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RESUMEN

Se estudio el efecto de tres concentraciones (1 %, 2 % y 3 %) de aguas
residuales del procesamiento primario de Engraulis ringens “anchoveta”
(ARPA) en el crecimiento y contenido de proteinas de Spirulina maxima. Las
mayores concentraciones de biomasa de Sp. maxima al octavo dia de cultivo
se obtuvieron con 2 % y 3 % de ARPA con valores de 0,723 g L'y 0,556 g L™,
respectivamente. La mayor tasa de crecimiento (i) en biomasa de Sp. maxima
al octavo dia de cultivo estuvo con 2 % de ARPA (0,248 d™); asimismo, los
menores valores de tiempo de duplicacion (TD) se determinaron con 2 %
(2,796 d) y 3 % (3,242 d) de ARPA y los mayores porcentajes de proteinas se
obtuvieron en los cultivos dosificados con 2 % (58,11 %) y 3 % (59,24 %) de

ARPA, concluyéndose que el mejor tratamiento fue con 2 % de ARPA.

Palabras Clave: Microalga, Spirulina maxima, agua residual, procesamiento

de anchoveta, crecimiento, biomasa, proteinas.
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ABSTRACT

The effect of three concentrations (1 %, 2 % and 3 %) of wastewater from the
primary processing of Engraulis ringens “anchoveta” (ARPA) on the growth and
protein content of Spirulina maxima was studied. The highest concentrations of
biomass of Sp maxima on the eighth day of culture were obtained with 2 % and
3 % of ARPA with values of 0,723 g L™ and 0.556 g L™, respectively. The
highest growth rate (u) in biomass of Sp. maxima on the eighth day of culture,
was 2 % ARPA (0,248 d™); likewise, the lowest values of duplication time (TD)
were determined with 2 % (2,796 d) and 3 % (3,242 d) of ARPA and the highest
percentages of proteins were obtained in the cultures dosed with 2 % (58,11%)
and 3 % (59,24 %) of ARPA, concluding that the best treatment was 2 % ARPA.

Key Words: Microalgae, Spirulina maxima, wastewater, anchovy processing,

growth, biomass, proteins.
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I. INTRODUCCION

Las microalgas son fuente natural, de una gran variedad de sustancias como
DHA (4cido docosahexaenoico) y EPA (&cido eicosapentaenoico),
carotenoides, pigmentos, proteinas, ficocianina, ficoeritrina, exopolisacaridos y
vitaminas como la A, Bl, B2, B6, C, y E, minerales, acidos grasos
poliinsaturados (omega 3 y omega 6) y antioxidantes (carotenos) y otros
productos quimicos de interés (Abalde et al., 1995; Colla et al., 2007; Del
Campo et al.,, 2007; Quevedo et al., 2008; Ulloa, 2011; Salazar, 2012;
Thirumala, 2012), y algunas especies con un alto contenido de proteinas son
poco utilizadas por sus elevados costos de produccién que impide competir con
los alimentos tradicionales (Quevedo et al., 2008; Ulloa, 2011; Madkour et al.,
2012; Salazar, 2012).

Las microalgas habitan aguas marinas, dulces y salobres, con una gran
diversidad de especies (Licet, 2008; Andrade et al., 2009; Garibay et al., 2009),
formas y tamafios, capaces de sobrevivir en diferentes habitats (Abalde et al.,
1995; Chojnacka & Noworyta, 2004; Colla et al., 2007; Licet, 2008; Ruiz, 2011;
Salazar, 2012). Estas requieren de adecuadas condiciones ambientales para
su crecimiento como la luz, temperatura CO,, pH, fotoperiodo y nutrientes, y
utilizan moléculas organicas y micronutrientes como catalizadores, a fin de
producir lipidos, proteinas y carbohidratos a gran velocidad de crecimiento en

menores tiempos (Becker, 1994; Hu et al., 2008; Palomino et al., 2010).

En general las microalgas tienen la capacidad de convertir sustancias
inorganicas en azucares simples mediante la captura de energia luminosa
(Andrade & Costa, 2007; Honty, 2010; Ruiz, 2011), existiendo algunas especies
capaces de crecer metabolizando materia organica como fuente de energia o
de carbono (Andrade & Costa, 2007; Ruiz, 2011). Ademas, por sus altas tasas
de crecimiento y produccién de biomasa son potencialmente Utiles para la
produccion a gran escala considerando que la eleccion de determinada especie
debe tener en cuenta su tasa de crecimiento y composicion quimica (Licet,
2008; Borges et al., 2010; Chen, 2011), asi como variables influenciadas por

otros factores, tales como el medio de cultivo, edad del cultivo, intensidad

1



luminosa, temperatura, salinidad y fotoperiodo (Garibay et al., 2009; Chen,
2011).

También las microalgas son importantes para la acuicultura por su utilizacion
como alimento natural de alto valor nutricional y bajo costo, de gran
aceptabilidad por la mayoria de las especies en cultivo en sus primeras etapas,
y también por su tamafio que posibilita su consumo directo por peces pequefios
y organismos filtradores (Basurto, 1994), en tal sentido, Band (1999) considera
gue Spirulina sp. es una cianofita muy utilizada en la acuicultura como alimento
para zooplancton como Artemia que a su vez sirven para alimentar diversos

organismos acuaticos como crustaceos y peces.

Las cianofitas, como Spirulina, son microorganismos procariotas conteniendo
pigmentos (clorofila a, ficobiliproteinas, carotenoides) para realizar fotosintesis
oxigénica 0 anoxigénica bajo determinadas condiciones ambientales y su
versatilidad metabodlica esta relacionada con su grado de adaptacion a
condiciones ambientales extremas de temperatura, pH, salinidad y limitacion de
nutrientes (Whitton & Potts, 2000).

Spirulina se caracteriza por ser planctdnica y filamentosa que crecen en
habitats tropicales, subtropicales y aguas temperadas (Vonshak, 1997; Colla et
al., 2007; Rodrigues et al., 2011; Madkour et al., 2012), y es importante por su
alto contenido de proteina utilizado como suplemento en la alimentacién
humana, animales y peces, y por sus numerosos componentes bioactivos
como vitaminas, acidos grasos poliinsaturados, aminoacidos esenciales,
minerales, biopigmentos y antioxidantes (Kamat, 1995; Abu et al.,, 2007;
Pandey & Tiwari, 2010; Pandey et al., 2010; Madkour et al., 2012; Thirumala,
2012).

Las cianofitas, por ser procariotas comparten semejanzas con las bacterias,
especialmente las de nutricion, en tal sentido, Spirulina se comporta como
heterétrofa facultativa capaz de asimilar el nitrégeno organico procedente de

residuos o efluentes pesqueros e industriales.



Diversas actividades productivas pesqueras generan residuos o efluentes
orgénicos, asi tenemos que el proceso productivo de la industria anchovetera
se generan diversos residuos tales como el agua de bombeo, sanguaza y agua
de cola (CONAM, 1995; Cabrera, 2002; Alva, 2009); los procesos artesanales e
industriales de “langostinos” y “concha de abanico” generan residuos que
pueden constituir hasta el 50 % de su peso, que por su contenido de proteinas
y otros nutrientes pueden ser aprovechados en procesos biologicos de ensilaje
en los cultivos de microorganismo, aperturando nuevas formas de
aprovechamiento de sustancias residuales (Berenz, 1996; Encomendero &
Uchpa, 2002).

En regidbn Ancash, la industria pesquera industrial y de consumo humano
directo vienen generando residuos cuyo destino final es el ambiente marino
ocasionando perturbaciones en las condiciones acuaticas y biota marina siendo
necesario desarrollar metodologias y/o estrategias tendientes a controlar o
minimizar sus efectos negativos mediante el reciclaje de tales residuos y
cumplir con las normas de control estatales establecidos y evitar las

correspondientes multas (Alva, 2009).

Existen grandes impactos negativos por la emision directa de residuos
pesqueros al ambiente, contaminando los ambientes acuaticos y terrestres, en
tal sentido, dado la facilidad que tienen las microalgas de metabolizar
nutrientes organicos e inorganicos, son eficientemente utilizados en el
tratamiento de las aguas residuales (Romero, 2011) con la ventaja de mejorar
la calidad de los efluentes liquidos y preservar el ambiente, la salud y la calidad
de vida. Adicionalmente, por su alta sensibilidad a los efluentes industriales, las
microalgas pueden ser utilizadas como indicadores biologicos de

contaminacion respecto a la calidad de las aguas (Gomez & Ramirez, 2004).

La presencia de diversos elementos en los efluentes industriales hacen dificil
desarrollar un método adecuado para su tratamiento que por sus
caracteristicas de bioadsorcion y bioacumulacién debe equilibrarse en el
sistema (Travieso et al., 1999), se recomienda realizar un tratamiento

preliminar para remover la materia organica y solidos suspendidos a fin de
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minimizar la interferencia de algunas sustancias, especialmente las

nitrogenadas previo a su empleo en el cultivo de microalgas (Silva et al., 2011).

En la busqueda de un medio de cultivo alternativo para el cultivo de microalgas,
se ha recurrido al uso de diversos insumos evaluando su influencia en el
crecimiento y composicion quimica a fin de reducir los costos y mejorar la
produccion. Entre los trabajos realizados con medios no convencionales
podemos mencionar el de Gémez et al. (2011), quienes utilizando residuos de
pollos en el cultivo de Chlorella sp. determinaron densidades maximas de 7,93

x10° cél mL™?, con 56,15 ug mL™ de proteinas.

Las microalgas presentan mucho interés por la industria acuicola y
biotecnoldgica por la produccion de sustancias alimenticias (proteinas, lipidos y
carbohidratos), utilizadas para la elaboracion de alimentos y en la industria
farmacéutica (Fabregas et al., 1984; Pulz et al., 2001; Licet, 2008). También
son utilizadas exitosamente en aplicaciones ecologistas (Pulz et al., 2001;
Markou et al., 2011), aunque es importante evaluar aspectos economicos de
rentabilidad en el uso de las aguas residuales del procesamiento pesquero

para la produccion de biomasa y fuente de proteinas.

Las microalgas se pueden cultivar de manera fotoautétrofa, fotoheterotrofa,
heterétrofa o mixotrofa, siendo la forma fotoautotrofa el método de produccion
de microalgas mas utilizado a gran escala que resulta econdmicamente
rentable y técnicamente viable en el caso de que no haya produccién de

energia (Chojnacka & Noworyta, 2004; Brennan & Owende, 2010).

Las microalgas son capaces de metabolizar materia organica residual y en
base a ensayos previos realizados con Sp. maxima utilizando aguas residuales
del procesamiento de anchoveta, la produccion de biomasa microalgal permitira

desarrollar una metodologia de su cultivo masivo.

La utilizaciéon de aguas residuales del procesamiento primario de Engraulis
ringens “anchoveta” (ARPA) en el cultivo de Sp. maxima permitird minimizar o

eliminar las actuales perturbaciones del ambiente acuatico que recepciona
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tales aguas residuales mejorando la salubridad del ambiente marino mediante
la eliminacion de sustancias nocivas o de nutrientes que afectan negativamente

el habitat y la biota presente en ella.

En consecuencia, la importancia del presente trabajo de investigacion radica
principalmente en la biotransformacion de las aguas residuales del
procesamiento primario de “anchoveta” en biomasa microalgal y proteinas de
Sp. maxima, que pueden ser utilizados en hatcheries como alimento de
organismos acuaticos, alimentacion humana y reducir la contaminacién del
ambiente marino., por lo que planteamos el siguiente problema de
investigacion: ¢Cudl serd el efecto de diferentes concentraciones de aguas
residuales del procesamiento primario de Engraulis ringens “anchoveta”

(ARPA) en el crecimiento y contenido de proteinas de Spirulina maxima?

Objetivo general:
Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de aguas residuales del
procesamiento primario de Engraulis ringens “anchoveta” en el crecimiento y

contenido de proteinas de Spirulina maxima.

Objetivos especificos:

e Determinar la variacion de biomasa (mg L™) de Spirulina maxima
cultivada con concentraciones de 1, 2 y 3 % de ARPA en condiciones de
laboratorio.

e Determinar la tasa de crecimiento (d*) y tiempo de duplicacién (TD) de
Spirulina maxima cultivada con concentraciones de 1, 2y 3 % de ARPA
en condiciones de laboratorio.

e Determinar el contenido de proteinas (%) de Spirulina maxima cultivada
con concentraciones de 1, 2 y 3 % de ARPA en condiciones de

laboratorio.

Hipotesis:
Si cultivamos Spirulina maxima con diferentes concentraciones (1, 2y 3 %) de
ARPA se obtendra mejor crecimiento y mayor contenido de proteinas con la

concentracion del 2 % de ARPA.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacion del experimento
El experimento fue desarrollado en el laboratorio de Genética de la E.A.P.
Biotecnologia, Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional del Santa.

2.2. Material experimental
2.2.1. Material biolégico

La microalga Sp. maxima se obtuvo del Laboratorio de Cultivos de
Especies Auxiliares de la E.A.P. Biologia en Acuicultura de la Facultad

de Ciencias en la Universidad Nacional del Santa.
2.2.2. Preparacion de indculo

Los in6culos de Sp. maxima fueron realizados utilizando agua de mar y
agua dulce tratada con hipoclorito de sodio al 4 % (1mL L™) durante 24 h
antes de ser neutralizada con tiosulfato de sodio al 15 % (1 mL L™)
aplicando vigorosa aireacién (5 L min™) por 1 h para volatilizar el cloro
residual. Los inéculos se iniciaron en 2 matraces de 500 mL con 200 mL
volumen efectivo de cultivo fertilizados con medio Zarrouk durante por 10
dias con iluminacion constante (2000 lux) y agitados manualmente.
Luego los cultivos fueron diluidos en 2 botellas de 1500 mL con un
volumen efectivo de 1000 mL y mantenidos con iluminacion (2000 lux) y

aireacion (500 mL min™) constantes.
2.3. Preparacion de los medios de cultivo
2.3.1. Medio Zarrouk

El medio de cultivo modificado de Zarrouk fue preparado segun Aiba &

Ogawa (1977) cuyos ingredientes se muestran en las tablas 1y 2.



Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo Zarrouk.

SS.%‘gfl(gg) VOLUMEN COMPONENTES CONCENTRACION

NaHCO; 13,61¢g

SS-1 500 mL Na,CO; 4,03 g
K;HPO, 0,50 g
NaNO; 2,509
K,SO, 1,00 g
NaCl 1,00 g
MgSO,.7H,0 0,209

SS-2 500 mL CaCl,.2H,0 0,049
FeS0,.7H,0 0,01g
EDTA (Titriplex III) 0,08 g
So_lucic’)n de Micronutrientes 6.0 mL
(Aiba & Ogawa, 1977) '

Tabla 2. Composicion de solucion micronutrientes del medio Zarrouk.

COMPONENTES SSTocK@LY | MEDIO FINAL (m)
ZnS0,.7H,0 1,00 1,00
MnS0,.7H,0 2,00 1,00
H3BOs 10,00 1,00
Co(NO3)4.6H,0 1,00 1,00
Na;M00,.2H,0 1,00 1,00
CuS0,.5H20 0,005 1,00

2.3.2. Preparacion del medio de cultivo ARPA

El agua residual fue colectada de la poza de decantacion secundaria de
una empresa que procesa recursos hidrobiolégicos en la ciudad de
Chimbote en un balde plastico de 4 L con tapa y traslada al laboratorio
de Cultivos de Especies Auxiliares de la Universidad Nacional del Santa,
donde se procedio su filtrado con malla de Nytal de 100 umy 10 um y
guardada en refrigeracion hasta la utilizacion. Las diluciones del medio
de cultivo ARPA fueron realizadas con agua potable tratada y
dosificadas con 5g de bicarbonato de sodio y llevada a 5 ups de

salinidad con cloruro de sodio.




Se determinaron la humedad, proteinas, lipidos, cenizas, solidos totales

y materia organica del ARPA segun AOAC (1995) y el contenido de

sulfuros, nitratos, nitritos, amonio y fosfatos segun APHA (2005), que

fueron realizados en el Laboratorio de Biologia y Ecologia de la

Universidad Nacional del Santa (Tabla 3). Cabe destacar el elevado

aporte de materia orgénica nitrogenada y de fosfatos.

Tabla 3. Composicion base del medio ARPA.

PARAMETROS CONCENTRACION
Humedad (%) 98,13
Materia organica (%) 1,78
Sélidos Totales (mg L™) 18170,00
Proteinas (mg L™) 6942,00
Lipidos (mgL™) 1240,00
Cenizas (mg L™ 870,00
Sulfuros (mg L™) 0,91
Nitratos (mg-N L™ 137,19
Nitritos (mg-N L™) 4,11
Amonio (mg-N L™ 81,20
Fosfatos (mg-P L™) 118,36

2.4. Preparacion de las unidades experimentales

Los cultivos fueron realizados en 12 botellas plasticas de 1500 mL de volumen

total y con 1000 mL de volumen efectivo (Tabla 4), iniciandose con 0,10 g L™

de biomasa y colocados al azar en un estante metalico (Fig. 1).

Tabla 4. Constituyentes de los cultivos de Sp. maxima dosificados con ARPA.

. ARPA (%)
PARAMETROS
0 1 2 3
Agua Residual (mL) 0 10 20 30
Agua Potable (mL) 900 890 880 870
In6culo (mL) 100 100 100 100
TOTAL (mL) 1000 1000 1000 1000




Tabla 5. Aporte de nitrdgeno N inorganico y orgénico, y P, de los medios de

cultivo de Sp. maxima.

Parametro ARPA Control ARPA (%)
(100%) (2) 1 2 3
N inorgénico (mg L™) 222,50 412,00 2,23 4,45 6,68
N orgénico (mg L™)* 1110,72 0,00 11,11 22,21 33,32
P (mgL™ 118,36 88,92 1,18 2,37 3,55

*: Valores obtenidos con un factor proteico de 6,25.

Los valores porcentuales de ARPA fueron determinados previamente en
laboratorio y cada tratamiento fueron realizados por triplicado.

Figura 1. Distribucion de las unidades experimentales de los cultivos de Sp.

maxima.

2.5. Evaluacion de los parametros ambientales del cultivo
Se registré diariamente en cada unidad experimental el pH y la temperatura,
utilizando un pHmetro digital marca Hanna (+0,01 unidades) y un termémetro

digital marca Boeco (+0,1 °C), respectivamente.

La aireacion fue proporcionada por un blower de 1/2 HP y conducida con tubos
de PVC de 2" y mangueras de 0,5 cm de didmetro con llaves. La aireacion fue

medida periédicamente con un flujbmetro Cole Parmer (+10 mL min™) y la



iluminacién suministrada por un fluorescente de 40 w cuya intensidad fue

medida con luxémetro digital Hanna (0,1 lux).
2.6. Determinacion del crecimiento de Sp. maxima

El crecimiento fue determinado en biomasa seca diaria (g L™) de los cultivos
mediante lecturas de absorbancia a 560 nm, tomando 5 mL de muestra
microalgal de cada unidad experimental, segun Leduy & Therien (1977), cuya
curva de calibracion de la relacion biomasa vs densidad éptica fue determinada

previamente en espectrofotometro UV-VIS con celda de cuarzo de 1 cm.

La biomasa microalgal de Sp. maxima fue determinada diariamente, y la tasa
de crecimiento (1) y el tiempo de duplicacion diaria (TD) fueron calculados al

octavo dia segun Levasseur et al. (1993) aplicando las formulas siguientes:

_ In(B¢/By) D - In (2)
Ty =Ty K

Donde By y B; corresponden al peso seco de Sp. maxima (biomasa) en gramos

al inicio (To) y final (T¢) del cultivo, respectivamente.

2.7. Determinacién del contenido de proteinas en Sp. maxima
El contenido de proteinas totales empleando el método colorimétrico de Lowry

et al. (1951) fueron determinados al final de la experiencia segun el siguiente

flujograma (Fig. 2).
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Muestra centrifugada
(4 mL)
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( Agregar 5 mL de solucién Lowry )

\

.
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( Agregar 0,5 mL de reactivo folin )
Dejar actuar por 30 min a
temperatura ambiente

2

(Lectura espectrofotométrica a 750 )
nm (longitud de onda)

Figura 2. Flujograma para determinar el contenido de proteinas totales de Sp.

maxima en los cultivos, segun Lowry et al. (1951).

De cada unidad experimental fue centrifugado 4 mL del cultivo microalgal a
10000 rpm por 10 min, elimindndose el sobrenadante y la pasta de microalga y
secada en estufa a 60 °C por 3 h. La muestra seca fue colocada en tubos de
ensayo y se agregd 5 mL de solucién de Lowry que luego de agitado se dejo a
temperatura ambiente por 10 min y se agregé 0,5 mL de reactivo Folin por 30
min a temperatura ambiente. Las lecturas de absorbancia se midieron en

espectrofotometro a 750 nm de longitud de onda.

En la elaboracion de la curva de calibracion (anexo 8), se recurre a
seroalbumina bovina como patron en concentraciones conocidas y para la

determinacién de las proteinas totales (P) se aplicé la siguiente ecuacion:

<(Absor£ancia) XV )

M

x 100

P (%) =
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Donde:

Vv : Volumen final de muestra analizada (10 mL).
M : Peso equivalente al peso seco (mg) en 4 mL de cultivo.
p : Pendiente de la curva de calibracion (3,1487).

La biomasa de proteinas (PB) es determinada mediante la siguiente formula:

PxB
100

PB(mgL™) =

Donde:
P: Porcentaje de proteinas (%).
B: Biomasa seca (mg L™).

2.8. Andlisis estadistico de los datos

Los datos de crecimiento en biomasa y contenido de proteinas de Sp. maxima,
temperatura y pH, de todos los tratamientos fueron sometidos al analisis de
varianza (ANOVA) para establecer diferencias entre sus promedios (Steel &
Torrie, 1988). Ademas, se utilizé el test de Tukey HSD para establecer el mejor
promedio. Para ambos casos se aplico un nivel de significancia de 0,05. Todo
el tratamiento estadistico se desarroll6 utilizando los programas, Microsoft
Office Excel 2013 y SPSS 21.0 para Microsoft Windows 8.1.
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[ll. RESULTADOS
3.1. Parametros ambientales del cultivo
3.1.1. Temperatura
La temperatura en las unidades experimentales con Sp. maxima vario de

23,5 a 24,6 °C siendo estadisticamente similares (p>0,05) en todos los

dias del cultivo (Fig. 3).
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Figura 3. Variacion de la temperatura (°C) de los cultivos de Sp. maxima

dosificados con 3 concentraciones de ARPA.
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3.1.2. pH

Los valores del pH en los cultivos de Sp. maxima variaron de 8,13 a 9,35
mostrando paulatinos incrementos (Fig. 4) y no mostrar diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). Inicialmente los valores de pH
fueron estadisticamente similares (p>0,05) con valores entre 8,15y 8,16,
no obstante que en los dias 2 y 3 los mayores valores se presentan en
los dosificados con 2 % (8,61) y 3 % (8,61) de ARPA. Sin embargo, en
los siguientes dias se observa mayores incrementos en los tratamientos
con 2%y 3 % de ARPA (Fig. 5).

10T
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Figura 4. Variacion del pH de los cultivos de Sp. maxima dosificados con 3

concentraciones de ARPA.

3.2. Crecimiento en biomasa de Sp. maxima
Los cultivos de Sp. maxima iniciados con 0,100 g L™ muestran incrementos
progresivos en todos los tratamientos siendo los tratamientos y los dosificados

con 2 % de ARPA los que alcanzaron mayores valores en biomasa durante los
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8 dias que duraron las experiencias. Sin embargo, en los 3 primeros dias todos

los tratamientos presentaron similares incrementos de biomasa.

A partir del dia 4 los dosificados con 2% de ARPA presentdé un mayor
crecimiento estadisticamente significativo (p<0,05) con 0,416 g L™; seguido del
tratamiento con 3 % (0,384 g L) y del 1 % (0,281 g L™). En el dia 5, los de 2 %
de ARPA fueron mayores (0,538 g L™), asimismo, este comportamiento se
mantuvo durante los siguientes dias, asi tenemos que en los dias 6, 7 y 8 sus

valores fueron de 0,617; 0,627 y 0,723 g L™, respectivamente (Tabla 6 y Fig. 5).

Tabla 6. Contenido en biomasa (g L™) de Sp. maxima cultivados con medio
ARPAy control Z.

DIA DE ARPA (%)
CULTIVO  conTROL (2) 1 2 3
0 0,100 +0,010a 0,100 +0,006a 0,100 +0,009a 0,100 +0,008a
1 0,141 +0,005a 0,133 +0,005ab 0,127 +0,002b 0,136 +0,004ab
2 0,196 +0,003a  0,174+0,003b 0,188 +0,008a 0,170 +0,005b
3 0,272+0,011a  0,234+0,005c 0,253 +0,004b 0,225 +0,007¢C
4 0,375+0,020b  0,281+0,011c 0,416 +0,006a 0,384 +0,004b
5 0,510 +0,030ab 0,351 +0,008c 0,538 +0,007a 0,469 +0,009b
6 0,602+0,017a 0,404 +0,016c 0,617 +0,010a 0,518 +0,016b
7 0,643+0,015a  0,423+0,010c 0,627 +0,026a 0,526 +0,022b
8 0,697 +0,023a  0,434+0,017c  0,723+0,039a 0,556 +0,034b

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

La coloracién de todos los cultivos presenta la coloracion verde azulado

caracteristica de las cianofitas creciendo en buenas condiciones (Fig. 6).
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Figura 5. Variacion del peso seco de Sp. maxima cultivados con medio ARPA y

control Z.

Figura 6. Coloracion de los cultivos de Sp. maxima dosificados con ARPA.
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Respecto a la tasa de crecimiento (1) y el tiempo de duplicacién (TD), los
cultivos de Sp. maxima dosificada con 2 % de ARPA al final de la experiencia,
presentaron los mejores valores estadisticamente similares a los controles, sin
embargo, los valores de TD de los cultivos controles y los dosificados con 2 %
y 3 % de ARPA fueron estadisticamente similares (Tabla 7).

Tabla 7. Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacién en biomasa (TD) de
Sp. maxima en los cultivados con ARPA y control Z.

) ARPA (%)
PARAMETRO
0 1 2 3
L (d) 0,243+0,012ab 0,184 +0,011c 0,248 +0,007a 0,215 +0,016bc
TD (d) 2,857 +0,145a 3,777 +0,240b 2,796 +0,079a 3,242 +0,255a

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

3.3. Contenido de proteinas en Sp. maxima

El contenido porcentual de proteinas de los cultivos de Sp. maxima, al final de
la experiencia, fueron significativamente similares (p<0,05) en los dosificados
con 2%y 3 % de ARPA con 58,11 % y 59,24 % y el control (56,42%), mientras
que el contenido de proteinas expresados en mg L™, los cultivos controles y los

dosificados con 2% de ARPA fueron estadisticamente similares (Tabla 8, Fig. 7
y 8).

Tabla 8. Contenido de proteinas (%) y biomasa seca (mg L™) en el octavo dia

de cultivo de Sp. maxima en los tratamientos con ARPA y control Z.

ARPA (%)
0 1 2 3

PARAMETROS

Biomasa (mgL™) 697,33 +22,50a 433,67 +17,24c 723,33 +38,73a 556,00 +34,04b

Proteinas (%) 56,42 +1,91a 48,76 +2,19b 58,11 £1,16a 59,24 +1,37a

Proteinas (mg L) 393,71 #25,16a 211,24 #5,95c 420,03 +14,37a 329,09 +12,94b

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (a<0,05).
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Figura 7. Contenido porcentual de proteinas de los cultivos de Sp. maxima
dosificados con ARPA.
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Figura 8. Contenido de proteinas (mg L") de los cultivos de Sp. maxima
dosificados con ARPA.
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IV. DISCUSION

Las condiciones de cultivo de las microalgas pueden alterar el crecimiento,
produccién de biomasa y su contenido nutricional, por ejemplo, las condiciones
estresantes (limitacion de nutrientes, intensidad de luz y sustancias téxicas)
pueden desencadenar o suprimir la acumulacién de almidén y de lipidos en
algunas especies mediante la regulacion del metabolismo del carbono
(Fabregas et al., 1984, 1985; Wang et al., 2009), por lo tanto, deben controlarse
0 mantenerse en rangos Optimos para no afectar la dindmica del crecimiento

microalgal.

Respecto a la temperatura de los cultivos, las microalgas pueden tolerar
amplios rangos de temperatura mientras que algunas suelen estar por debajo
de los 25 °C otras soportan hasta 36 °C (Abalde et al., 1995). En los cultivos de
Sp maxima, es necesario considerar la temperatura de la suspension
microalgal por su influencia directa en la velocidad de crecimiento y que
Spirulina spp. no inicia el crecimiento debajo de 20°C alcanzando maxima
velocidad de crecimiento entre los 35 y 38 °C y a mayores temperaturas hay
riesgo de la destruccion rapida del cultivo, asimismo, cambios bruscos de
temperatura disminuyen el rendimiento de la biomasa (Gonzélez, 1995). En la
experiencia, los valores de temperatura de 23,5 °C a 24,6°C estuvieron dentro

de estos rangos establecidos y no influyeron en los resultados obtenidos.

En relacién al pH de los cultivos, Pelizer (2000) considera que es un parametro
clave en el desarrollo del cultivo de Spirulina spp. por cuanto el medio de
cultivo se alcaliniza por el consumo de la fuente de carbono, generando bases
como el NaOH. Diversos autores (Gonzéalez, 1995; Pelizer, 2000; Monaselidze,
2002) consideran que el intervalo 6ptimo de pH para una buena preservacion
en la viabilidad de las células de Spirulina spp. en medio Zarrouk es de 9,4 a
10,3 y el rango de pH 6ptimo esta entre 8 y 11 unidades. Los valores del pH de
los cultivos de Sp. maxima determinados en la experiencia estan dentro del
rango adecuado por lo que este pardmetro no ha interferido en los resultados

obtenidos de crecimiento y contenido de proteinas.
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La biomasa microalgal, tasa de crecimiento (W) y tiempo de duplicacion (TD)
permiten evaluar el crecimiento de una especie de microalga en cultivo, sobre
todo si los nutrientes presentes en su medio son asimilados y transformados en
biomasa, existiendo resultados exitosos en el crecimiento de microalgas
utilizando medios organicos (Basurto, 1994; Merino et al., 2003; Ipanaqué &
Paredes, 2009; Cervera, 2011); y se conoce que las microalgas asimilan
diversas fuentes de nitrdgeno como nitrégeno amoniacal, nitrato, urea, extracto
de levadura, peptona, aminoacidos y purinas (Oh-Hama & Miyachi, 1992;
Merino, 1999; Chen & Chen, 2006; Wilhelm et al., 2006; Pifia et al., 2007;
Ganuza et al., 2008), observandose en el presente trabajo de investigacion,
gue las microalgas presentaron buenos crecimientos de Sp. maxima con el

medio Zarrouk (Z) y las diferentes dosificaciones de ARPA.

La mayor biomasa de Sp. maxima fue obtenida con la dosificacion de 2 % de
ARPA (0,723 g L™) cercano a los reportados por Gami et al., (2011) para
Spirulina sp. (NCIM 5421), cultivada con medio Zarrouk modificado (0,53 g L™)
y con fertilizantes (0,75 g L) indicando buen aprovechamiento de los

nutrientes presentes en el medio ARPA.

La tasa de crecimiento microalgal (1) indica el potencial biolégico de la especie,
siendo mayor en los primeros dias de cultivo debido a la disponibilidad de
nutrientes (Griffiths et al., 2012; Roleda et al., 2013). Este efecto ha sido
demostrado por Roleda et al, (2013), en el cultivo de Chromulina
ochromonoides y Dunaliella tertiolecta utilizando medio Guillard f/2 con valores
de p mas altos a los cinco dias con 0,677 d* y 0,745 d*, respectivamente;
mientras que Thalassiosira pseudonana, Nannochloropsis oculata e Isochrysis

galbana tuvieron un p de 0,564 d*, 0,481 d*y 0,451 d™, respectivamente.

Por otro lado, valores de p, expresados en biomasa (g L™), reportados por
Gami et al. (2011) en el cultivo durante 8 dias de Spirulina sp. (NCIM 5421),
utilizando medios Zarrouk modificado y fertilizantes encontraron valores de 0,32
d*y de 0,37 d*, respectivamente, ligeramente superiores al encontrado en el
presente trabajo con 2 % de ARPA (0,248 d?). Sin embargo, Madkour et al.

(2012), cultivando Sp. platensis, con medio Zarrouk, con suplemento de nitrato
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de amonio (0,353 g L™) y urea (0,088 g L™), obtuvieron las mayores tasas de
crecimiento fue de 0,321 d*, 0,233 d* y 0,225 d*, respectivamente, similares a
las reportadas (0,248 d™).

En relacion al tiempo de duplicacion, Fabregas et al. (1985), afirman que la
deficiencia de nitrogeno en el medio de cultivo incrementa el TD en |. galbana,
debido que la velocidad de division celular disminuye, y depende también de un
adecuado balance de nutrientes como nitrégeno y fésforo, condicion 6ptima
gue se da al inicio de un cultivo, requiriéndose del adecuado balance nutrientes
para sostener el cultivo microalgal. Estas condiciones pueden ser modificadas
para obtener mejores resultados que los medios de cultivo inorganicos
(Rosales et al., 2007). Durante la fase lag el cultivo de Spirulina spp. se
acoplan a las condiciones establecidas, periodo en la que la tasa de
crecimiento es baja, pero se incrementa paulatinamente con el tiempo (Becker,
1982), similar al obtenido en el presente trabajo de investigacion, dejando en
evidencia que la dosificacion con 2 % de ARPA es la concentracion mas

adecuada para el crecimiento de Sp. maxima.

Ademas, Madkour et al. (2012), cultivando Spirulina platensis, con medio
Zarrouk, con suplemento de nitrato de amonio (0,353 g L™) y urea (0,088 g L ™),
obtuvieron los menores tiempos de duplicacion de 2,157 d, de 2,978 d y 3,088
d, respectivamente; mientras que, a los 8 dias de cultivo de Spirulina sp. (NCIM
5421), con medio Zarrouk modificado se encontré un tiempo de duplicacion de
2,15 d y con medio Fertilizantes 1,89 d (Gami et al., 2011), valores menores a
los determinados por nosotros en los dosificados con 2 % de ARPA. Los
resultados demuestran claramente la capacidad de Sp maxima para
metabolizar los nutrientes organicos presente en los efluentes o residuos de la
pesqueria, especialmente en el ARPA para crecer similarmente a los cultivos

controles dosificados con medio Zarrouk elaborado para el cultivo de Spirulina.

La composicion quimica de las microalgas es influenciada por varios factores
(temperatura, pH, salinidad, perfil de nutrientes) en el cultivo (Thompson, 1996;
Tzovenis et al., 2003; Garibay et al.,, 2009; Alsull & Wan, 2012) y segun la

fuente de nitrégeno y fésforo, organico o inorganico, es posible modificar la
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composicion quimica de la biomasa microalgal generada. La investigacion el
medio de cultivo utilizado (ARPA), por su contenido de nitrégeno, fésforo y
carbono organicos permite la obtencién de altos contenidos porcentuales de
proteinas, correspondiendo 58,11 % y 59,24 % para las dosificaciones con 2 %

y 3 % de ARPA con respectivamente.

El contenido de proteina de las microalgas depende de sus caracteristicas
genéticas y de la fuente nitrogenada utilizada, asi tenemos que algunas cepas
bajo diferentes concentraciones de desechos de la crianza de aves de corral
estan del orden del 39 %, sin mostrar correlacién significativa entre el contenido
de proteina y la productividad de biomasa (Singh et al., 2011) asi tenemos
valores de 43 % en Chlorella minutissima y 37 % en Scenedesmus bijuga

cultivada con desechos de la crianza de aves de corral (12 mg L™).

Borges et al. (2010), evaluaron el crecimiento y composicion quimica de 10
especies cultivadas en medio Conway, encontrando los valores mas altos de
proteinas en Tetraselmis gracilis (33,6 %), Prorocentrum minimum (30,9 %) e
Isochrysis galbana (29,4 %); asimismo, Pifia et al. (2007), cultivaron cuatro
especies de microalgas con medio Guillard f/2, Nutrilake y urea, encontraron
para Isochrysis sp. concentraciones de proteinas de 20,77; 21,36 y 23,97 %,
respectivamente. También Sanchez et al. (2000), cultivaron |. galbana con
diferentes concentraciones de nitrdgeno en forma de nitrato, con medios de
cultivo Guillard /2 (12,353 mg L™), Ukeles (28,000 mg L™), Ben-Amotz (70,000
mg L™), S-88 (13,848 mg L™) y Algal-1 (39,375 mg L™) y hallaron contenidos de
proteinas de 20,6; 25,3; 37,0; 27,4 y 30,3 %, respectivamente.

Estos resultados son menores que los reportados para cianofitas,
especialmente para el género Spirulina que puede alcanzar hasta 62 % de
proteinas (Vonshak, 1997); sin embargo, se han hallado valores bajos, de
22,04 a 38,13 % de proteinas en cultivos de Sp. platensis utilizando aguas
residuales de la produccion de aceite de oliva considerandose al nitrdgeno
como el nutriente limitante, asimismo obtuvieron con medio Zarrouk
suplementado con nitrato de amonio (0,353 g L™) y urea (0,088 g L) las

mayores concentraciones de proteinas de 52,95; 52,62 y 47,10 %,
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respectivamente (Markou et al.,, 2012). Estos resultados son ligeramente
menores a los obtenidos en los cultivos de Sp méaxima dosificados con 2 %
(58,11 %) y 3 % (59,24 %) de ARPA, debido al nitrégeno orgénico aportado por
su alto contenido de proteinas del ARPA (6942 mg L™).

El contenido de nitrégeno en los medios de cultivo microalgales es muy
importante por su activa participacion en la sintesis de proteinas necesarias
para mantener el crecimiento y division celulares, y por ser el constituyente
principal de proteinas y &cidos nucleicos abundante en las células vivas
(Sukenik et al., 1993; Jiang, 2002; Huang et al., 2003), en tal sentido el medio
ARPA, por contener elementos minerales y proteinas, permiten Optimos
crecimientos y contenido de proteinas en Sp. maxima, de buena calidad por su
alto contenido de aminoacidos indispensables que segun Tiboni (1985)

alcanzan el 47 % del peso total de las mismas.

Los cultivos dosificados con 3 % de ARPA pese a presentar menor crecimiento
y menor biomasa (556,00 mg L™) que el control (697,33 mg L™) tiene mayor
contenido de proteinas (59,24 %) que el control (56,42 %), al parecer, debido al
mayor estrés que ejerce el medio de cultivo sobre las células de Sp. maxima

incrementa la acumulacion intracelular de proteinas.

El nitrégeno es requerido para la sintesis de aminoacidos que forman parte de
las proteinas celulares y otros componentes como clorofilas y ficocianina que,
al parecer, concentraciones de nitrato de 0,625 a 2,500 g L™, no afecta el
porcentaje de proteinas de Sp. platensis normalmente de 57,63 a 60,82 %
(Colla et al., 2007), coincidiendo con la concentracién del medio Zarrouk (2,500
g L?1). También se ha demostrado que el bajo contenido de nitrégeno
disminuye el contenido de clorofila de Sp. platensis presentando colacién
verde-amarillo (Carvalho et al., 2004). Este cambio de coloracién fue observado
en los cultivos dosificados con 1 % de ARPA no obstante presentaron alto
contenido de proteinas (48,76 %) y menores crecimientos (Fig. 6), que podria
ser consecuencia de la calidad y cantidad del nitrégeno dosificado, que segun

Mostert & Grobbelaar (1987), los cambios en la fuente de nitrégeno y la
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cantidad en los medios cultivados limitan el crecimiento intensivo de microalgas

alterando su pigmentacion y composicion bioquimica.

En consecuencia, los mejores crecimientos y contenidos de proteinas
determinados en los cultivos de Sp. maxima dosificadas con 2% de ARPA
revelan un adecuado balance de nutrientes y el contenido éptimo del nitrégeno

organico aportado.
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V. CONCLUSIONES

v' Las mayores concentraciones de biomasa de Spirulina maxima se
obtuvieron en los cultivos dosificados con 2 y 3 % de ARPA con valores

de 0,723 g L™ y 0,556 g L™, respectivamente.

v' La mayor tasa de crecimiento (u) fue obtenido en los dosificados con 2
% de ARPA (0,248 d™).

v' Los mayores contenidos de proteinas Sp. maxima fueron obtenidos en
los cultivos dosificados con 2 % y 3 % de ARPA con valores de 58,11 %

y 59,24 %, respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

Determinar diariamente el contenido de proteinas, carbohidratos y
lipidos totales de los cultivos de Sp. maxima dosificados con 1,2y 3 %
de ARPA en laboratorio, asimismo, escalar estos resultados en cultivos
al aire libre utilizando agua de mar y otros efluentes y/o residuos

organicos.

Evaluar la produccion de biomasa microalgal y el contenido de
pigmentos en cultivos masivos al aire libre en biorreactores y piletas
someras con la finalidad de desarrollar una nueva metodologia de
produccion aprovechando la capacidad de Sp. maxima de metabolizar

residuos organicos tan abundantes en nuestra localidad.

Realizar ensayos en sistemas de cultivo (reactores o piletas someras) de
grandes volumenes con fines de biorremediacion y evaluar econémica y
técnicamente la instalacion y funcionamiento de grandes unidades de

cultivo y produccion de microalgas.
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Anexo 1. Temperatura (°C) en los cultivos de Sp. maxima con ARPA y control
Z.

ARPA (%)
C[SLAT'ID\/EO CONTROL (2) 1 2 3

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 240 237 238 238 238 24,0 237 239 236 240 236 241
1 242 240 24,1 242 241 237 241 241 243 238 242 241
2 243 242 238 243 241 241 239 240 24,1 242 242 243
3 235 237 24,0 237 238 239 239 238 238 236 240 241
4 240 239 237 242 240 236 239 237 240 240 241 239
5 241 242 24,0 237 240 24,1 242 243 238 241 243 238
6 243 241 240 242 241 245 239 244 246 242 244 242
7 240 241 238 237 241 241 240 238 237 241 239 238
8 239 239 24,0 242 239 241 238 240 238 239 239 2472

Anexo 2. Temperatura promedio (°C; £D.E.) en los cultivos de Sp. maxima con
ARPA y control z.

DIA DE ARPA (%)

CULTIVO  coNTROL (2) 1 2 3
0 23,8 £0,2a 23,9 +0,1a 23,7 +0,2a 23,9 +0,3a
1 24,1 10,1a 24,0 +0,3a 24,2 +0,1a 24,0 +0,2a
2 24,1 10,3a 24,2 +0,1a 24,0 +0,1a 24,2 +0,1a
3 23,7 £0,3a 23,8 +0,1a 23,8 +0,1a 23,9 +0,3a
4 23,9 £0,2a 23,9 +0,3a 23,9 +0,2a 24,0 +0,1a
5 24,1 10,1a 23,9 +0,2a 24,1 10,3a 24,1 +0,3a
6 24,1 10,22 24,3 +0,2a 24,3 +0,4a 24,3 +0,1a
7 24,0 £0,2a 24,0 £0,2a 23,8 +0,2a 23,9 +0,2a
8 23,9 £0,1a 24,1 0,22 23,9 +0,1a 24,0 +0,2a

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 3. Valores de pH en los cultivos de Sp. maxima con ARPA y control Z.

ARPA (%)
C[SLAT'ID\/EO CONTROL (2) 1 2 3

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

0 815 816 8,13 814 818 8,15 814 817 818 813 816 815
1 827 826 828 835 832 831 842 840 840 845 844 844
2 845 843 850 851 853 852 858 863 8,62 871 869 862
3 870 870 877 873 876 879 890 885 883 892 888 896
4 884 883 879 885 881 887 892 893 889 9,05 907 9,03
5 892 893 886 890 886 891 9,01 9,02 9,02 9,06 903 9,10
6 888 889 892 9,00 896 9,01 909 912 9,10 916 913 920
7 895 888 891 910 906 911 920 922 912 926 923 9,30
8 891 886 892 901 903 906 926 927 9,29 931 928 935

Anexo 4. Valores de pH promedio (£ D.E.) en los cultivos de Sp. maxima con
ARPA 'y control Z.

DIA DE ARPA (%)

CULTIVO  coNTROL (2) 1 2 3
0 8,15 +0,02a 8,16 +0,02a 8,16 £0,02a 8,15 +0,02a
1 8,27 +0,01d 8,33 £0,02¢ 8,41 +0,01b 8,44 +0,01a
2 8,46 +0,04b 8,52 +0,01b 8,61 0,03a 8,67 +0,05a
3 8,72 +0,04b 8,76 £0,03b 8,86 £0,04a 8,92 +0,04a
4 8,82 +0,03c 8,84 +0,03¢ 8,91 +0,02b 9,05 +0,02a
5 8,90 +0,04b 8,89 +0,03b 9,02 +0,01a 9,06 +0,04a
6 8,90 £0,02¢ 8,99 +0,03b 9,10 £0,02a 9,16 +0,04a
7 8,91 +0,04c 9,09 +0,03b 9,18 +0,05ab 9,26 +0,04a
8 8,90 £0,03c 9,03 £0,03b 9,27 +0,02a 9,31 +0,04a

Letras diferentes en la misma fila, indica diferencia significativa (a=0,05).
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Anexo 5. Peso seco (g L™; +D.E.) de Sp. maxima con ARPA y control Z.

ARPA (%)
CliJiLAT?\/EO CONTROL (2) 1 2 3
R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3
0 0,095 0,094 0112 0095 0,098 0,106 0094 0095 0110 0097 0094 0,109
1 0,146 0,141 0137 0128 0,132 0,138 0125 0,129 0,126 0,140 0,137 0,132
2 0,193 0,196 0,198 01174 0177 0171 0187 0196 0180 0174 0171 0,164
3 0284 0,268 0263 0229 0235 0238 0251 0257 0250 0232 0225 0,219
4 0,354 0,393 0379 0294 0275 0274 0412 0422 0413 0384 038 0,381
5 0,476 0534 0521 0342 0352 0358 0537 0546 0532 0477 0470 0,460
6 0587 0,620 0598 0418 0407 0387 0628 0610 0613 0537 0512 0,506
7 0631 0659 0638 0431 0427 0412 0656 0619 0607 0550 0522 0,506
8 0672 0715 0705 0437 0449 0415 0681 0732 0757 0589 0558 0,521

Anexo 6. Tasa de crecimiento (l) y tiempo de duplicacién en biomasa (TD) de

Sp. maxima con ARPA y control Z.

ARPA (%)
PARAMETRO CONTROL () 1 2 3
RI R2 R3 RI R2 R3 RIL R2 R3 RI R2 R3
Bo 0,095 0,094 01112 0,095 0,098 0,106 0,094 0095 0110 0,097 0,094 0,109
B¢ 0,672 0,715 0,705 0437 0449 0415 0681 0732 0757 0589 0558 0,521
Dias 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8

H(d") 0245 0254 0230 0191 0190 0171 0248 0255 0241 0225 0223 0,196

TD (d) 2,829 2,729 3,014 3,629 3,648 4,053 2,795 2,718 2,876 3,081 3,108 3,536
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Anexo 7. Biomasa, absorbancia, porcentaje y biomasa de proteinas de Sp.

maxima cultivada con ARPA y control Z al octavo dia de cultivo.

PARAMETROS

ARPA (%)

CONTROL (2)

Biomasa Muestra x4 mL (mg) 2,69 2,86 2,82

Biomasa Total (mg L™) 672,00 715,00 705,00

437,00 449,00 415,00 681,00 732,00 757,00

589,00 558,00 521,00

Absorbancia 0,464 0,527 0,497

0,275 0,262 0,262 0,509 0,532 0,546

0,432 0,413 0,398

Proteinas (%) 54,78 58,52 55,97

Proteinas (mg L’l) 368,12 418,42 394,59

49,91 46,23 50,13 59,43 57,67 57,23

218,11 207,57 208,04 404,72 422,14 433,23

58,14 58,82 60,77

342,44 328,22 316,61

Anexo 8. Curva de calibracion con seroalbumina para la determinacion de

proteinas totales de la microalga Sp. maxima con correccion a cero utilizando

blanco de reactivos.
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