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Resumen: Las microalgas son organismos considerados
como alternativa biotecnoldgica para la captura de CO,
produccion de alimentos, medicamentos, cosméticos y
principalmente en la obtencién de biocombustibles. Para
viabilizar su produccién a gran escala se hace necesario
establecer  condiciones de cultivo  favorables,
especialmente en lo asociado a requerimientos
nutricionales, que permitan una reduccion de costos en el
cultivo sin disminuir la productividad celular. En la
basqueda de medios alternativos se destaca el uso de
fertilizantes comerciales, los cuales son econémicos y
pueden suplir los requerimientos nutricionales de las
microalgas. Por lo anterior, en el presente trabajo se
comparo el uso de cuatro fertilizantes comerciales como
alternativa al medio Basal Bristol Modificado (BBM),
para el cultivo de las cepas Chlorella sorokiniana UTEX
1230 y Scenedesmus obliqguus ATCC 457 a escala
laboratorio.

Palabras claves: Microalgas, Fertilizantes comerciales,
Nitrogeno, Scenedesmus obliquus, Chlorella sorokiniana.

I. INTRODUCCION

Las microalgas son organismos fotosintéticos, autotrofos,
de menor complejidad estructural y tamafio que las
plantas terrestres (Graham & Wilcox, 2000). Al tratarse
de un grupo ampliamente diverso: entre 200000 y 800000
especies diferentes (Gaignard et al., 2019), se encuentra
también una alta variedad de diferentes metabolitos de
interés, asi como una gama de compuestos con posible
utilidad en la industria dependiendo de la especie (Ishaq
et al., 2016). Adicionalmente, estos microorganismos
representan una oportunidad para contribuir en la
solucion de diferentes problemas actuales, como la
contaminacién por gases de efecto invernadero
(especialmente el CO;), contaminacion de aguas, alta
demanda de compuestos con utilidad en las diferentes
industrias y la produccion de combustibles alternativos.
Estos organismos presentan la gran la ventaja de un ciclo
de crecimiento corto en comparacion con las plantas
terrestres, mayor produccion de biomasa, alto indice de
recoleccién y una tasa mayor de fijacion de carbono
(Shahid et al., 2020).

Con el proposito de obtener un buen crecimiento celular
es indispensable el suministro de nutrientes en cantidades
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adecuadas. Los medios nutritivos estdn compuestos
basicamente de macronutrientes (nutrimentos esenciales
para la formacion estructural de las moléculas como
nitrégeno, carbono, oxigeno, fosforo, hidrdgeno,
magnesio, calcio, potasio y azufre), elementos traza
(micronutrientes que son adquiridos por las células en
cantidades minimas, necesarios para la activacion de
algunas enzimas como hierro, manganeso, cobre, cobalto
y molibdeno) y vitaminas (biotina, B12 y tiamina),
preparados como soluciones patrones o stock Yy cuyas
concentraciones varian principalmente del objetivo de
estudio y la especie de microalga (Silva-Benavides,
2016).

Con el proposito de obtener productos de alto valor
agregado como lipidos, proteinas, carbohidratos y
pigmentos que pueden ser utilizados desde el punto de
vista de la comercializacion, es necesario producir
biomasa a gran escala (Liu and Hu, 2013). Este
escalamiento a volimenes mayores, implica una alta
demanda de reactivos de Optimo 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 produccion de los cultivos de
las microalgas (Silva-Benavides, 2016).

La preparacion de los medios de cultivo a gran escala
representa un 30-40% de los costos de operacion, segun
Jad-Allah and Nabris, (2012), entre 10-30% segun

Borowitzka, Huisman and Osborn, (1991). Por
consiguiente, una alternativa es usar medios de
enriquecimiento como los fertilizantes agricolas;

especialmente cuando se trabaja con volimenes grandes
de biomasa en ambientes externos, pues son econémicos
y contienen incorporados en su  preparacion
macronutrientes, micronutrientes y vitaminas
indispensables para el crecimiento de las microalgas
(Silva-Benavides, 2016).

Los fertilizantes NPK, son una mezcla compleja
disefiados para suministrar tres nutrientes primarios (es
decir, N, P y K) adecuados para el crecimiento de la
planta. Estudios han demostrado la eficiencia de
fertilizantes foliares como medios nutritivos en cultivos
microalgales, cuyos resultados, en términos de
productividad de la biomasa, son mayores 0 equivalentes
con respecto a los medios nutritivos preparados a partir de



reactivos quimicos convencionales como el BG11 y F/2
(Jad-Allah and Nabris, 2012).

Dentro de las posibles alternativas para una mencionada
reduccion de costo se encuentra el uso de fertilizantes
comerciales, los cuales han sido evaluados en estudios
previos, con resultados similares e incluso mejores tanto
en las tasas de crecimiento, como en la produccion de
metabolitos de interés al usarse fertilizantes comerciales,
arrojando resultados que validaban un costo hasta ocho
veces menor al del medio de cultivo comparado (Castro
et al., 2013), (Castro et al., 2013;Brito et al., 2006;Pifia et
al., 2007;Gonzalez-Rodriguez & Maestrini, 1984),

Por todo lo anterior, en el presente estudio se propuso
evaluar el efecto de diferentes fertilizantes comerciales de
bajo costo, en el crecimiento y porcentaje de nitrégeno de
dos especies de microalgas Chlorella sorokiniana UTEX
1230 y Scenedesmus obliquus ATCC 457.

Il. METODOLOGIA

A. Recurso biolégico

Las cepas Chlorella sorokiniana UTEX 1230 (1230) y
Scenedesmus obliquus ATCC 11457 (457) fueron
importadas de la coleccién de cultivo de algas de Austin
Texas (UTEX) y de la American Type Culture Collection
(ATCC) respectivamente y son pertenecientes al cepario
del laboratorio de biotecnologia del centro de Argos para
la innovacion (CApl) ubicado en la universidad EAFIT
sede Medellin.

B. Montaje y sequimiento de ensayos

El desarrollo experimental fue llevado a cabo a escala
laboratorio, usando Erlenmeyer de 2 L para cada una de
las unidades experimentales, con condiciones de
fotoperiodo 12:12, burbujeo de aire enriquecido con COa,
intensidad luminica de 52 pmol/m?s y temperatura
ambiente (25 £ 5 °C).

Las muestras tomadas para cada uno de los ensayos
durante su crecimiento fueron medidas por peso seco,
usando filtros estériles de éster de celulosa (Advantec
MFS, Inc) con un poro de 0,45 um, diametro de 47mmy
balanzas de humedad Sartorius Mark-3, con el fin de
obtener una curva de crecimiento para cada uno de los
tratamientos en gramos de biomasa por litro. Se aplicé la
ecuacion 1 para obtener el resultado final de cada muestra
El sequimiento del crecimiento celular de cada una de las
cepas se realizo tres veces a la semana durante 14 dias. Al
finalizar se centrifugo la biomasa para proceder a lavarla
con agua destilada y secarla, para ser llevada
posteriormente a los andlisis de contenido de nitrégeno

Pf: Peso del filtro + Biomasa
filtrada

Pi= Masa del filtro (g)

V= Volumen del filtrado

gy _ (Pf—Piyg
X (Z) RRZ0R)

(Ecuacion 1)

El contenido de nitrégeno se evalué usando el método de
Dumas, en el cual por un proceso de combustion se
convierte el nitrdgeno unido covalentemente a nitrégeno
gaseoso (N2) el cual es posteriormente cuantificado al
pasar por una celda de conductividad (Etheridge et al.,
1998).

C. Disefio experimental

Para el desarrollo del trabajo se plante6 un disefio
experimental Factorial 4 x 2 para cada una de las cepas
por separado, donde el Factor 1 corresponde a los
Fertilizantes comerciales con 4 niveles (cada uno de los
fertilizantes) y el Factor 2 el volumen de fertilizante
agregado con 2 niveles (A: concentracion equiparable con
el BBM; B: concentracion recomendada por el
fabricante). Cada tratamiento conto con 3 réplicas para un
total de 24 unidades experimentales por cepa. La
nomenclatura del disefio experimental se evidencia en la
tabla 1. Es de resaltar que los 4 fertilizantes seleccionados
estan compuestos en su mayoria por nitrégeno fosforo y
potasio, son solubles en agua y no generan cambios en la
coloracion o presencia de residuos

Tabla 1. Disefio experimental para las cepas 457 y 1230.

Volumen Nomenclatura
por litro de del

Tratamiento Fertilizante agua (mL) tratamiento
2 1A
1 Crecilizer 20 1B
4 2A
2 Florilizer 20 2B
6 3A
3 Fert-Plant 10 3B
4 4A
4 Violetas 10 4B

D. Analisis estadistico

Para establecer el efecto de diferentes fertilizantes
comerciales sobre el crecimiento celular, el contenido de
nitrégeno en la biomasa final, para las cepas 1230 y 457
se realiz6 por medio de un analisis de varianza (ANOVA)
con el 95 % de confiabilidad. Se comprobaron los




supuestos del ANOVA mediante test cuantitativos de:
Shapiro - Wilk, Kolmogorv, Levene y Durbin — Watson.
El test de rangos maltiples LSD se emple6 para establecer
gue tratamientos presentaron efecto sobre las variables de
respuestas. Las letras iguales, corresponden grupos
estadisticamente homogéneos segun el test de rangos
maltiples LSD, con un nivel de confianza del 95 %. Las
barras de error presentadas en las graficas corresponden
al error estadistico entre las réplicas de cada uno de los
tratamientos (Miranda et al., 2019). Para el desarrollo del
analisis  estadistico se  utiliz6 el  Software
STATGRAPHICS Centurion version XVI.

I11. RESULTADOS Y DISCUSION.

El crecimiento de las dos cepas en los diferentes
tratamientos del disefio de experimentos a escala
laboratorio se observan en las gréficas 1.y 1b, de la cepa
1230y 457 respectivamente. Se puede evidenciar que los
diferentes fertilizantes empleados pueden ser utilizados
como medio de cultivo para el crecimiento celular en

ambas cepas. |El patron de crecimiento de los diferentes
tratamientos presenta una fase de adaptacidn entre los
primeros tres dias, seguido de una fase exponencial la cual
estuvo comprendida entre los dias siete y catorce,
finalizando con una fase estacionaria. Los tratamientos
gue presentaron mayor concentracion celular de 0,82 y
0,78 g/L fueron el tratamiento 1y 2 en la concentracion B
para la cepa 1230 y concentracion celular de 0,86 y 0,90
g/L para la cepa 457, correspondiendo estos Ultimos a el
tratamiento 1 en la concentracion Ay B respectivamente.
La mayor concentracion celular de los diferentes
tratamientos se alcanzo el dia 14 de cultivo, con estos
valores se realizaron las comparaciones entre
tratamientos.
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Grafica la: Curvas de crecimiento de la cepa 1230 para cada uno de
Fertilizante 4).

los tratamientos (a: fertilizante 1; b: Fertilizante 2; c: Fertilizante 3; d:
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Grafica 1p: Curvas de crecimiento de la cepa 457 para cada uno de los tratamientos (a:

Fertilizante 4).

A. Resultados para la cepa 1230

En la gréafica 3, se evidencia la concentracion celular final
para los tratamientos con la cepa 1230. Los resultados del
ANOVA arrojaron que existia una diferencia significativa
entre cada uno de los fertilizantes (P<0,05) con un nivel
de confianza del 95%, pero no existe dicha diferencia
entre las dos concentraciones de los fertilizantes.

Se obtuvo que el tratamiento 1 (fertilizante Crecilizer) fue
el que presenté un efecto positivo en la variable de
respuesta concentracion celular final, por lo cual este
tratamiento fue seleccionado para compararse con los
resultados obtenidos con el control (BBM).

Al no presentar diferencias significativas entre el
volumen de fertilizante agregado, se selecciond la
concentracion A, debido a que esta involucra un menor
gasto del producto y por ende un balance de costos
favorable
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Grafica 2: Concentracion celular final para los diferentes tratamientos
de la cepa 1230.

La comparacion entre el tratamiento 1A con el medio de
cultivo Basal Bristol (BBM) al dia 14 de cultivo se
evidencia en la gréafica 3. Se puede observar que el
fertilizante presento una mayor concentracion celular que
el obtenido con el control, siendo esta diferencia validada
estadisticamente, con un valor P<0,05 y un nivel de
confianza del 95%. Estos resultados pueden ser
contrastados con los obtenidos por Silva-Benavides, 2016
en donde se vio también un mejor desempefio para el caso
del fertilizante en comparacién con el medio de cultivo
estandar.
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Grafica 3: Comparacion entre el contenido de biomasa final en el
tratamiento 1y el control de la cepa 1230.

B. Resultados para 457

Para la cepa 457 los resultados fueron similares a los
obtenidos con 1230 (grafica 4). Entre cada uno de los
tratamientos se evidencio una diferencia estadisticamente
significativa (P<0,05) con un nivel de confianza del 95%,
y una mayor concentracion celular en el tratamiento 1
(Crecilizer) al dia 14 de cultivo, pero no se encontrd
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre las
dos concentraciones evaluadas de los diferentes
fertilizantes, por lo que al igual que en el caso anterior,
fue seleccionada la concentracion que implicase menor
cantidad de fertilizante empleado.

En la grafica 5 se evidencia la comparacion entre la
concentracion celular del dia 14 de cultivo para el
tratamiento 1Ay el control. Estos resultados que a su vez
fueron sometidos a analisis estadisticos de los cuales se
pudo comprobar que dicha diferencia es significativa
(p<0,05 y un nivel de confianza del 95%).

En esta grafica se pudo observar una mayor cantidad de
biomasa, que a su vez podria ser equiparable con el
contenido proteico obtenido de esta cepa bajo el
tratamiento con fertilizante, esto debido a que ambos
valores (proteina-nitrégeno) se encuentran ampliamente
ligados, y para el caso de los tratamientos con fertilizante
el contenido de nitrégeno para ambas cepas fue mayor
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Grafica 4: Concentracion celular final para los diferentes tratamientos
de la cepa 457.
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Grafica 5: Comparacion entre el contenido de biomasa final en el
tratamiento 1y el control de la cepa 457.

De estas graficas es posible evidenciar que los
requerimientos nutricionales de la cepa fueron
completamente suplidos por los fertilizantes comerciales,
basados en este caso, en los contenidos de nitrégeno y
tasas de crecimiento evidenciados por ambas cepas que
permiten descartar en este caso algun efecto nocivo o
alguna clase de blogueo en el desarrollo de las cepas por
parte de los fertilizantes comerciales.

C. Porcentaje de nitrégeno

Las cuantificaciones de nitrogeno en la biomasa final se
observan en la grafica 6 y 7. Estos resultados sugieren que
las microalgas emplean nitrégeno aportado por los
fertilizantes en la sintesis de proteinas y otras
biomoléculas. (Peccia et al., 2013)

Los resultados en cuanto al porcentaje de nitrégeno en la
biomasa final son similares con los obtenidos en el control
de las cepas 1230 y 457. Por lo que se puede evaluar la
posibilidad de utilizar esta biomasa, como materia prima
para la produccion de biocrudo con bajo contenido de
nitrégeno. El bajo porcentaje de este heteroatomo en la



biomasa final disminuiria los problemas operativos, la
formacidn de gomas o sedimentos en los combustibles,
aumentaria el poder -calorifico y la calidad del
combustible obtenidos por técnicas como licuefaccion
hidrotérmica. (Huang et al., 2018) (Obeid et al., 2019),
(Tang et al., 2020).
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Imagen 1: Micrografias de la cepa 1230 a) Dia 1 de cultivo y b) Dia

JI u II 14 de cultivo.
0 II I : :

% Nitrgeno
H (o)} [o0]

N
1

Control
Tratamlento
Grafica 6: Comparacion en los valores de nitrdgeno para 105 |magen 2: Micrografias de la cepa 457 a) Dia 1 de cultivo y b) Dia
tratamientos y el control. 14 de cultivo.
10 - L . .
[A] m[B] E. Comparacién de costos de los diferentes medios
8 -

En la gréfica 8 se presenta el costo por g de biomasa de
~ 6 1 cada tratamiento. Donde se evidencia que el tratamiento
- 1A (Fertilizante Crecilizer con 2 mL/L de agua) el cual

4 arroj0 mayor concentracion celular final para el dia 14,
mostrd los menores costos de produccion para ambas

27 cepas comparados con el control.

0 Por lo anterior, se recomienda el tratamiento 12A, cuyo

costo de produccion de biomasa por Kg es menor respecto
Control al valor del Kg de biomasa del medio BBM.
Adicionalmente, es posible sugerir que el uso de
fertilizantes agricolas reduce el costo de produccion del
medio de cultivo hasta en un 92%, sin alterar el
crecimiento celular de las cepas.
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Grafica 7: comparacion en los valores de nitrogeno para los
tratamientos y el control.

D. Micrografias de 457 y 1230
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Grafica 8: Costo por g de biomasa de los diferentes tratamientos con la cepa
1230.
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Grafica 8: Costo por g de biomasa de los diferentes tratamientos con la cepa
457.

A partir del analisis de costo y el crecimiento celular se
puede afirmar que los fertilizantes pueden ser utilizados
para el crecimiento celular de las cepas 457 y 1230 a
escalas laboratorio, por lo que se puede proponer evaluar
el escalado a Fotobiorreactor.

IVV. CONCLUSION

La concentracién celular obtenida para el caso de los
fertilizantes es en todos los tratamientos equiparable con
el medio de cultivo BBM vy para el caso del tratamiento
uno, se pudo evidenciar un contenido de biomasa incluso
mayor, por lo que es posible concluir que, en cuanto a
tasas de crecimiento, los fertilizantes podrian ser una
opcién viable, que debera ser evaluada posteriormente a
mayor escala para corroborar en ese caso su adecuado
desempefio.

Las biomasas obtenidas de los diferentes tratamientos con
fertilizantes, presentaron resultados del porcentaje de
nitrogeno similares a los obtenidos en ensayos con el
medio BBM, por lo que se propone la biomasa de las
cepas 457 y 1230 cultivadas en fertilizantes como materia
prima para la produccion de biocrudos con bajo contenido
de nitrégeno.

El cultivo de ambas cepas de microalgas usando
fertilizantes comerciales parece ser efectivo, no solo para
mantener las tasas de crecimiento obtenidas con un medio
de cultivo tradicional sino también superandolas como
fue el caso del fertilizante Crecilizer ya mencionado, todo
esto sumado a la reduccion de costos del 92% en
comparacion con el BBM.
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