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Resumen

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos reconocidos por su produccion de vitaminas, carbohidratos, pigmentos
y lipidos. Sin embargo, esta produccion es afectada por la composicién de nutrientes micro y macrominerales en el sistema
de cultivo, que para algunos casos constituyen altos costos, un 70% en la produccién de microalgas. El objetivo de este
estudio fue evaluar un fertilizante edafico comercial como medio de cultivo para la microalga Desmodesmus opoliensis y su
efecto en la cinética celular. Para esto, se utiliz6 como medio comercial Remital® en cultivos estaticos, evaluando un total
de cuatro concentraciones (0.5; 1.0; 1.5 y 2.0 gr/l de agua destilada), este medio de cultivo fue comprando con el medio
F/2 Guillard (1 ml/I) por triplicado para cada medio de cultivo (n=3). Para determinar la curva cinética y su comportamien-
to, la densidad celular (cel/ml) se llevé a cabo por medio de conteo celular en cdmara de Neubauer y las clorofilas totales
(pug/ml) por espectrofotometria, a una tempertura de cultivo de 242 °C y un fotoperiodo de 12:12 (Luz:Oscuridad) durante
14 dias. El F/2 Guillard alcanzé una densidad celular maxima de 4.33+1.96 (10° cel/ml). El tratamiento con concentracio-
nes de 2 g/l, mostré el mayor crecimiento con un promedio de 2.9x10° cel/m, sin diferencias estadisticas significativas al
ser comparado con las diferentes concentraciones del fertilizante comercial Remital® (P>0.05). Estos resultados confirman
y permiten el uso de fertilizantes no convencionales como el Remital® en la produccién de Desmodesmus opolienis.

Palabras clave: clorofila, densidad celular, edafico, microalga, pigmentos.

Abstract

The microalgae are photosynthetic microorganisms recognized for their production of vitamins, carbohydrates, pigments
and lipids. However, this production is affected by the composition of micro and macro nutrients in the culture system,
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which in some cases constitute high costs, 70% in the production of microalgae. The objective of this study was to evalua-
te a commercial edaphic fertilizer as a culture medium for the microalgae Desmodesmus opoliensis and its effect on cell
kinetics. For this, Remital® was used as a commercial medium in static cultures, evaluating a total of four concentrations
(0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 gr/I of distilled water), this culture medium was purchased with the Guillard F/2 medium (1 ml/l) in
triplicate for each culture medium (n= 3). To determine the kinetic curve and its behavior, the cell density (cel/ml) was
carried out by means of cell count in Neubauer chamber and total chlorophylls (ug/ml) by spectrophotometry, at a culture
temperature of 24 = 2 °C and a photoperiod of 12:12 (light:dark) for 14 days. The Guillard F/2 reached a maximum cell
density of 4.33+1.96 (10° cells/ml). The treatment with concentrations of 2 g/I, showed the highest growth with an average
of 2.9x10°8 cel/ml, without significant statistical differences when compared with the different concentrations of the com-
mercial fertilizer Remital® (P>0.05). These results confirm and allow the use of unconventional fertilizers such as Remital®

in the production of Desmodesmus opolienis.

Key words: chlorophyll, cell density, edaphic, microalgae, pigments.

Resumo

As microalgas sdo microorganismos fotossintéticos conhecidos pela sua producao de vitaminas, carboidratos, pigmentos
e lipidos. No entanto, esta producdo é afectada pela composicao de nutrientes micros e macro no sistema de cultura, o
que nalguns casos presentan custos elevados, 70% na producdo de microalgas. O objetivo deste estudo foi avaliar um
fertilizante edafica comercial como meio de cultura para a microalga Desmodesmus opoliensis e seu efeito sobre a cinéti-
ca celular. Para isso, foi utilizado como um meio comercial Remital® em culturas estéticas, avaliando um total de quatro
concentracoes (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g/l de agua destilada), este meio de cultura foi comprando o F/2 Guillard (1 ml/l), em
triplicado, para cada meio de cultura (n= 3). Para determinar a curva cinética e comportamento, a densidade celular (cel/
ml) foi efectuada por contagem de células numa camara de Neubauer e clorofilas totais (ug/ml) por espectrofotometria a
uma temperture de cultura de 24+2 °C e fotoperiodo de 12:12 (luz:escuro), durante 14 dias. O F/2 Guillard atingido uma
densidade celular maxima de 4.33£1.96 (10° cel/ml). O tratamento em concentracdes de 2 g/l, mostrou o maior cresci-
mento com uma média de 2.9x10° cel/ml, sem diferencias estatisticas significativas quando comparada com as diferentes
concentracoes do fertilizante comercial Remital® (P>0,05). Estes resultados confirmam e permitir que o uso de fertilizantes
nao convencionais, tais como Remital® na producao de Desmodesmus opolienis.

Palavras chave: clorofila, densidade celular, edaficas, microalgas, pigmentos.

Introduccién

Las microalgas son un importante recurso para la gene-
racion de biocombustibles de tercera generacion, de-
bido a su rapido crecimiento y capacidad de minimizar
o evitar el uso de tierras cultivables y nutrientes usa-
dos en la agricultura convencional (Scott et al., 2010;
Bhatnagar et al., 2011). Las células de este recurso bio-
l6gico puede ser afectado bioquimicamente v fisiol6gi-
camente por los medios de cultivo, las condiciones de
crecimiento y la composicion de nutrientes, sumado a
la tecnologia de transformacién génica (Nichols, 1973;
Kim y Giraud, 1989; Kim y Smith, 2001).

Desmodesmus opoliensis es una microalga de la clase
de las cloroficeas, perteneciente a la familia Scenedes-
maceae, que se encuentra en aguas dulces como rios,
siendo dominante en este tipo de ambientes (John et
al., 2011; Guiry y Guiry, 2016). El género Desmodes-
mus posee interés biotecnolégico por ser cercana a
la microalgas del género Scenedesmus ampliamente
estudiada y como recurso biolégico con potencialidad
como alimento para peces, nutrientes suplementarios,

productos farmacéuticos (Belay et al., 1993), y biorre-
mediacion de agua contaminada (Chong et al., 2000).

Las microalgas se producen en cultivos de tipo batch
que se caracterizan por largas fases de latencia en los
diferentes medios de cultivo (Lim et al., 2006). Unas
de las variables de mayor estudio es el conocimiento
de la estructura de los cloroplastos, donde se almace-
na parte de la energia acumulada por el proceso de
fotosintesis y los pigmentos producidos, permitiendo
verificar los cambios fisicos y quimicos que se produ-
cen en las células en crecimiento. Asi el medio de cul-
tivo o microambiente debe aportarle los parametros
minimos de supervivencia para la especie (Fernandez
etal., 2014).

Una gran variedad de medios de cultivo incluyendo
Erdschreiber, Grund, ES, CHU-10, F/2 de Guillard y
series de los medios ASP (MclLachlan, 1973; Nichols,
1973), han sido desarrollados para la efectividad de los
cultivos en especies de microalgas de agua dulce y ma-
rinas. Sin embargo, presentan algunas limitaciones en
nutrientes seleccionados para mejorar los crecimien-
tos en cultivos de largo tiempo (Kim et al., 2007).
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Otro de los aspectos a tener en cuenta cuando se prue-
ban medios de cultivos alternativos, es su forma de pre-
sentacion, recomendandose tener en cuenta algunos
factores que puedan limitar a la microalga en su creci-
miento como solubilidad, textura y coloracion del me-
dio, asi el microorganismo no va encontrar obstaculos
a la hora de disponer de los nutrientes (Gartner, 2008;
Koller et al., 2012). Estudios previos han demostrado
que con el uso de fertilizantes agricolas permite obtener
un mayor crecimiento, una similar composicién proxi-
mal y un menor costo que con aquellos medios que son
especificos o convencionales para el cultivo de microal-
gas como el F/2 de Guillard (Valenzuela-Espinoza et al.,
2005). Por ejemplo, Morris-Quevedo et al., (1999), re-
portaron altos valores de protelna (44.6%) en Chorella
vulgaris cultivada con Triple 15.

Organismos como Chondracanthus canaliculatus 'y
Gardnerella vaginalis fueron cultivados en estiércol de
bovino de forma anaerobia, demostrando que es efi-
ciente y mas econémico con respecto a medios con-
vencionales como el F/2 de Guillard (Faria et al., 2001;
Espinosa et al., 2003). Una alternativa a los medios de
cultivo tradicionales ya estandarizados, quimicamente
definidos, son aquellos sustratos organicos, mayor-
mente subproductos de otras industrias como las vi-
nicolas, donde existe una buena fuente de carbono,
nitrégeno, fosforo, micro minerales y otros nutrientes
(Silveira et al., 2008).

Por otro lado, la utilizacion de fertilizantes agricolas
y/o comerciales se ha considerado como una alter-
nativa econémica para reducir los altos costos en el
mantenimiento y produccién de microalgas en labo-
ratorios comerciales (Pifa et al., 2007). La importancia
de seleccionar el medio de cultivo para producir deter-
minada especie de microalga radica en que el uso de
un sustrato adecuado puede optimizar el valor nutri-
cional de estos (Nieves-Soto et al., 1994). Por este mo-
tivo el objetivo del presente trabajo fue evaluar el uso
de un fertilizante comercial (Remital®) como medio
de cultivo sobre la cinética celular de Desmodesmus
opoliensis, como posible opcion favorable en el uso
de fertilizantes edaficos de uso comercial, los cuales
pueden llegar a ser muy econémicos y efectivos en
la produccién de microalgas a nivel de laboratorio y a
escala industrial de manera sostenible y viable.

Materiales y métodos

Avrea de estudio

El estudio fue realizado en el laboratorio de Alimen-
to Vivo del Instituto de Acuicultura de la Universidad

de los Llanos (IALL), localizado en el kilémetro 12 via
Puerto Lopez, vereda Barcelona del municipio de Villa-
vicencio (Meta-Colombia), ubicado a 418 m.s.n.m. Las
condiciones climaticas de la region son caracteristicas
de un clima hdmedo tropical, con temperatura prome-
dio de 25°C, precipitacion anual promedio de 4.050
mm y promedio de humedad relativa de 75%.

Descripcion de la especie

Desmodesmus opoliensis (variedad carinatus) de la
familia de las Scenedesmaceae, fue identificada por
descripcion morfologica de acuerdo a John, Whitton
y Brook (2002) y uso de Microscopia Electronica de
Barrido (Figura 1). Especie nativa de la region de la
Orinoquia, obtenida del banco de cepas de microal-
gas del Laboratorio de alimento vivo del Instituto de
Acuicultura de la Universidad de los Llanos - IALL (Vi-
llavicencio, Meta). La microalgas estuvo mantenida
en medio liquido F/2 Guillard estandar (Guillard y
Ryther, 1962), bajo condiciones de laboratorio (tem-
peratura de 242°C), con un fotoperiodo de 10:14 L:O
(Luz:Oscuridad).

Condiciones experimentales de cultivo

Evaluacion de los medios de cultivo

Para evaluar el efecto del fertilizante comercial Re-
mital® (Abocol, Cartagena, Colombia) y F/2 Guillard
como medio control de referencia. Se realizaron cul-
tivos estaticos, evaluando un total de cuatro concen-
traciones (0.5; 1.0; 1.5 y 2.0 gr/l de agua destilada)
para el caso de Remital® y a una concentracion de 1
ml/l de agua destilada para el F/2 Guillard (ver Tabla
1, composicion de los medios utilizados). Para cada

Figura 1. Células de Desmodesmus opoliensis. Microscopia elec-
trénica de Barrido para identificacién morfolégica de la es-
pecie.
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concentracion se hicieron tres replicas (n=3), con un
total de trece (13) unidades experimentales, ubicados
aleatoriamente en estantes metalicos con condiciones
fijas de luz (lamparas de nedn Phillips, 72 Watts, Am-
sterdam, Holanda) con un fotoperiodo de 12:12 L:O
(Luz:Oscuridad), una temperatura promedio de culti-
vo de 25 °C, una temperatura ambiental controlada
con termohigrémetro (Extech, Nashua, USA) y airea-
cién constante suministrada por medio de un blower
(Sweetwater S-41, Florida, USA).

Tabla 1. Resumen de composiciones de macro y
microminerales en las concentraciones de los medios

utilizados.
Remital (mg.I"") | F/2 Guillard
El t
emento [2g.1] (mg.I)

Nitrégeno total (N) 353,6 0,8501
Nitrogeno

205,6 -
amoniacal (N)
Nitrégeno nitrico (N) 156,8 0,8501
Nitrogeno ureico (N) - -
Fésforo asimilable

133,4 -
(P205) '
Potasio soluble

380,2 0,0871
en agua (K20) ! !
Boro (B) 51 -
Cobre (Cu)* - -
Hierro (Fe)* -~ -
Manganeso (Mn)* 55 0,0018
Molibdeno (Mo)* - -
Zinc (Zn)* 2,9 0,00022
Azufre (S) 40,4 0,0001

(*) Quelatados con EDTA.

El cultivo se tuvo en matraces de vidrio con un volu-
men fijo de 300 ml. En cada unidad experimental se
adiciono entre 400 y 600 pl de Desmodesmus opolien-
sis a una densidad celular inicial de 1.4 de X10° cel/ml
(Figura 2). La duracion del ensayo estuvo determinada
por el tiempo de maxima densidad celular.

Andlisis sobre la cinética celular

La densidad celular (cel/ml) fue determinada por con-
teo en camara de Neubauer (Bright Line, Optik Labor,
Friedrichshofen, Germany) bajo un microscopio Opti-
co (Nikon Eclipse E200, Tokio, Japon) a una magnifica-
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Figura 2. Montaje de las unidades experimentales bajo los
pardmetros establecidos. Fertilizante Comercial (0.5; 1.0; 1.5
y 2.0 g/l de agua destilada), a 25°Cy Fotoperiodo12-12 (L-O).

cion de 400x, siguiendo la metodologia reportada por
Sipauba-Tavares y Rocha, (2003).

La concentracién de pigmentos o clorofila total (ug/
ml) se determiné por medicion de absorbancias con
la ayuda de un espectrofotometro Genesys 20 (Ther-
mo Fisher scientific, Waltham, USA), de acuerdo con
el método propuesto por Ritchie, (2008) a diferentes
longitudes de onda: 480, 664, 647, 630 y 691 nanoé-
metros (nm), mediante la siguiente ecuacion:
(21.3873% A630)+ (10,3739 A647)+

(5,3805% A664)+ (5,5309% A691)
Vol. de la muestra

Clorofila total= * Vol.delextracto

El monitoreo se realizé dia por medio, extrayendo una
muestra de 1.5 mly 0.5 ml para pigmentos y densidad
celular, respectivamente. De acuerdo con la concen-
tracion del inoculo y su volumen, se calculé la cantidad
volumétrica de inoculo que cada unidad experimental
debia recibir en iguales cantidades, para asegurar que
todas iniciarian dicho experimento con la misma den-
sidad de microorganismos. Este trabajo para su desa-
rrollo, conté con el aval del comité de bioética de la
Universidad de los Llanos.

Andlisis estadistico

Para la asignacion de los tratamientos se emple6 un
disefio completamente al azar. Los resultados fueron
procesados por medio de estadistica descriptiva y
mostrados como media £ desviacion estandar (SD). Se
llevé a cabo un anadlisis de varianza (Anova) para ve-
rificar diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados. Ademas de esto, se realizaron test de nor-
malidad y homogeneidad de los datos, para detectar
datos anormales o heterogéneos (Humberto y Roman,

Uso de fertilizante comercial en la cinética celular de Desmodesmus opoliensis (Chlorophyceae), reporte preliminar 21



2008). Dicho andlisis se llevo a cabo en el programa
estadistico R version i386 3.3.0.

Resultados

El comportamiento cinético de Desmodesmus opo-
liensis con el fertilizante comercial (Remital®) muestra
al dia 12 como el de mayor o maximo crecimiento
celular para las cuatros concentraciones evaluadas (Fi-
gura 3). De igual forma se evidencia la fase de latencia
considerada desde el dia O hasta el dia 2, una fase ex-
ponencial a partir del dia 4 hasta el dia 11 y finalmente
una fase de descenso a partir de los dias 13 y 14 para
ambas variables respuestas, densidad celular (Figura 3)
y clorofila total (Figura 4) .

La cinética de crecimiento en términos de densidad
celular se observa en la figura 3. La maxima densidad
celular fue observada a los 12 dias de cultivo mostran-
do diferencias estadisticas significativas (P>0.05) al ser
comparada con el medio convencional F/2 Guillard=
4.33£1.96 (10° cel/ml) con las diferentes concentra-
ciones del fertilizante comercial (Remital®). Estos

Figura 3. Comportamiento cinético de Densidad celular (cel/
ml) de Desmodesmus opoliensis cultivadas en medio a base
de fertilizante comercial durante 14 dias. Datos expresados
como media * error estdndar de la media. (n=3).

valores de maximo crecimiento cinético se muestran
en la tabla 2. Las curvas cinéticas representadas en la
figura 3, muestran que no existe una diferencia signifi-
cativa entre las medias de los tratamientos a diferentes
concentraciones con respecto a la densidad celular.
Sin embargo, el tratamiento con concentraciones de 2
g/l, mostré el mayor crecimiento con un promedio de
2.9 x 10° cel/m (P>0.05).

La mayor concentraciéon de pigmentos (clorofila total
pg/l) son observados en la figura 4, donde el F/2 Gui-
llard presenté la mayor concentracién a los 12 dias
de cultivo (16.24%2.67 ug/l) al ser comparado con las
diferentes concentraciones del fertilizante comercial
Remital®, comportamiento que reflejo valores altos
en concentraciones de 1.0 y 2.0 mg/l (14.64+2.22
y 13.56%3.37 ug/l, respectivamente) sin presentar
diferencias estadisticas significativas (P>0.05).

Discusién
De acuerdo con John et al, (2011), las microalgas

llevan a cabo sus procesos de crecimiento y genera-
cion de compuestos intracelulares y extracelulares por
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Figura 4. Comportamiento cinético de produccién de Cloro-
filas totales (pg/ml) de Desmodesmus opoliensis cultivadas
en medio a base de fertilizante comercial durante 14 dfas.

Datos expresados como media # error estandar de la media.

Tabla 2. Parametros cinéticos de Desmodesmus opoliensis, evaluados durante 12 dias de cultivo. Densidad celular (x106 cel/ml) e
Clorofilas totales (pg/ml). Datos expresados como media + desviacién estdndar (DS).

Variables d . Fertilizante comercial (g/l)
ariables de F/2 Guillard
respuesta 0.5 1.0 1.5 2.0
Densidad celular 4.33£1.962 2.66% 0.51P¢ 2.66% 0.50°¢ 2.30% 0.77P¢ 2.9+ 0.44bc
Clorofilas totales 16.2442.673 12.5243.36P¢ 13.56+3.37P¢ 12.81+ 2.44 be 14.64+2.22 be

a,b,c Entre columnas, valores con letras distintas son diferentes (P < 0,05, n =3).
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medio de la fotosintesis, procesos que dependen di-
rectamente de la disponibilidad de nutrientes, siendo
importante la selecciéon del medio de cultivo en mi-
croalgas con potencial de ser cultivada como Desmo-
desmus opoliensis.

Los factores ambientales tienen un efecto significati-
vo en la biomasa de microalgas, las condiciones am-
bientales, como la radiacién de luz, la temperatura y el
valor del pH causan diversos comportamientos sobre
la produccién de biomasa de diferentes especies de
microalgas (Li et al., 2011), mas directamente afec-
ta la productividad (Soletto et al., 2008; Mata et al.,
2010; Xenopoulos et al., 2002). Otros factores como
la concentracién de nutrientes afectan el crecimiento,
consumo de nutrientes y propiedades y acumulacion
de lipidos (Aslan y Kapdan, 2006; Goldberg y Cohen,
2006; Rodolfi et al., 2009).

La concentracion de nitrégeno y fosforo presente en
el agua es considerada como factor fundamental y su
influencia directa en la cinética de crecimiento de la
microalga, relacionado con el consumo de nutrientes
y la acumulacién de lipidos (Xin, Hong-ying, Ke y Ying-
xue, 2010).

Con la incorporacion a las diferentes caracteristicas
de un medio cultivo, el uso de productos agricolas
(fertilizantes) como el Remital® fue observada una
tendencia exponencial en la cinética de crecimiento
de la densidad celular y clorofila total, al aumentar la
concentracion. Estos resultados confirman lo repor-
tado por Ortiz-Moreno et al., (2012), usando el mis-
mo fertilizante comercial para el cultivo de Chlorella
sorokiniana, sin presentar diferencias significativas
en las concentraciones propuestas (1.0, 2.0, 3.0, 4.0
y 5.0 g/l). Sin embargo, Estrada et al., (2010) reporta
que concentraciones bajas el sustrato se convierte
en una limitante de para el crecimiento de la mi-
croalga, ademas de que el bajo costo del fertilizante
no justifica el riesgo de cultivar microalgas con can-
tidades reducidas de medio a gran escala.

Investigaciones en Chorella vulgaris, reportan el efec-
to de diferentes medios de cultivo (chu10, fertilizante
complejo NPK, humus de lombriz y equinaza) sobre
el crecimiento y el contenido proteico, observando
la mayor densidad con el fertilizante complejo NPK
(10.941.6 x 10° cel/ml) en el dia 22 de cultivo (Mufoz
etal., 2011).

De acuerdo a Dominguez-Bocanegra, (2004), las microal-
gas clorofilas como Haematococcus pluvialis cambian su
color de verde a amarillo, dicho fendmeno es atribuido

a la acumulacién de clorofilas a y B-carotenoides vy a las
condiciones de cultivo establecidas.

A pesar de que la absorcién de los nutrientes (N, Py
K) en un sistema tipo batch, se agotan a la primera
semana de inoculado el cultivo, el crecimiento con-
tinua hasta un 300% de produccién, por lo que se
asume que la microalga puede almacenar nutrientes
y el stress causado por las variaciones de nitrogeno
induce la produccion de otros tipos de componen-
tes o la reproduccion de celular (An et al.,, 2003).
Se ha demostrado que el incremento de las fuentes
de carbono, junto con bajos niveles de pH pueden
afectar las tasas de crecimiento y la fotosintesis de
las microalgas, lo cual puede explicar la similitud en
las variables de crecimiento (densidad celular y pro-
duccion de pigmentos), relacionadas directamente y
pueden ser un punto de partida para futuros traba-
jos en los que se busque evaluar cinéticas por medio
de la densidad éptica o la produccién de pigmentos
como parametros de crecimiento (Kim et al., 2007).

Se reporta el uso de fertilizantes comerciales en el cul-
tivo de Chondracanthus Squarrulosus utilizando diver-
sas fuentes de nitrégeno y aguas vertidas de industrias,
consideradas altamente contaminantes, con el objeti-
vo de generar procesos de biorremediacion por medio
de las microalgas (Ferrera-Cerrato et al., 2006), alter-
nativa tan efectiva como la incorporacion al medio de
cultivo de compuestos nitrogenados de alto grado de
pureza (Pacheco-Ruiz et al., 2004).

Medios de cultivo no convencionales como ensilado
de pescado generan resultados satisfactorios en pro-
ducciones masivas de Nannochloropsis oculata, evi-
denciando la bdsqueda de recursos nuevos para el
escalamiento de las microalgas de manera econémica
(Sanchez-Torres et al., 2008).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
confirman el uso de Remital® como un medio ideal
para Desmodesmus opolienis, ademas por el bajo
costo permitiendo la produccién de componentes
de alto valor agregado y de interés a nivel industrial.
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