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Resumen

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las aguas residuales muni-
cipales (ARM) de la laguna de estabilizacion secundaria “Las Gaviotas’, (Nuevo
Chimbote, Ancash-Peru). sobre el crecimiento poblacional y contenido de lipidos
de la microalga Scenedesmus acutus. Los ensayos fueron realizados por triplica-
do dosificando cultivos de S. acutus con 25, 50, 75y 100 % de ARM y un cultivo
control con HM (Merino, 1999) durante siete dias. Las concentraciones 50, 75y
100 % de ARM alcanzaron mayores tasas de crecimiento (u) que el control (0,461;
0467, 0479 y 0,453 dia-1, respectivamente) y elevados contenidos de lipidos
(24,47, 23,94, 23,64 y 21,78 %), para los cultivos dosificados con 50, 75, 100 % de
ARM y control, respectivamente en el quinto dia. El contenido de nitrégeno fue
menor en los cultivos dosificados con ARM. Los cultivos de S. acutus dosificados
con ARM presentaron altas tasas de crecimiento y contenido de lipidos que los
controles, debido al menor contenido de nitrégeno.

Palabras clave: Microalga, Scenedesmus acutus, crecimiento poblacional, lipidos, ni-
trégeno.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of municipal wastewater (MRA) from
the secondary stabilization lagoon “Las Gaviotas’, (Nuevo Chimbote, Ancash-Peru).
on population growth and lipid content of the microalgae Scenedesmus acutus.
The tests were carried out in triplicate, dosing S. acutus cultures with 25, 50, 75
and 100 % MRA and a control culture with HM (Merino, 1999) for seven days. The
50, 75 and 100 % concentrations of MRA reached higher growth rates (u) than the
control (0.461, 0.467, 0.479 and 0.453 day-1, respectively) and high lipid contents

Recibido: (24.47,23.94, 23,64 and 21.78 %), for the cultures dosed with 50, 75, 100 % MRA and
il ALt control, respectively on the fifth day. Nitrogen content was lower in cultures dosed
Aceptado: with MRA. The cultures of S. acutus dosed with MRA presented higher growth rates
Octubre 2020 and lipid content than the controls due to the lower nitrogen content.
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INTRODUCCION

Los inadecuados manejos de efluentes o aguas
residuales causan serios problemas al ambien-
te, la salud humana vy el desarrollo econémico
(PNUMA., 2004), cuya problematica se ha incre-
mentado en relacion a su tratamiento y posible
reutilizacion (Méndez et al, 2010), mediante la
aplicacion de tecnologias sostenibles desde la
captacion de aguas, su tratamiento y su reutili-
zacion (Moratd et al., 2006). Los efluentes indus-
triales o municipales deben ser tratadas antes
de descargarlos en el sistema del alcantarillado
municipal a fin de evitar malos olores, reducir el
contenido de solidos suspendidos, de compues-
tos organicos biodegradables y los microorganis-
mos patégenos (Valdez & Véazquez, 2003).

Actualmente, los efluentes o aguas residuales
municipales de Nuevo Chimbote son recepcio-
nados en las “lagunas de oxidacion” Las Gavio-
tas, Villa Maria y Laguna Centro Sur A “tratando”
solamente el 37 % (SUNASS., 2005), generando
afloramientos que al salinizar los terrenos ale-
dafnos las inhabilita para cualquier actividad
agricola (Loayza, 2002). Ademas, el deficiente
funcionamiento de la infraestructura del trata-
miento ocasiona la salida de los efluentes hacia
el mar contaminando diversas especies marinas
utilizadas en la alimentacion humana (BCEOM
& OIST,, 1998), por lo que el tratamiento de los
efluentes municipales debe priorizarse median-
te métodos bioldgicos, fisicos y quimicos (Blac-
kall et al.,, 2002; Malick., 2002).

El tratamiento de efluentes o aguas residuales
con microalgas es una buena alternativa para
remover compuestos organicos e inorganicos
y reducir la materia orgdnica (Zamani et al,
2011), y generar biomasa algal y efluentes de
buena calidad con altas concentraciones de
oxigeno (Gonzalez, 2006), con efectos posi-
tivos en la salubridad del ambiente acuatico.

La microalga clorofita Scenedesmus es propia
de cuerpos de agua dulce y se presenta como
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célula solitaria o formando colonias denomi-
nadas cenobios (Garibay et al., 2009), que por
su gran capacidad de adaptacion ecofisiolo-
gica y plasticidad bioquimica son conside-
radas maquinarias fotosintéticas (Escudero.,
2012) y por su elevada actividad metabdlica,
son capaces de soportar las elevadas concen-
traciones de nutrientes presentes en aguas
residuales, generando biomasa, el cual es im-
portante en la depuracion del ambiente (Her-
bas et al., 2006).

El uso de efluentes municipales, por contener
nitrégeno, fosforo, potasio y otros nutrientes,
permite el cultivo de Scenedesmus acutus para
generar biomasa algal a bajo costo y reciclar
alrededor del 90 % de dichos nutrientes, sin
competir con la produccion de alimentos pro-
ducidos por la agricultura (Yang et al., 2011).
Adicionalmente, la biomasa puede ser utiliza-
da en la obtencién de proteinas, lipidos, pig-
mentos, etc. de importante valor econémico.

El principal objetivo fue evaluar el efecto de
diferentes concentraciones del efluente mu-
nicipal sobre el crecimiento poblacional vy
contenido de lipidos de la microalga Scene-
desmus acutus en laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio
de Cultivo de Especies Auxiliares de la Univer-
sidad Nacional del Santa. El cultivo inéculo de
Scenedesmus acutus fue proporcionado por
este laboratorio en voliumenes suficientes y
buenas condiciones de salubridad. Todos los
cultivos ensayados fueron agitados e ilumina-
dos constantemente con dos fluorescentes
de luz blanca de 40 w.

Los cultivos controles fueron dosificados con
medio de cultivo HM (Merino, 1999) elabora-
do con fertilizantes agricolas de uso conven-
cional, para el cultivo masivo al aire libre de
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S. acutus (Tabla 1), mientras que el medio de
cultivo experimental fue preparado mediante
la coccion a 100 °C por 30 min de las aguas re-
siduales municipales (ARM), procedente de la
“laguna de oxidacion” “Las Gaviotas”, ubicada
en Nuevo Chimbote (Ancash-Peru), que lue-

Tabla 1
Composiciéon quimica del medio HM.

Vasquez, E. y otros.

go de enfriado y filtrado con de 5 micras, fue
autoclavado por 15 mina 121 °C para eliminar
microorganismos patégenos (Tabla 2). Los
ensayos fueron realizados por triplicado do-
sificando cultivos de S. acutus con 25, 50, 75
y 100 % de ARM y un cultivo control con HM.

COMPONENTE CONCENTRACION (mg L)

Urea
H;PO4
KCl
FeCls

206,0
19,0
30,0
2,5

Tabla 2

Componentes de los tratamientos utilizados en el cultivo de Sc. acutus con
diferentes concentraciones de aguas residuales municipales (ARM).

TRATAMIENTOS
PARAMETROS  TO (HM) Tl T2 T3 T4
(0 %) (25 %) (50 %) (75 %) (100 %)
Agua Residual (mL) 0 250 500 750 900
Agua Potable (mL) 900 750 400 150 0
Indculo (mL) 100 100 100 100 100
TOTAL (mL) 1000 1000 1000 1000 1000

Los cultivos de Sc. acutus se realizaron en bo-
tellas plasticas de 2000 mL de volumen total
con 1000 mL de volumen efectivo contenien-
do las diferentes proporciones del efluente

municipal (EM) cuyos principales parametros
se presentan en la Tabla 3 y los contenidos de
nitrégeno vy fésforo en cada unidad experi-
mental en la Tabla 4.

Tabla 3
Parametros del efluente municipal (EM).
PARAMETROS CONCENTRACION
Humedad (%) 86,39
Salinidad (ups) 2,73
pH (unid.) 7,14
Solidos Totales (mg L) 136,12
Nitratos (mg L) 19,15
Nitritos (mg L) 0,28
Amonio (mg L) 5,14
Fosfatos (mg L) 4,03
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Tabla 4

Vasquez, E. y otros.

Contenido de agua residual, nitrégeno y fosforo del efluente municipal (EM) se-

gun los diferentes tratamientos.

TRATAMIENTOS
PARAMETROS TO (HM) T2 T3 T4
(0 %) (25 %) (50 %) (75 %) (90 %)
Agua Residual (mL) 0 500 750 900
Nitrogeno (mg L) 100 4,44 6,60 7,99
Fésforo (mg L) 6,14 2,02 3,02 3,63

Se registraron diariamente durante los siete
dias del cultivo el pHy la temperatura, hacien-
do uso de un pH-metro digital (+£0,01) con
termémetro (£ 0,1 °C) marca Oakton y la de-
terminacion del crecimiento poblacional con
camara Neubauer y un microscopio binocular
marca Olympus®, cuyos valores resultantes
permitieron la elaboracion de las curvas de
crecimiento poblacional y se determinaron
la tasa de crecimiento poblacional diaria (u)
mediante la férmula de Guillard (1975):

_ lﬂ(Nf/No)
R

Donde N,y N, corresponden al nimero de
células por mL en los tiempos T, y T, respec-
tivamente.

La determinacion del contenido de lipidos
en Sc. acutus se realizé al llegar a la fase ex-
ponencial de acuerdo a la técnica de Blight &
Dyer (1959) y el contenido porcentual segun
la metodologia modificada de Marsh & Weins-
teinn (1966), aplicando la siguiente ecuacion:

((Absorgancia) XV )
x 100

M

L (%) =

Donde:

V: Volumen final de muestra analizada (15
mL).

M: Peso seco (mg) en 10 mL de cultivo.

P: Promedio de las pendientes de las curvas
de calibracion con aceite de oliva y colesterol
(4,4714).
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El contenido de lipidos (mg L) de cada tra-
tamiento fue determinado utilizando la si-
guiente férmula:

LxB

LB(mgL™) = 100

Donde:
L: Porcentaje de lipidos (%).
B: Biomasa seca por litro (mg).

Andlisis estadistico de los datos

Los datos del crecimiento poblacional y con-
tenido de lipidos fueron sometidos al analisis
de varianza (ANOVA) para establecer diferen-
cias entre sus promedios y se utilizo la prueba
de Tukey HSD, para establecer el mejor pro-
medio, con un nivel de significancia de p:<
0,05, para ambos casos. El tratamiento esta-
distico fue desarrollado utilizando los progra-
mas, Office Excel 2013 y SPSS 20.0 para Micro-
soft Windows 8.

RESULTADOS

pH y temperatura de los cultivos

Los valores del pH de los cultivos de Sc. acu-
tus variaron de 7,81 a 9,64 y la temperatura de
23,4 a 25,1 °C durante los siete dfas del cultivo;
siendo estadisticamente similares (p>0,05) en
cada uno de los dias que durd el experimento.

Crecimiento poblacional de S. acutus

En la Tabla 5y fig. 2 se observan las variacio-
nes en las densidades poblacionales de los
cultivos de S. acutus cultivados con medio
ARMy control.
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Tabla 5
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Densidad poblacional (x106 cél. mL-1) de Sc. acutus cultivados dosificados con

medio ARM y control (HM).

DiA DE ARM (%)
CULTIVO CONTROL 25 50 75 100
0 2,05+ 0,000 2,05+0,000 2,05+0,00° 2,05+0,00°0 2,05+ 0,00°
1 293+0,28° 3,04+0,16° 3,10+0,14° 295+0,25° 3,32+0,44°
2 4,841+ 0,85" 5,56+0,54* 582+0,59° 545+051° 545+0,53°
3 9,17+0,76° 9,86=0,89" 11,50 +0,58% 10,75+ 0,28% 10,46+ 0,68%
4 15,45+ 0,71° 12,58+ 0,72 1597 +0,78" 15,99+ 086" 16,55+ 0,93
5 19,74+ 1,38" 13,95+ 0,57° 20,56+ 0,67* 21,19+ 1,13% 22,47 = 0,85
6 21,21+ 0,95 13,87+ 1,33° 22,32+ 0,89% 23,65+ 0,64°° 24,04 + 1,05°

7 23,83+ 0,67* 14,06+ 0,63"

22,92+ 1,04* 24,51+0,73* 24,93+ 0,86°

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (p:<0,05).

—e—=CONTROL (HM) 25%
30

==50 % —=T75% =100 % ARM

25

- )
o =]

Densidad Poblacional (x108 cél. mL-1)
=

0 1 2 3
DiA DE CULTIVO

4 5 6 7

Figura 2. Curvas de crecimiento poblacional de S. acutus cultivados con medio

ARM.

Los cultivos de S. acutus se iniciaron con
densidades poblacionales significativamen-
te similares (p>0,05) de 2,05 x10° cél. mL" e
incrementaron diariamente con tendencias
similares (p>0,05) hasta el segundo dia de
cultivo. A partir del tercer dia, los mayores
promedios poblacionales fueron significa-
tivos (p:<0,05) y determinados en los trata-
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mientos con 50, 75y 100 % y los menores en
los de 25 % de ARM (Tabla 5).

Los mejores valores de la tasa de crecimiento
(W) de los cultivos de S. acutus dosificados con
ARM fueron determinados en el 5to dia y co-
rrespondieron a los dosificados con 50, 75y
100 % de ARM (Tabla 6).
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Tabla 6
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Tasa de crecimiento (p) de Sc. acutus en los cultivados con ARM y control (HM)

en el 5to dia.

) ARM (%)
PARAMETRO
CONTROL 25 50 75 100
No 2,05£0,00  2,05£0,00  2,05£0,00  2,05£0,00  2,05:0,00
Ne 19,74+1,38  13,95£0,57 20,56£0,67 21,19+1,13  22,47+0,85
p(@@'  0.453+0,013°0,383+0,008¢ 0,461£0,007°° 0.467+0,011 0,479+0,007°

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (¢=0,05).

Contenido de lipidos en Sc. acutus

Todos los cultivos de S. acutus dosificados con
ARM presentaron mayores valores de lipidos
que los controles, siendo mas elevado en los
dosificados con 25 % (27,98 %); sin embargo,

Tabla 7

el contenido promedio de lipidos en biomasa
(mg L") fue estadisticamente similar con 50,
75y 100% de ARM y entre los cultivos control
y dosificados con 25% de ARM (Tabla 7).

Contenido de lipidos totales (%) y biomasa de lipidos (mg L-1) de Sc. acutus en

el 5to dia de cultivo.

] ARM (%)
PARAMETROS
CONTROL (HM) 50 75 100
Biomasa (mgL')  680,0+473 510,0+20,9 752,0+24,2 7753+41,1 821,3+30,6
Lipidos ( % ) 21,78 £0,49° 27,98 £ 0,65% 24,47 + 0,44° 23,94 + 0,46° 23,64 + 0,51°
Lipidos (mg L")  1483+13,7° 142,8+9,1" 184,1+9,2° 185,7+13,3* 1943+ 11,3

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (p:<0,05).

DISCUSION

El crecimiento de los cultivos algales es in-
fluenciado por diversos factores tales como la
temperatura, pH, salinidad, fotoperiodo, agi-
tacion, concentracion de nutrientes, etc., de
tal manera que el éxito de tales cultivos con-
siste en proporcionar adecuadas condiciones
de crecimiento y de nutrientes, especialmen-
te nitrégeno y fésforo.
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Respecto a la temperatura, las microalgas cre-
cen bien en determinado rango que varia se-
gun la especie algal y suele estar por debajo
de los 25 °C o soportar hasta los 36 °C (Abalde
etal; 1995), de tal manera que los valores de-
terminado de 23,4 °C a 25,1 °C estan dentro
de este rango; asimismo, las variaciones del
pH (7,81y 9,64) concuerdan con Richmond &
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Becker (1986), quienes consideran que varian
entre 7y 8 y que el incremento en algunas
unidades no afecta su crecimiento. En conse-
cuencia, las variaciones de temperatura y pH
de los cultivos algales no han afectado los re-
sultados obtenidos.

Los nutrientes, inorganicos y organicos, pre-
sentes en el medio de cultivo ARM derivados
de la degradacién de la materia organica, per-
miten el crecimiento sostenido de S. acutus
por su capacidad de crecer en medios utili-
zando residuos de la pesca y maricultura (Me-
rino et al, 2003; Fernandez & Paredes, 2007;
Ipanaqué & Paredes, 2009). También Wong et
al. (2015), demostraron la capacidad de Chlo-
rella sp. para remover el nitrégeno (N) y fosfo-
ro (P) de aguas residuales diluidas al 50 %. Las
concentraciones de fésforo y nitrogeno en el
ARM permitieron altos crecimientos de S. acu-
tus, en comparacion a lo reportado por Cha-
con et al. (2004) en Scenedesmus sp. utilizan-
do agua residual filtrada (9,35 x10° cél. mL") y
medio sintético (4,69 x10° cél. mL") menores
alos reportados en los tratamientos con 50 %,
75 %y 100 % de ARM.

En relacion a la tasa de crecimiento, los va-
lores reportados por Martinez et al. (2000)
de 1,08 d"y 4,56 d" en S. obliquus utilizando
aguas residuales procedente del tratamiento
secundario y suministracion continua de CO,;
por Ma et al. (2012) de 0,44 d' en cultivos de
la cepa de Scenedesmus sp. LX1 en aguas re-
siduales, y 0,24 d! por Durvasula et al. (2015)
en Scenedesmus sp. cultivadas con aguas resi-
duales domésticas enriquecidas con 1 % de
Tris-Acetato-fosfato, son menores a los obte-
nidos con ARM en el presente ensayo.

El menor crecimiento obtenido con 25 % de
ARM, puede ser explicado por la deficiencia
de nitrégeno y fosforo que hacen mas lentos
la fotosintesis, estableciéndose una relacion
inversa entre la tasa de crecimiento y la canti-
dad de nitrégeno; sin embargo, a partir de 50
% de ARM el crecimiento mejora por el ma-
yor aporte de N y P orgdnicos derivados de
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la muerte y desintegracién bacteriana como
consecuencia de las condiciones altamente
aerébicas de los cultivos algales creciendo vi-
gorosamente.

Se ha reportado que la calidad y cantidad de
nutrientes influyen en la composicion qui-
mica de las microalgas propiciando cambios
en su crecimiento y composicion quimica
(Henriksen et al., 2002; Beopoulos et al., 2009)
y que el contenido de puede llegar hasta 90
% en peso seco dependiendo de la especie y
las condiciones ambientales del cultivo (Spo-
laore et al., 2006; Beopoulos et al., 2009). La
acumulacién de lipidos esta asociada con el
crecimiento poblacional y la edad del culti-
vo, asi tenemos que Nannochloropsis oculata,
cultivada en un medio limitado en nitrégeno
presentan porcentajes de lipidos de 30,8 %,
39,7 % y 50,4 % para las fases logaritmica, es-
tacionaria temprana, y estacionaria final, res-
pectivamente (Chiu et al., 2009).

Los resultados demostraron que los cultivos
dosificados con 25 % de ARM presentan ma-
yor contenido de lipidos por presentar menor
concentracion de nitrégeno; sin embargo, las
tasas de crecimiento en los cultivos contro-
les que contienen mayor concentracion de
nitrégeno, obtienen menor concentracion de
lipidos y menor tasa de crecimiento que los
cultivos dosificados con ARM, que podria ex-
plicarse por la mayor variedad y complejidad
de sustancias quimicas, organicas e inorgani-
cas, presentes en las aguas residuales. Adicio-
nalmente, cabe la posibilidad de la existencia
de algun estrés colateral derivado de la pre-
sencia de bacterias anaerdbicas, al inicio de
los cultivos, y/o la muerte posterior de tales
microorganismaos.

En condiciones limitadas de nitrégeno, el me-
tabolismo celular se orienta a la formacion y
acumulacion de las sustancias de reserva (hi-
dratos de carbono vy lipidos), como respuesta
a una condicion severa de estrés, ya que el
nitrégeno es constituyente principal de pro-
teinas y acidos nucleicos que son altamente
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abundante en las células vivas (Jiang, 2002;
Huang et al., 2003).

Wong et al. (2015), trataron aguas residuales do-
meésticas primarias y filtradas con Scenedesmus
quadricauda, encontrando las mayores concen-
traciones de microalgas aclimatadas y no acli-
matadas de 0,995 g L'y 0,940 g L', respectiva-
mente, y al quinto dia fue removido el 90 % de
ortofosfato y 95 % de nitrégeno amoniacal, en
cultivos aclimatados y no aclimatados, respecti-
vamente; con niveles de lipidos mayores al 13 %
para todos los tratamientos, siendo el mas alto
a una concentracién del 50 % de aguas residua-
les con 18,1 % de lipidos, y 80 % de los fosfatos
fue removido en concentraciones de aguas resi-
duales de 25y 50 % a seis dias de cultivo; asimis-
mo el 90 % del nitrégeno amoniacal fue remo-
vido, en ambos casos. Es posible utilizar aguas
residuales municipales en el cultivo masivo de
microalgas para la obtencion de lipidos apro-
vechando la disponibilidad de nutrientes que
permiten sostener el metabolismo de ciertos
microorganismos fotosintéticos y la generacion
del oxigeno producido oxidard los compuestos
residuales propiciando la depuracién eficiente
de las aguas residuales (Chacon et al., 2004; Shin
etal,2015).

CONCLUSIONES

Las variaciones de la temperatura y pH de los
cultivos de S. acutus, por estar dentro de los
rangos adecuados no interfirieron en los re-
sultados obtenidos.

Las aguas residuales municipales tratadas tér-
micamente y utilizada como medio de cultivo
(ARM) permiten obtener mejores crecimien-
tos y contenidos de lipidos que los controles
dosificado con HM (Merino, 1999), medio de-
sarrollado para el cultivo masivo de S. acutus;
asimismo, todos los cultivos de S. acutus dosi-
ficados con concentraciones de 50, 75y 100
% de ARM no presentaron diferencias estadis-
ticamente significativas entre ellas.
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