo las fitoplanctdénicas, sin embargo, la primera dependera del tipo, la
intensidad de luz, |la transparencia, y la cantidad y disponibilidad de elementos

esenciales para la fotosintesis y el crecimiento (Melis, 2009).
3.1.10. Curva de crecimiento

Las curvas de crecimientos o fase de crecimiento presentan varias etapas (Figura
2), dependiendo de las caracteristicas de cada especie de microalga y el estado
de las cepa, las fases pueden alargarse o acortarse, criterio basado en la especie
a estudiar (Arredondo et al., 2007; Singh et al., 2015).

Fase de retardo. Es muy corta, en esta la poblacion crece muy poco debido a
que es el periodo de aclimatacion de los organismos al medio en el que se

encuentra.

Fase exponencial. Las células se reproducen regularmente a una tasa
constante hasta que la escasez de nutrientes o el exceso de desechos de los

organismos reduce la tasa de crecimiento (es el momento donde hay mayor
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densidad y valor nutricional); existe otra fase entre la exponencial y la
estacionaria denominada fase de transicién o reduccién de crecimiento, donde

disminuye la tasa de crecimiento.

Fase estacionaria. La poblacién se mantiene relativamente constante, con

periodos alternados de pequefos crecimientos y disminucion de la poblacidn.

Fase descendente. Disminuye el tamano de la poblacién debido a que la tasa

de mortalidad de las células es mayor a la tasa de reproduccion.

L |Latencia Exponencial Estacionaria Muerte
o
9
c
é
I
u
I
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I
e
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Figura 2. Curva de crecimiento de microalgas en sistemas de cultivo (Sipauba-Tavares
y Rocha, 2003).

3.1.11. Utilizacion de la biomasa

La biomasa algal tiene una amplia utilizacién que va desde biofertilizante a
produccion de biocombustibles, también para alimentacidon animal y humana, y
para la obtencion de productos biotecnoldgicos con uso en medicina, farmacia
y/o cosmética (Gémez, 2007). Los beneficios de los cultivos de microalgas
pueden ser: a) el cultivo de microalgas es un sistema bioldgico eficiente de
utilizacidon de la energia solar para producir materia organica. Las microalgas
crecen mas rapido que las plantas terrestres y es posible obtener mayores
rendimientos anuales de biomasa; b) la composicion bioquimica puede

modificarse facilmente variando las condiciones ambientales y/o la composicion
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del medio de cultivo; y c) bajo ciertas condiciones, muchas especies de
microalgas pueden acumular en altas concentraciones compuestos de interés
comercial, tales como proteinas, lipidos, almidén, glicerol, pigmentos naturales

o biopolimeros (Brennan et al., 2010).
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3.2. Antecedentes

En los ultimos anos se han logrado avances importantes en la utilizacion de las
microalgas para diversos fines. Hay constancia de aproximadamente 493
especies que podrian ser utilizadas
como alternativas de alimentacion para el hombre, animales y entre otras
aplicaciones. El uso de microalgas esta proporcionando a los cientificos
numerosas lineas de investigacion y a los empresarios posibilidades de negocio,
debido a la cantidad de aplicaciones que tienen. Uno de los aportes cientificos
en este ambito del nuevo uso de las microalgas es el reportado por el
investigador Ortiz et al. (2012), quien evalud el crecimiento de la microalga
Chlorella sorokiniana (PHYLUM: Chlorophyta, SUBPHYLUM: Chlorophytina,
CLASE: Trebouxiophyceae, ORDEN: Chlorellales, FAMILIA: Chorellaceae,
GENERO: Chlorella, ESPECIE: Chlorella sorokiniana Shihira & R.W.Krauss,
1965),) Chlorella en diferentes medios de cultivo en condiciones autotréficas y
mixotroficas, donde el objetivo de este trabajo investigativo fue identificar el
medio de cultivo que permitiera un maximo crecimiento de C. sorokiniana para
su produccién masiva; se estudiaron los medios de cultivo Sueoka, Guillard y
Remital. Una de las conclusiones de este estudio arrojé que el Remital fue el
mejor medio de cultivo y las condiciones autotréficas fueron ideales para el

crecimiento de C. sorokiniana.

Los estudios basados en cultivo de microalgas son altamente importantes para
un conocimiento bioldgico y ecoldgico mas detallado de diferentes especies,
siendo principalmente beneficiosos para la produccién en entornos controlados
donde los medios de cultivo proporcionan los nutrientes necesarios para el
crecimiento éptimo de la especie (Mckim, 2006). Por tal razén, se han llevado a
cabo investigaciones sobre el cultivo de especies de Chlorella para mejorar su
crecimiento y produccién aplicable en la industria y otros intereses. De forma
general, se sefalan trabajos como el de Muinoz et al. (2012), el cual consisti6 en
evaluar el efecto de diferentes medios de cultivo sobre el crecimiento y el
contenido proteico en Chlorella vulgaris (PHYLUM: Chlorophyta, SUBPHYLUM:
Chlorophytina, CLASE: Trebouxiophyceae, ORDEN: Chlorellales, FAMILIA:
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Chorellaceae, GENERO: Chlorella, ESPECIE: Chlorella vulgaris Beijerinck, M.W.
1890), utilizando volumenes de 3 L, con luz y aireacién constante. Como
resultado la microalga alcanz6 su mayor densidad con fertilizante complejo NPK
en el dia 22, seguido del humus de lombriz en el dia 48, equinaza en el dia 18,
y por ultimo con el chul0 en el dia 12. Este estudio permitié concluir que los
medios organicos son una buena opcion para cultivar C. vulgaris y un mayor
contenido proteico y que los fertilizantes agricolas generan mayores densidades

en los cultivos.

Silva (2016), en su estudio evalud la productividad de la microalga verde C.
sorokiniana con fertilizantes foliares usados en la agricultura y la comparacién
con el medio convencional Kolwitz (K3) como control. Se usaron dos fertilizantes
comerciales como medios nutritivos con la composicion quimica NPK T-20 y NPK
22-10-7 y se evalud la ausencia y presencia de sulfato de magnesio en estos
fertilizantes. El experimento se realizd en el Instituto de Estudios para los
Ecosistemas, Florencia, Italia durante el afo 2014. Como resultado se obtuvo
que los medios provistos de sulfato de magnesio tuvieron efecto positivo en el
crecimiento y rendimiento del cultivo; asi como las cantidades de urea y amonio

en la composiciéon quimica del fertilizante.

Carmona (2018), realizé un estudio en diferentes laboratorios de la Universidad
de Cérdoba, el cual tuvo como objetivo general evaluar el crecimiento y potencial
alimenticio de la microalga C. minutissima (Fott & Novakova, 1969) en dos
medios de cultivo (Bold y F/2 Guillard). Realizé conteos celulares cada 48 horas
para determinar el crecimiento. Los resultados obtenidos mostraron que los
cultivos iniciaron con una densidad celular de 1x106 células/mL, obteniendo una
densidad final para el medio Bold de 10.691.317 células/mL, un K= 0,09 dia-'y
un Td= 6,99 div/dia-!, en F/2 Guillard la densidad celular alcanzada fue de
4.133.883 células/mL, un K=0,05 dia-! y un Td=11,62 div/dia-1.

Gonzales (2019), realiz6é un trabajo de investigacién con el objetivo de evaluar

la incidencia de distintas concentraciones de Clorpirifés sobre el crecimiento
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poblacional y morfologia de la especie Chlorella minutissima, con el fin de
contribuir con informacion cientifica sobre los dafios ecotoxicolégicos derivados
de los pesticidas y la blusqueda de estrategias sostenibles para su remocion
eficiente. El medio de cultivo en el que se realizé el crecimiento de la microalga
fue un medio Bold; las concentraciones de Clorpirifés no inhibieron
significativamente el crecimiento poblacional de C. minutissima con respecto al

control, excepto durante la fase exponencial.

El estudio reportado por Sanchez et al. (2019), tuvo como objetivo principal
evaluar la influencia del rendimiento de biomasa microalgal de Chlorella vulgaris
bajo diferentes condiciones de cultivo. Las condiciones de cultivo fueron 28 °C
£+ 1 °C con un pH aproximado entre 6 y 7. La microalga Chlorella vulgaris fue
cultivada a escala de laboratorio utilizando seis Erlenmeyer de 250 mL siguiendo
la metodologia descrita en el medio de cultivo Watanabe modificado. Se destaca
gue con la ayuda de la microscopia fue posible determinar la velocidad de
crecimiento de la microalga en estudio con una duracién de diez dias, al cual
esta se le suministraba aire y vitamina. Se obtuvo que a los cinco dias los cultivos
con vitaminas mostraron 8 veces mayor rendimiento, mientras que sin vitaminas
un menor rendimiento. El mayor incremento se registréd para el cultivo con
vitaminas y suministro permanente de aire, el cual incrementé su produccién de

biomasa 20 veces.
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4. Materiales y Métodos
4.1. Area de Estudio

La primera fase de este estudio de investigacion se llevd a cabo en los
Laboratorios de la Universidad de Cérdoba, localizado en la ciudad de Monteria,
en el departamento de Cdrdoba, dichas coordenadas son 8°47’15.71”N
75°51’28.01”70, y se encuentra a una altitud de 13 msnm, con precipitacion
anual de 1000 a 1500 mm, temperatura promedio anual de 28 °C y 83% de
humedad relativa (Prieto et al., 2013) (Figura 3). La segunda fase se desarrolld
en el Barrio Mocari, Monteria, Cordoba especificamente en la Fundaciéon Casa o
casita IMAT (Figura 3).
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Figura 3. Ubicacion de la Universidad de Cérdoba y barrio Mocari (Monteria-
Codrdoba).

4.2. Preparacion de Medios de Cultivos

El medio de cultivo Medio F/2 Guillard, se prepard bajo las indicaciones de

Guillard (1978) con los nutrientes expuestos en la Tabla 1. Cabe resaltar que
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antes de la preparaciéon de este medio se realizd la esterilizacion de los
materiales de vidrieria, frascos, pipetas entre otros, utilizando la autoclave

automatica ALL AMERICAN, 121 °C en los tiempos correspondientes a su

manejo.
Medio F/2 Guillard
Nutrientes Sqlucpn Proporcién
Primaria

1. Nitrato de Sodio (NaNO3). 7.5g/L 1 ml
2. Fosfato de Sodio (NaH2PO4). 0.5g/L 1 ml
3. Metales Traza:

e Cloruro Férrico (FeCls) (3.15 g).

e EDTA sal disddica (4.36 g).

e Solucion de Sulfato de Cuprico

(CuS04) (0.19 g/50 ml).
e Solucion de Sulfato de Zinc (ZnS0.4) 1 mi/L 1 mi/l

(1.10 g/50 ml).

e Solucion de Cobalto de Clorado
(CoCl2) (0.50 g/50 ml).

e Solucion de Cloruro de Manganeso
(MnClz) (9 g/50ml).

e Solucidon de Molibdato de Sodio
(NaMo04) (0.31 g/50 ml).

Tabla 1. Composicién quimica para los medios de cultivo Medio F/2 (Guillard, 1978).

Al terminar el proceso de esterilizacién de los materiales, se adiciond a cada una
de las soluciones los nutrientes necesarios para el cultivo (Tabla 1), en agua
dulce previamente esterilizada en autoclave dentro de una cabina de flujo

laminar.
4.3. Condicion Inicial del Cultivo

La cepa fue suministrada por la empresa AGROIMSA de Guadalajara- México, el
cual fue mantenida en condiciones controladas de temperatura (25 £ 1 °C) pH

(6.8 unidades de pH), luz estable por medio de luz blanca.
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Para obtener grandes volimenes de produccion de C. minutissima, se requirid
un indculo, es por esto que inicialmente se realizé una primera fase en los
laboratorios de la Universidad de Cérdoba, bajo condiciones controladas de
temperatura, pH, luz continua por medio de lamparas fluorescentes de luz blanca
y agitacion manual diaria. Se activé la cepa de medio sélido a medio liquido en
tubos de ensayo de 10 mL donde se agregd 9 mL del medio de cultivo F/2
Guillard (Figura 4), adicionando la microalga por medio de un asa bacterioldgica
esterilizada; una vez se alcanz6 la fase exponencial, se sembrd un indculo de
150 mL en frascos de vidrio de 250 mL de capacidad, y en la fase exponencial
se amplié a un volumen mayor (1.5 L) en frascos de 3 L de capacidad (Figura
5); teniendo este volumen y la fase exponencial, se hizo el conteo celular
utilizando el método de enumeracién celular basado en el uso de hemocitometro
(Bright-line) descrito por Pica, Ronco y Diaz (2004), mediante la observacién de
dos alicuotas en el microscopio éptico (OLIMPUS) en aumento de 40x; en la
realizacién del conteo se tuvo como referencia los cuadrantes de las esquinas
con 16 cuadriculas internas cada uno, donde se siguid una secuencia por cada

cuadricula (Figura 6).

Figura 4. Activacion de la cepa C. minutissima (Fott & Novakova, 1969) de medio

solido a liquido en un tubo de ensayo de 10 mL.

20



| W=
_ Chlorella minutissima F/ 2" S

Figura 5. Cultivo de C. minutissima (Fott & Novakova, 1969) con un volumen de 1.5 L

en frasco de 3 L de capacidad.
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Figura 6. Representacién esquematica del conteo en la cdmara de Neubauer o

hemocitometro (Fuente modificada de Arredondo y Voltolina, 2007).

Este conteo se realizé con el fin de estimar la densidad poblacional
4.3.1. Densidad poblacional

Se hallé la densidad poblacional mediante la siguiente ecuacidn:
Numero de células /ml = (Niumero de células en 0.1mm?3) (10.000)

4.4, Cultivo Artesanal con NPK (T-15) y REMITAL
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El indculo bajo la cantidad necesaria fue sembrado y ampliado en un volumen
mayor (10 L) en botellones con capacidad de 20 L, se prepararon los medios de
cultivo por separado teniendo en cuenta como cantidad 1 g/L de NPK en un
botellédn y en el otro 1 g/L de Remital; con el medio preparado, se le agregé el
inéculo. Los cultivos se mantuvieron en condiciones externas con luz natural y
temperatura ambiente, ademas se les proporciond aireacion constante (24 °C -
33 °C) (Figura 7).

Figura 7. a) Empaque del fertilizante NPK T-15; b) Empaque del fertilizante Remital;
c) Montaje del cultivo artesanal de C. minutissima (Fott & Novakova, 1969) en los medios

de cultivo.
4.4.1. Seguimiento del crecimiento poblacional del cultivo artesanal.

Ambos cultivos fueron monitoreados mediante la utilizacién de recuentos
celulares cada 48 horas, desde el inicio del cultivo hasta que se llegé a la fase

estacionaria (240 h), utilizando el método de enumeracién celular basado en el
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uso de hemocitdmetro (Bright-line) descrito por Pica, Ronco y Diaz (2004)
mencionado en el proceso anterior, teniendo en cuenta las 16 cuadriculas en

cada extremo (Figura 6).
4.4.2. Tasa de crecimiento.

Es el incremento en el nimero de células o en la masa celular por unidad de
tiempo. La velocidad especifica de crecimiento es caracteristica para cada tipo

de microorganismo y medio de cultivo (sustrato).

(InIn(NF) —Inln(NO))
K =
t
En donde,
Ln = Logaritmo natural.
NF = Numero final de células en el tiempo.
No = Numero inicial de células.

T = Tiempo en dias.

4.4.3. Tiempo de duplicacion.

Es el tiempo requerido para que a partir de una célula, se formen dos células,
es decir, es el tiempo que tarda una poblacion microbiana en duplicarse. Este
tiempo varia considerablemente con los microorganismos y las condiciones

ambientales como la temperatura.

_ @)

td p

En donde,
Ln = logaritmo natural.
K = tasa instantanea de crecimiento poblacional.

4.5. Prueba Bacteriologica
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Se realizd un analisis bacteriolédgico a los medios de cultivo con el fin de
determinar la presencia de microorganismos en la muestra que pueden afectar
la salud humana, para esto se llevaron muestras de medio de cada botellén a
un laboratorio certificado presente en la Universidad de Cdérdoba y asi se

determind el grado de sanidad de ambos bioensayos.
4.6. Analisis de los Datos

Las curvas de crecimiento poblacional se realizaron con un modelo de polinomio
de 3°. Se realizaron pruebas de normalidad mediante el test de ShapiroWilk y
prueba de homocedasticidad por medio de la prueba de Bartlett. Posteriormente,
para determinar si existian diferencias significativas entre los diferentes
tratamientos NPK y Remital en la variable la densidad celular se utilizd la prueba
de Mann-Whitney, aplicamos estadistica Bayesiana (FBo1) (Anexo 1) y también
se tuvo en cuenta el tamano efecto (r) como apoyo para el p-Valor, los valores
del tamano efecto se interpretan teniendo en cuenta el anexo 2, asimismo se
utilizé la prueba de Chi-Cuadrado para ver la existencia de las dependencias de
las densidades en relacién a los tratamientos, para esto se codificoé la variable
de densidad en intervalos (Anexo 3), bajo la regla de Sturgers mostrados a

continuacion:

1le+06 muy baja

2e+06 baja

3e+06 ligeramente baja
4e+06 media

5e+06 ligeramente alta
6e+06 alta

Para tasa de crecimiento y tiempo de duplicacidén se aplicé la prueba t-welch y
Factor de Bayes. Todo esto se realizd con una via con nivel de significancia de
a= 0.05, para determinar diferencias significativas entre los tratamientos,

empleando el software estadistico R Project Version 4.2.10©.
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5. Resultados

5.1. Densidad Poblacional

El indculo inicial de los tratamientos fue de 680.000 células/mL en promedio. Se
realizo la evaluacidn durante 576 horas, obteniendo un nimero total de datos
n=26 por cada tratamiento. Durante las primeras 96 horas se presentd una fase
adaptativa en el crecimiento de C. minutissima en ambos medios (NPK y
Remital), siendo esta la fase de adaptacién, presentdndose a continuacion el
crecimiento exponencial el cual inicié las 144 horas; las unidades experimentales
con NPK alcanzaron su maxima densidad a las 432 horas 5.680.000 células/mL
y las de Remital a las 384 horas con 3.120.000 células/mL. En la Figura 8, se
observa como resultado una curva tipo sigmoidal, caracteristica de los cultivos
discontinuos, se destaca que para el caso del tratamiento de NPK, se aprecia
una tendencia en el cual la grafica muestra de forma significativa que el modelo
tedrico propuesto se ajustan un 71% a los tatos obtenidos en este trabajo por
parte de este tratamiento (R?=0,71) y para Remital un 54% (R?=0,54).

6e+06

4e+06 -

vensiaaa ceuar

2e+06 1

0e+00 A

0 200 400 600
Horas

Tratamiento NPK == RM

Figura 8. Curva de crecimiento de Chlorella minutissima utilizando fertilizantes NPK y

Remital como medios de cultivos.

25



La mayor densidad celular se presentd en los tratamientos con NPK, alcanzando
su maxima densidad a las 432 horas (5.680.000 células/mL) y un decrecimiento
del cultivo a las 480 horas (4.770.000 células/mL). Para el caso de los
tratamientos con Remital se alcanzé la maxima densidad a las 384 horas
(3.120.000 células/mL) y un decrecimiento a las 432 horas, (2.920.000
células/mL) (Tabla 2), sin presentar diferencias significativas (Mann-whitney, p-
Valor=0.05), mientras que el factor de bayes si arrojé diferencias entre los
tratamientos (FBo1 = -0,77); existe un tamano efecto mediano de las diferencias
de estos tratamientos (r=0.31), el cual indica la magnitud de la significancia y
ademas que posiblemente un aumento en el tamafo de la muestra, repercutiria
de forma significativa mostrando diferencias relevantes de las densidades de los
tratamientos NPK y Remital (Tabla 2). Los datos obtenidos para cada una de las

unidades experimentales se encuentran en el Anexo 4.

Tiempo Tratamientos
Horas

NPK (Cel/mL) Remital (Cel/mL)

0 680000+0.71 670000+0.00
48 670000+0.00 670000+1.41
96 620000+0.71 620000+0.71
144 830000+1.41 810000+0.00
192 1620000+1.41 1570000+0.00
240 2060000+2.83 2020000+0.00
288 3040000+6.36 2980000+2.12
336 4040000+8.49 2960000+4.95
384 5590000+19.80 3120000+13.44
432 5680000+8.49 2920000+2.83
480 4770000+5.66 2560000+2.12
528 4020000+0.71 2410000+7.07
576 3540000+26.16 1810000+1.41
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Tabla 2. Densidades poblacional de C. minutissima (células/mL) cada 48 horas en un

periodo de 576 horas % representa la desviacion estandar.

Densidad celular

W'dlﬂﬂ-'n'fﬂmy 444 00 p 0 05. ?fﬂf‘a
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\
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\\ —— ,//-T:....,.. ~2.02e+06

Tratamiento

Figura 9. Distribucién de la variable densidad en los tratamientos NPK y Remital en un

periodo de 576 horas.

Al evaluar si existe una dependencia o asociacion entre la densidad celular y los

medios de cultivo, se evidencid relacion significativa), lo que demuestra que la
densidad celular depende del medio de cultivo (Figura 10), donde los valores de

Remital estan asociados a valores porcentuales de densidad ligeramente bajos

(Chi-cuadrado, p-Valor=0.02), en contraste con los tratamiento NPK (Chi-

cuadrado, p-Valor=0.03) con densidades ligeramente altas, ambos casos

estadisticamente significativos.
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Figura 10. Asociacion de los niveles de densidad celular vs tratamientos.

Tasa de crecimiento (K) y tiempo de duplicacién (TD)

Para evidenciar los cambios especificos en la velocidad y la divisidn celular es
necesario evaluar los parametros de crecimiento K y TD, ambos parametros
fueron estimados en los sistemas de cultivos y su respectiva desviacién estandar

tal como se muestra en la Tabla 3.

K (dia-1)

NPK Remital
0.11+0.00 0.09+0.00
Td (div/dia-1)
5.85+0.01 7.22+0.20

Tabla 3. Tasa de crecimiento (K) y Tiempo de duplicaciéon o divisidon celular (TD) de

ambos tratamientos, + representa la desviacion estandar.

Los tratamientos mostraron diferentes valores en ambas variables Ky Td, donde

el sistema de produccidén con el fertilizante NPK presentd menor tiempo de
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duplicacién y mayor tasa de crecimiento, sin presentarse diferencias
significativas con respecto al P-valor, sin embargo el factor de Bayes si indica
diferencias significativas al realizar el analisis estadistico (Figura 11 y 12).
Valores de K (T-Welch, p-Valor= 0.05; FBo1 =-1.63), y Td (T-Welch, p-Valor=
0.07; FBo1 =-1.44).

Il,r.;.":h(l 02) - ,ﬂ - 005 n:}bl = 4.]GQG{EF31]_'1.53

(1]

H_' ''''' B ﬁrnr-ar =0.10 -
0

|

Tratamiento

Figura 11. Distribucion de la variable Tasa de crecimiento (K) en ambos tratamientos

durante las 576 horas.
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Figura 12. Distribucién de la variable Tiempo de duplicacion (TD) en ambos

tratamientos durante las 576 horas.

Prueba Bacterioldgica

De acuerdo a la normatividad manejada en el laboratorio de Sanidad Acuicola
de la Universidad de Codrdoba, los parametros bacterioldégicos tales como
Coliformes fecales, salmonella y Escherichia coli que se le realizaron a ambos
medios de cultivos, resultaron negativos. Lo cual indica que no presentaron
agentes contaminantes como hongos y bacterias (Gram positivas y Gram

negativas) ver anexo 7.
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6. Discusion

Parametros de crecimientos

El género Chlorella hace parte de las microalgas cloroficeas que tienen como
caracteristica un rapido crecimiento en cultivo celular y la capacidad de utilizar
compuestos organicos e inorganicos como sustrato nutricional (Chinnasamy et
al., 2010; Wehr et al., 2003; Xu et al., 2006) Por esta razon, el género Chlorella
abarca especies que han sido ampliamente estudiadas para incluirlas en
procesos biotecnoldgicos, que generen productos orientados a las industrias
alimenticias, farmacéuticas, agropecuarias, fuentes energéticas y en el
tratamiento o eliminacién de aguas residuales (Chisti, 2007). Los resultados de
este trabajo amplian la informacidon acerca de los efectos de los fertilizantes
agricolas sobre las microalgas, ademas, contribuyen a que la especie Chlorella
minutissima puede tolerar la presencia de estos compuestos como medios. El
fertilizante NPK tiene como componente 15% N (N amoniacal 8.89%- N nitrico
6.11%) 15% Py 15% K, por eso puede ser aplicado en condiciones de cultivos
gue requieran un alto aporte de nitrégeno, fésforo y potasio. En cuanto a los
componentes del Remital presenta 17% N (N nitrico 7.3%- N amoniacal 9.7%),
6% P, 18% K, 2% Mg, 1.6% S, 0.2% B y 0.1% Zn es un fertilizante granular
tradicional mas completo, especialmente disefiado para el aporte de la mayoria
de los elementos requeridos para el 6ptimo crecimiento y desarrollo de los
cultivos; su féormula es especialmente importante para utilizar en aquellas fases
del crecimiento en donde la demanda de potasio y nitrégeno es alta,
proporcionando ademas otros elementos esenciales que ayudan al desarrollo en
los cultivos, pero presenta una importante desventaja al ser comparado con el
fertilizante NPK, ya que contiene un bajo porcentaje de fosforo, recordando que
este elemento es fundamental en muchos procesos celulares, tales como la
formacién de acidos nucleicos y transferencia de energia (Grobbelaar, 2004).
Aunque el contenido en fésforo de las microalgas es menor al 1%, su deficiencia
en el medio de cultivo es una de las mayores limitaciones al crecimiento
(Grobbelaar, 2004; Martinez 2008), siendo una de las posibles causas de las
diferencias en el comportamiento de C. minutissima cultivada en estos dos

fertilizantes.
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Al comparar los resultados obtenidos con otros investigadores encontramos que
la mayor densidad del tratamiento NPK en esta investigacion se alcanzé a las
432 horas, estos resultados son semejantes a los reportados por Nayak et al.,
(2016) presentando su maxima densidad a las 408 horas usando el mismo
fertilizante en la especie Nannochloropsis sp. Por otra parte estos resultados son
diferentes a los obtenidos por Silva (2016), quien presenté su mayor densidad
de Chlorella sorokiniana a 120 horas y las 144 horas pero con un valor de 3.5x10°
cel/mL bajo el fertilizante NPK y presencia de sulfato de magnesio (1g/L), siendo
gue este fue realizado bajo condiciones controladas de intensidad luminica vy

temperatura.

El medio de cultivo a base de Remital en este estudio alcanzé la mayor densidad
a las 384 h, este resultado es muy semejante a los registrados por Ortiz et al.
(2011), ya que alcanzd la maxima densidad a las 360 h utilizando este mismo
fertilizante comercial con una concentracion de 5.0 g/L (0,75x10° cel/mL).
Contrario a los resultados a los obtenidos por Burgos-Rada et al., (2016), dado
gue en su investigacion este fertilizante produjo que la mayor densidad se
alcanzara a las 288 h en una especie de Desmodesmus (2,9x10°cel/mL), donde
la radiacion de luz fue controlada a una temperatura promedio de 25 °C,
indicando que los factores ambientales tienen un efecto significativo en la
biomasa de microalgas; las condiciones ambientales, como la temperatura, la
radiacion de luz y el valor del pH causan diversos comportamientos sobre la

produccion de biomasa de diferentes especies de microalgas (Li et al., 2011).

Inicialmente en las primeras 96 horas, se evidencié una fase de adaptacion en
el crecimiento de C. minutissima utilizando los fertilizantes evaluados (Figura 8),
resultados diferentes a los reportados por Londofio (2021), ya que en su
investigacion desde las primeras 24 horas se presentd una fase exponencial, lo
cual indico un crecimiento significativo en los diferentes tratamientos evaluados
a distintas concentraciones, lo que sugiere emplear fertilizantes agricolas como

medio de cultivo para el crecimiento celular de algunas microalgas.

El fertilizante NPK mostré un mayor crecimiento celular (5680000 células/mL)

en comparacién con el fertilizante Remital (3120000 células/mL). Estos
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resultados son comparables con los publicados de Kaippilliparambil et al. (2021),
donde registraron mayor crecimiento celular de Desmodesmus sp en el
tratamientos con fertilizantes NPK, en comparacion con el medio tradicional
BBM.

Numerosos investigadores han recomendado al fertilizante NPK como uso
nutricional en la produccién de microalgas, debido a su composicion de
nutrientes bien definida, por su solubilidad y por su disponibilidad, lo que lo hace
una fuente nutricional muy semejante o inclusive mayor que los medios
comerciales (Sipauba-Tavares et al., 2017). Cabe resaltar que al aumentar la
concentracidon de este fertilizante mejora la produccién de biomasa, hasta que
se alcanza una concentracion que afecta al crecimiento de estas microalgas. Esto
corresponde a que los fertilizantes NPK tienen un porcentaje importante de
nitrégeno ureico, incluido en el nitrégeno total, el cual es necesario para
procesos metabdlicos que realizan las microalgas en la fijacion de nitrégeno
donde se produce amonio (Miriam et al., 2017). La mayoria de los medios de
cultivo convencionales tienen nitrato como Unica fuente de nitrégeno, mientras
que el medio a base de fertilizantes que se propone estd compuesto por nitrato
y amonio, lo que podria explicar la buena asimilacidon de todos estos nutrientes
por parte de la microalga. Por otra parte, las altas concentraciones de nitrdgeno,
fésforo y potasio que poseen los fertilizantes inorganicos hacen que puedan ser
utilizados como fuente alternativa en la formulacion de medios para el cultivo de
microalgas, certificando mejoras en el rendimiento (NABRIS, 2012); cabe
resaltar que las microalgas pueden utilizar el amonio como fuente de nitréogeno,
pero a altas concentraciones inhibe la formacién de adenosin trifosfato (ATP) en
los cloroplastos (Miriam et al., 2017), lo cual afecta la actividad fotosintética,
reduciendo la tasa de replicacidn celular en del medio. Al mismo tiempo, otros
estudios mostraron que la asimilacidon de nitrégeno en Chlorella esta
fuertemente relacionada con la concentracion y la fuente de fosfato, asi como
con la relaciéon N/P que puede influir en el metabolismo de lipidos y proteinas en
esta cepa de microalgas (Wu et al., 2013)

33



En este estudio el parametro de tiempo de duplicacion (Td) presentd valores de
5.866 div/dia-! para el fertilizante NPK (T-15) y para el fertilizante Remital 7.078
div/dia-t, estos reportes son diferentes a los obtenidos por Vélez et al., (2016)
guienes mostraron en su investigacion tiempos de duplicacion menores para los
diferentes tratamientos evaluados utilizando fertilizantes agricolas; las
condiciones del laboratorio estaban controladas en dos especies de microalgas,
donde el maximo tiempo de duplicacién fue de (2.50 div/dia-!) para el
fertilizante Complefol quien a su vez también registr6 una menor tasa de
crecimiento (0.46 dia-!). Todos estos resultados difieren con investigaciones que
hicieron sistemas de cultivos en condiciones controladas porque al tratarse de
cultivos controlados, se presenta poca variabilidad o cambios abruptos en los
parametros que influyen en el crecimiento de las microalga. Bartra (2019)
menciona que al igual que como cualquier otro organismo vivo los cambios en
las condiciones fisicas tienen gran influencia en el crecimiento de la microalga.
Cada especie presenta un intervalo particular de temperatura, intensidad de luz,
salinidad, aireacion, homogeneizacién y proporcién de nutrientes definida para
un buen rendimiento o produccion de estos organismos, razén por la cual
muchos investigadores buscan generar las condiciones dptimas y estables para
asi generar ganancias y no pérdidas en los cultivos, la mayoria de estos son
implementados en laboratorios siendo este el sitio perfecto para manipular

dichas condiciones.

En cuanto a los valores de la tasa de crecimiento (K) obtenidos en este trabajo
son semejantes a los hallados por Guayara (2019) quien reportd diferentes
valores de tasa de crecimiento, siendo uno de ellos 0,153 dia-! al aire libre en
la especie Nannochloropsis sp en NPK. Al compararlos nuevamente con lo
reportado por Londofio, (2021) se evidencia que obtuvo valores diferentes de
tasa de crecimiento en los diferentes fertilizantes NPK, presentando menor tasa
de crecimiento (0,24dia-!) para el tratamiento A (Florilizer) y mayor tasa de
crecimiento (0,68 dia-!) para el tratamiento D (Crecilizer) usando
fotobiorreactores de 20L elaborados en acrilico transparente con temperatura
ambiente y con burbujeo de aire enriquecido con CO; en cultivo de Scenedesmus
obliquus. Estas diferencias se ven influenciadas por el suplemento de CO,, ya sea
suministrado directamente o mezclado con la aireacion, dado que este aumenta
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enormemente la productividad de los cultivos masivos de microalgas. Esto actua
como fuente de carbono para la fotosintesis y ayuda a mantener el pH de los
cultivos (Laing et al., 1990), ademas el cultivo se mantuvo en temperatura
ambiente mucho mas bajas (18 - 28 °C). Estas temperaturas son diferentes a
las registradas en esta investigacidon, ya que oscilaban entre 24 °C y 33 °C.
Ramirez (2019) afirma en su estudio que el rango 6ptimo para los cultivos de la
mayoria de las microalgas se situa entre 18 °C y 25 °C, debido a que las altas
temperaturas interrumpen la regulacién metabdlica y las conlleva a una muerte
celular.

Cabe mencionar que los parametros de crecimiento también se ven afectados
por la pérdida de biomasa algal segun Michels et al. (2014), debido a que al
someter los cultivos al aire libre a horas de oscuridad, la fotosintesis ya no es
posible y prevalece la respiracion. Esto resulta en pérdidas de biomasa durante
la noche ya que las células de microalgas metabolizan los carbohidratos con fines
de mantenimiento y para la sintesis de proteinas y otros compuestos celulares.

En el presente trabajo se evidencid que el fertilizante Remital tiene baja
solubilidad, condicionalmente, este tarda mas en disolverse en el agua. Siendo
una posible razén por que las mayores densidades obtenidas se asocian
principalmente al fertilizante NPK, siendo este uno de los factor que retarda el
crecimiento de Chlorella minutissima debido a que los compuestos nutritivos
como el nitrégeno (17%), potasio (18%) y fésforo (6%) no se homogenizan al
instante (Jacob-Lopes et al., 2015). Es importante tener en cuenta que son
muchos los factores que intervienen en los cultivos microalgales entre esos la
evaporacidon, ya que en areas tropicales existe un importante problema de
evaporacién elevada, lo que aumenta la concentracion de sales en el medio y
hace necesaria la adicion de suficiente agua para contrarrestar la pérdida, con
los consiguientes problemas que esto supone. En las zonas tropicales dénde son
frecuentes las lluvias, éstas provocan fuertes diluciones de los cultivos, pérdida
de nutrientes e incluso de biomasa microalgal. Ademas de las pérdidas por
evaporacion, las condiciones climaticas también afectan a la temperatura del
medio de cultivo. Cuando la humedad relativa del aire es alta y no hay viento,

el medio puede llegar a alcanzar los 40 °C, temperatura letal para la mayoria de

35



las especies microalgales, es aconsejable que las areas de cultivo de algas
tengan una humedad media relativa inferior al 60% (Abalde, 1995). Por otra
parte, al contrastar los resultados de K y Td con lo reportado por Carmona,
(2018) quién sembrd Chlorella minutissima en cultivos masivos en un medio
tradicional (F/2 Guillard) presenté Td= 9,64 y un K= 0,07 en condiciones de
laboratorio, esto sugiere que a la hora cultivar la especie C. minutissima,
presenta mayor tasa de crecimiento y menor tiempo de duplicacion en
condiciones ambientales con fertilizantes agricolas (NPK y Remital), en
comparacioén al F/2 Guillard, ya que estos fertilizantes le proporcionan un fuente
de nitrégeno con menos gasto energético para su asimilacion y ademas Chlorella
presenta la capacidad para adaptarse a los diferentes ambientes, medios y
condiciones de cultivo. Segun Bicudo et al., 2006 estas especies son
consideradas de alta resistencia a los cambios suministrados, incluyendo la
deficiencia de nutrientes, por eso estd presente en todo tipo de ecosistemas
acudticos y la literatura reporta sus adaptaciones a diferentes condiciones

ambientales.
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7. Conclusion

Los dos tratamientos con los fertilizantes mostraron un crecimiento celular
positivo de C. minutissima en un sistema de cultivo artesanal con volumen de
10L, en condiciones de luz natural y temperatura ambiente, demostrando ser

efectivos como medio nutritivo.

El tratamiento NPK (T-15) presentd la mejor respuesta en cuanto a densidad,
tasa de crecimiento y tiempo de duplicacién, superando al tratamiento Remital.
Por ello, es el tratamiento mas recomendado a la hora de producir biomasa
microalgal, a base de los fertilizantes comerciales evaluados. Por otro lado, el
uso de fertilizante agricola reduce el costo de produccién del medio de cultivo
sin alterar la calidad de la biomasa microalgal comparado con el medio F/2 de
Guillard y otros medios tradicionalmente usados. En cuanto a la sanidad de estos
cultivos los resultados arrojaron que estos se encontraron exentos de bacterias

y microorganismos que podrian afectar el cultivo.

A pesar de las condiciones ambientales de luz y las altas temperaturas de
Monteria-Cordoba (Barrio Mocari), se logré la produccion de biomasa microalgal
utilizando fertilizantes de uso agricolas como medio de cultivo en un sistema
artesanal al aire libre para Chlorella minutissima, por lo tanto cabe resaltar que
estos sistemas enriquecidos por medios alternativos, presentan una fuente
confiable y dptima para el desarrollo y produccion de estos organismos, ya sea
para fines alimenticios, tratamiento de aguas residuales, agropecuarios,

farmacéuticos, fuentes energéticas y entre otras aplicaciones.
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8. Recomendaciones

El aporte principal de este trabajo es brindar informacién acerca de la capacidad
que tiene Chlorella minutissima de crecer bajo la incidencia de fertilizantes
agricolas, por lo tanto, se recomienda el uso del fertilizante NPK por su facil
solubilidad con respecto al Remital.

Se sugiere cultivar C. minutissima y otras especies del género en diferentes
concentraciones mas altas o bajas de fertilizantes para ampliar informacion de
su comportamiento, ademas de esto, también se puede evaluar el contenido
proteico, contenido de clorofila, actividades enzimaticas y contenido lipidico,

bajo estas condiciones.

Para realizar los cultivos con éxito se recomienda tratar de llevar estos cultivos
con una buena higiene si es para consumo humano principalmente o si es de
interés mantener la cepa completamente aislada sin el crecimiento de otros

microorganismos, que puedan contaminarlo.
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10. Anexos
Anexo 1.

Referencia para la interpretacion de hipdtesis segun el Factor de Bayes (FB).
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Anexo 2.

Referencia de los valores del tamafio efecto para su interpretacion (r)

Kind of
Effect Size Small Medium Large

7 10 .30 S50
d 0.20 0.50 0.80
n’, 01 .06 14
72 02 15 35



Anexo 3.

Histograma codificado por intervalos segun la regla de Sturgers.

Histogram of datos2$ Densidad celular’
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Anexo 4.

Datos de densidad celular para cada tratamiento con sus respectivas réplicas.

Densidad por dias de los conteos celular NPK

670000 670000 620000 820000 1610000 2040000 | 3000000 | 3980000 | 5450000 | 5620000 | 4810000 | 4020000 | 3720000

680000 670000 630000 840000 1630000 2080000 | 3090000 | 4100000 | 5730000 | 5740000 | 4730000 | 4010000 | 3350000
Densidad por dia de los conteos Remital

670000 680000 620000 810000 1570000 2020000 | 3000000 | 2990000 | 3210000 | 2940000 | 2570000 | 2460000 | 1820000

670000 660000 630000 810000 1570000 2020000 | 2970000 | 2920000 | 3020000 | 2900000 | 2540000 | 2360000 | 1800000
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Anexo 5.

Estadistica descriptiva de los datos obtenidos en las variables de densidad,

tasa de crecimiento y tiempo de duplicacidon, mediante graficos visuales.
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Anexo 6.

Prueba para contrastar la normalidad de los datos.

Tratamiento NPK — RM
NPK ‘ | RM
1e+07 1
5e+06 -
(o)
a
£
©
]
0e+00+
-5e+06 A
-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 2
Theoretical
Supuesto Test Tratamiento
Mormalidad Shapiro-wilk NPK
Mormalidad Shapiro-wilk R

Bartlett test of homogeneity of variances

data: datos2$ ' Densidad celular® and datos2$Tratamiento

Bartlett's K-squared = 10.07, df = 1, p-value = 0.001507

variable
K
TD

Bartlett test of homogeneity of variances

p.valor
0.0087050

0.0025135

p.valor.Shapiro.Wilk
01061457

0.1278870
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data: tabla$K and tablal$Tratamiento

Bartlett's K-squared = 2.2688, df = 1, p-value = 0.132

Bartlett test of homogeneity of variances
data: tabla$TD and tablal$Tratamiento

Bartlett's K-squared = 2.8203, df = 1, p-value = 0.09308
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Anexo 7. Resultado de la prueba bacterioldgica.

UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y
ZOOTECNIA _ e
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ACUICOLAS acredltged“g
INSTITUCIONALE =

VIGSLADA MINEDUCACIGH

Monteria, 14 de septiembre de 2022

PARA: Martha Mogollén Arizmendi, Docente Dpto. de Biologia

DE: Adriana Vallejo Isaza, Docente, Coordinadora del Laboratorio de Sanidad
Acuicola

ASUNTO: Resultados calidad bacterioldgica de cultivo de Chlorella.

Cordial saludo:

Mediante la presente, adjunto los resultados del analisis de calidad de agua solicitado

Estamos atentos a contribuir en los demads estudios que a bien tengan realizar.

Atentamente,

Adriana Vallejo I8aza %&L
Coordinadora Laboratorio
Sanidad Acuicola

Por una universidad con calidad, moderna e incluyente
Carrera 6° No. 77-305 Monteria NIT. 891080031-3 - Teléfono: 7860300 - 7860920
www.unicordoba.edu.co
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UNIVERSIDAD DE CORDOBA

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y
ZOOTECNIA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS ACUICOLAS

itada

CIONALMENTE
INSTITUCIONALMENTE

“VIGILADA MINEDUCACIN

_ L—

Peihaiioi ] INFORMACION BASICA DEL SOLICITANTE

a solicitud: 10 /08 /2022 Documento de pago No: N/A
Orden de servicio No:  002-2022 Valor pagado: N/A
Solicitante: Martha Mogollon Arizmendi Céd INIT:
Empresa: Universidad de Cordoba Teléfono:
Correo electrénico:
Direccion: Vereda:
Municipio: Monteria Departamento: Cérdoba Pais:  Colombia
Tipo de empresa: Comercial () Promocion social ( ) Educativa (X )
Carécter: Privado( ) Publico( X) Mixto( )
Registro ICA No: Seccional:
¢ Desea recibir informacién sobre sanidad acuicola por su correo electronico? (S) (No)X
¢ Desea participar en programa de vigilancia epidemiologica de caracter cientifico? (SI) (No)X

MUESTRAS DE AGUA
Observacién organoléptica del agua:
Cultivo de Chiorella Medio + NPK Medio + Remital
Muestra de agua (100 mL) i
Color del agua Verde Claro Verde Claro B A
Turbidez + +
Qlor No detectable No detectable
METODOS DE ANALISIS:

Muestras de agua: Andlisis cuantitativo de la calidad del agua en términos de
coliformes totales y fecales en tubos de fermentacién multiple con caldo Brila
(NMP.100mL") (24ha37°C+ 24h a 44,5 +/- 0,52C, confirmativa con EMB y reactivo de

Kovacs.
RESULTADOS MICROBIOLOGICOS:

Resultados: Calidad bacteriolégica del agua de cultivo de Chlorella:

o AGUA |
| Agua del Cultivo (100 mL Coliformes totales Coliformes fecales |
Medio + NPK (1 muestra) 28 x 102NMP.100 mL- Negativo
Medio + Remital (1 muestra) 28 x 102 NMP.100 mL"! Negativo

Estandar de bioseguridad para acuicultura: Coliformes fecales menor de 10x104 NMP.100 mL-* (WHO; 1989)

Por una universidad con calidad, moderna e incluyente
Carrera 6° No. 77-305 Monteria NIT. 891080031-3 - Teléfono: 7860300 - 7860920
www.unicordoba.edu.co




UNIVERSIDAD DE CORDOBA
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y : :
ZOOTECNIA ‘ o
DEPARTAMENT acuicoLas  acreditada
— O DE CIENCIAS O s eTe

DIAGNOSTICO:

De é'lcuerdo con la normativa (anexo) la calidad del agua de este estudio cumple cont los
estandares para productos de la pesca de productos crudos, congelados Y
ultracongelados; sin embargo, para una proxima ocasién se solicitara 5 muestras de
cada tratamiento o punto de muestreo.

ANEXO: Ministerio de la Proteccién Social Resolucién Nimero 776 De 2008
Tabla 7. Requisitos microbiolégicos

PRODUCTOS DE LA PESCA, EN PARTICULAR PESCADOS, MOLUSCOS Y CRUSTACEOS FRESCOS
ULTRACONGELADOS Y CONGELADOS CRUDOS
PARAMETROS n m | M c
| E.Coli 5 10 [ 400 2
Recuento Estafilococo coagulasa positiva 5 100__ 1000 2
_Salmonella/25g 5 NEGATNVO | 0
Vibrio cholerae/25g 5 NEGATIVO 0 |
PRODUCTOS DE LA PESCA, EN PARTICULAR PESCADOS, MOLUSCOS Y MARISCOS PRECOCIDOS
PARAMETROS n m m___ | C
E.Coli _ i 5 10 100 | 2
| Recuento Estafilococo coagulasa positiva 5 100 1000 2 7‘}
Salmonella /25g 5 NEGATIVO 0
Vibrio cholerae/259 5 NEGATIVO 0
PRODUCTOS DE LA PESCA, EN PARTICULAR PESCADOS, MOLUSCOS Y MARISCOS COCIDOS
PARAMETROS n m | M c
E.Coli 5 MENOR 10| B
RECOMENDACIONES:

. Mantener el control de calidad microbiolégica del agua utilizada en el cultivo.

Adriana Valle]qcﬁsééo g%

Coordinadora Laboratorio
Sanidad Acuicola

Por una universidad con calidad, moderna e incluyente
Carrera 6° No. 77-305 Monteria NIT. 891080031-3 - Teléfono: 7860300 - 7860920
www.unicordoba.edu.co
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