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Abstract

The microalgae represent an alternative for the treatment of wastewater for his capacity of removal of
nutrients and high commercial value of produced biomass. There was evaluated the growth, removal of
nutrients and organic matter of Microalgae Scenedesmus sp. in wastewater derived from remains of fish.
Discontinuous cultures were in use in tanks to sky opened with 150L, constant aeration and in conditions
no controlled of photoperiod and temperature. The growth of microalgae we evaluated by means of cell
counting, dry weight and content of pigments, realizing the compilation of the same one in stationary
phase by means of natural sedimentation, and effecting physicochemical analyses to the biomass dried to
the sun. The microalgae grew in wastewater to opened sky, reporting efficiencies of removal of 94.44%
(23.80 mg/L) for ammonia nitrogen, 77.54% (7.04 mg/L) for phosphates and 35.59 % (26.09 mg/L) for or-
ganic matter. The dry biomass recollected was a component of high contained protein (24,41%), fibrous
(10,04%), with levels of fats (2,47%) and mineral (23,52%) adapted to complement the animal nutrition.
These results showed that Scenedesmus can be used for the treatment of wastewater by production of a
biomass of added value.
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Produccion de biomasa de la microalga Scenedesmus
sp. utilizando aguas residuales de pescaderia

Resumen

Las microalgas representan una alternativa para el tratamiento de aguas residuales por su capaci-
dad de remocion de nutrientes y alto valor comercial de la biomasa producida. Se evalu6 el crecimiento,
remocion de nutrientes y materia organica de la microalga Scenedesmus sp. en aguas residuales deriva-
das de restos de pescaderia. Se utilizaron cultivos discontinuos en tanques a cielo abierto con 150L, airea-
ci6én constante y en condiciones no controladas de fotoperiodo y temperatura. Se evalué el crecimiento de
la microalga mediante recuento celular, peso seco y contenido de pigmentos, realizando la recoleccion de
la misma en fase estacionaria mediante sedimentacion natural, y efectuando analisis fisicoquimicos a la
biomasa secada al sol. La microalga creci6 en agua residual a cielo abierto, reportando eficiencias de re-
mocién de 94,44% (23,80mg/L) para nitrégeno amoniacal, de 77,54% (7,04mg/L) para fosfatos y de
35,59% (26,09mg/L) para materia organica. La biomasa seca result6 ser un componente de alto conteni-
do proteico (24,41%), fibroso (10,04%), con niveles de grasa (2,47%) y minerales (23,52%) adecuados para
complementar la nutriciéon animal. Estos resultados demostraron que Scenedesmus puede ser utilizada
para el tratamiento de aguas residuales con la produccién de una biomasa de valor agregado.
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Introduccion

Las aguas residuales, ya sean de origen do-
méstico, animal o industrial, debido a su alto
contenido de nutrientes (N y P) constituyen un
medio apropiado para el crecimiento de microal-
gas, las cuales han demostrado su capacidad de
remover cantidades apreciables de nitrogeno y
fosforo para su desarrollo [1].

El uso de microalgas como depuradoras de
aguas residuales, surge a comienzos de los anios
50, cuando Oswald y colaboradores, sugirieron
la utilizacion de cultivos masivos de microalgas
para el tratamiento de aguas residuales y pro-
duccion de proteina, simultaneamente [2].

Las microalgas comunmente utilizadas
han sido Chlorellay Scenedesmus [3, 4], emplea-
das en el tratamiento de residuales provenientes
de plantas de tratamientos convencionales [5, 6],
aguas residuales industriales [7, 8] y residuos
animales [9, 10]. Asi como en la producciéon masi-
va de biomasa para fines comerciales [11, 4].

El proceso integral de tratamiento de aguas
residuales usando cultivos de microalgas, pre-
senta ventajas tan importantes como son: el me-
joramiento de la calidad del efluente, mediante
un mecanismo de bajo costo energético con el
aprovechamiento de nutrientes que estaban
siendo desechados y que son incorporados a la
biomasa; la cual presenta un alto valor comercial
[12]. Esta biomasa segun su composicion quimi-
ca, puede convertirse en fuente productora de fer-
tilizantes, alimentos animales (avicultura, ganado
porcino, ganado vacuno y acuicultura), energia,
ademas de otras aplicaciones en la industria qui-
mica, biomedicina y farmacologia [13, 14, 12].

La presente investigacion tuvo por finalidad
utilizar aguas residuales de pescaderia para la
produccion de biomasa de la microalga Scene-
desmus sp. con lo que se pretende evaluar la ca-
pacidad de remocion de nutrientes de la mismay
la calidad de la biomasa producida en conexion
con este tratamiento.

Parte Experimental

Microorganismo seleccionado

Se utilizaron cultivos unialgales de la mi-
croalga de agua dulce Scenedesmus sp., sumi-

nistrada por el Laboratorio de Microorganismos
Fotosintéticos de la Facultad Experimental de
Ciencias, Universidad del Zulia. Esta microalga
fue aislada de la Laguna Gato Negro ubicada
10°47" latitud Norte y 71°38” longitud Oeste so-
bre la costa Noroeste del Lago de Maracaibo, Mu-
nicipio Maracaibo del Estado Zulia-Venezuela
[15].

Esta microalga pertenece a la division Chlo-
rophyta, Clase Chlorophyceae, Orden Chlorococ-
cales, familia Scenedesmaceae y puede encon-
trarse solitaria o en parejas formando cenobios
[15]. Scenedesmus fue seleccionada por su capa-
cidad de soportar elevadas concentraciones de
nutrientes contenidos en las aguas residuales,
poseer actividad metabdlica elevada y capacidad
de resistir variaciones ambientales lo que la ha-
cen sobrevivir y ser un género comun de aguas
residuales [12].

El in6culo de la microalga se produjo utili-
zando como medio de cultivo Nitrofoska Foliar a
una concentracion de 5 mL/L, lo que equivale a
una concentracion de nitrégeno amoniacal, ni-
trogeno total kjeldahl, fosfato y demanda quimica
de oxigeno de 3,08; 7,84; 7,21y 30,97 mg/L, res-
pectivamente. Inicialmente el in6culo se repro-
dujo a nivel de laboratorio bajo condiciones con-
troladas de temperatura 26+2°C, iluminacién de
156 umol.quanta/m?.s, fotoperiodo 12h:12h y
aireacion constante sin CO,, hasta alcanzar los
12 L cuando mostré un pH de 7,80; y luego, fue
transferido a tanques de asbesto a cielo abierto
de 1,04x1,04x0,55 m (aproximadamente 600 L
de capacidad), donde se aument6 su volumen
hasta 150 L. Esto se realiz6 con la finalidad de
promover la adaptacion del mismo a las condicio-
nes de ensayo.

Medio de cultivo

Se emple6é agua residual de pescaderia;
preparada a partir de la mezcla de 7,5 Kg de res-
tos de pescado compuestos de 30% piel, 30% ca-
bezas y colas, 40% visceras, obtenidos de una
pescaderia comercial, con 80 L de agua potable,
estos se agitaron vigorosamente y se filtraron por
gravedad utilizando una gasa tipo USP VII para
separar los restos sélidos de mayor tamano. El
volumen de agua residual asi obtenido, se man-
tuvo con aireacion constante a temperatura am-
biente bajo sombra (26+2°C) durante tres dias,
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con la finalidad de inducir la biodegradacion ae-
robica de la misma, por parte de su flora bacteria-
na asociada [1]. Luego, este residual fue aumen-
tado hasta 150 L con agua potable, obteniendo
una concentracién de final de 50g,..;q,,,s/ L 10 que
represento la siguiente composiciéon quimica: ni-
trogeno amoniacal 23,52 mg/L, nitrégeno total
kjeldahl 25,20 mg/L; fosfato 6,01 mg/L, deman-
da quimica de oxigeno 75,83 mg/L y un pH de
9,80.

Como cultivo de control se emple6 agua po-
table enriquecida con un nutriente comercial (Ni-
trofoska Foliar) a una concentracion de 5 mL/L
en agua potable.

Sistema de cultivo

Los cultivos fueron iniciados con un inécu-
lo de 1,0x10° cel/mL de la microalga Scenedes-
mus, en tanques de asbesto, de 600 L de capaci-
dad conteniendo un volumen de 150 L de medio
de cultivo y manteniéndose bajo condiciones de
iluminacién y fotoperiodo natural, y una tempe-
ratura que oscil6 entre los 30+4°C, con un maxi-
mo de 34°C en horas del medio dia (12:00am a
2:00pm).

Evaluacion del crecimiento poblacional
y analisis fisicoquimicos de la biomasa
microalgal

El crecimiento de la microalga se evalu6
cada tres dias, a través de contajes celulares en
camara de Neubatier de 0,1 mm de profundidad.
En la fase estacionaria (15 dias) se retiro la airea-
cion de los cultivos, a fin de inducir la sedimenta-
cion de la biomasa por espacio de tres dias; pos-
teriormente la biomasa se separ6 del sobrena-
dante por decantacion y se coloco extendida en
bandejas con un espesor menor o igual a lcm,
para su secado al sol (de 1 a 3 dias).

Labiomasa secay pulverizada con un mor-
tero, se evalu6 en cuanto a su contenido de hu-
medad, cenizas, proteina total [19], fibra cruda,
extracto etéreo y nutrientes digeribles totales
[20]. EI contenido de pigmentos (clorofila a, by
carotenoides totales) se determiné en la bioma-
sa fresca, utilizando acetona:metanol (2:1) como
solvente de extraccion y aplicando las ecuacio-
nes de Jeffrey y Humprey [16] y Strickland y Par-
son [17].

La concentracion de nutrientes y materia
organica se determiné mediante analisis de ni-
trogeno amoniacal, nitrégeno total kjeldahl (ni-
trégeno amoniacal+nitrégeno organico), ortofos-
ato y demanda quimica de oxigeno, al inicio y al
final del ensayo [18].

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA)
de un factor para la comparacion de medias, apli-
cando la prueba Scheffé a un nivel de significan-
cia de 0,05; junto a un analisis de correlacion li-
neal utilizando el coeficiente de correlacion de
Pearson. Estos analisis se realizaron utilizando
programa SPSS 10.0 para Windows.

Resultados

El crecimiento de Scenedesmus sp. tanto en
el agua residual de pescaderia como en el control
mostro desde el inicio del ensayo un crecimiento
exponencial, indicando la rapida adaptacion de
la microalga al medio residual en condiciones mi-
xotroficas (Figura 1). De igual manera, la curva
de crecimiento en ambos tratamientos fue simi-
lar y en fase estacionaria, tomaron valores de
densidades celulares alcanzadas sin diferencia
significativa (p>0,05), de 8,05+0,55x10° cel/mL
y 7,39+0,18x 10° cel/mL en el cultivo con el agua
residual de pescaderia y el control, respectiva-
mente.

De acuerdo al contenido de nutrientes (N y
P) y de materia organica (DQO) en ambos medios
de cultivos, se puede indicar que el agua residual
de pescaderia contiene una concentracion de ni-
trogeno significativamente mayor (p<0,05), que el
control. No obstante, a pesar de estos altos valo-
res en el medio residual, la microalga exhibi6é un
comportamiento de crecimiento sin diferencia
significativa (p>0,05).

El contenido de pigmentos y masa seca de
los cultivos (Tabla 1), al igual que en el crecimien-
to, no se observaron diferencias significativas
(p>0,05) entre el tratamiento con agua residual y
el control. Esto significa que en cuanto a la cloro-
fila se produjeron valores de 2,94+0,15 y
2,23+0,22ug/mL; de carotenoides de 1,11+0,03
y 0,89+0,04ug/mLy de masa seca con 0,39+0,03
y 0,44+0,01 mg/mL, para el control y agua resi-
dual de pescaderia, respectivamente.
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10,04%. de la microalga Scenedesmus sp.

Tabla 1

Crecimiento, contenido de pigmentos (clorofila ay b; carotenoides totales) y masa seca
de Scenedesmus, en fase estacionaria (15 dias)

Tratamiento Crecimiento Clorofila Carotenoides Masa seca
(x10° cel/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Control 7,39+0,18 2,94+0,14 1,11+0,03 0,39+0,03
Pescaderia 8,05+0,55 2,24+0,22 0,89+0,04 0,44+0,01
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Figura 4. Remocion de materia organica
en el cultivo de la microalga Scenedesmus sp.

El extracto etéreo (EE), estuvo por debajo
del 3% para este ensayo, reportandose valores de
2,97 y 2,47% para el control y el tratamiento de
pescaderia respectivamente, sin diferencia signi-
ficativa.

En general, el contenido de nutrientes dige-
ridos totales en la biomasa seca de Scenedesmus
sp. cultivada en agua residual derivada de restos
de pescado, fue superior (59,91%) al presentado
por el cultivo de control (56,13%).

Discusion

Crecimiento de la microalga
Scenedesmus sp.

Scenedesmus sp. logré adaptarse a las con-
diciones de cultivo externas, tanto a temperatu-
ras diurnas elevadas de 30+4°C, como a periodos
de lluvias ocasionales; exhibiendo en todo mo-
mento un cultivo unialgal. Es decir, a pesar de ser
cultivos a cielo abierto, no se observo presencia
de otras especies de microalgas o de cianobacte-
rias contaminantes; lo cual indica una ventaja

competitiva para estos tipos de cultivos a escala
piloto. No obstante, se mantuvo la flora bacteria-
na asociada a Scenedesmus, presente en los cul-
tivos en condiciones de laboratorio (resultado no
presentados).

Anteriormente, Chacony col. [4], evaluaron
el crecimiento de esta microalga utilizando un
medio de cultivo comercial (ALGAL) para la pro-
duccién de biomasa en cultivo masivo a cielo
abierto de un volumen de 500 L, y entre los resul-
tados se destaco que, de igual forma, la microalga
Scenedesmus sp. se adapté a condiciones am-
bientales no controladas de temperatura
(26+6°C) e iluminacién natural, produciendo
una biomasa microalgal seca con posibles aplica-
ciones en alimentaciéon animal.

Otras microalgas también han sido emplea-
das a cielo abierto para el tratamiento de aguas re-
siduales. Tal fue el caso de Chlorella sp., cultivada
en lagunas externas de 1,5 m® de capacidad, con
efluentes pesqueros a 35°C y pH entre 7 y 9 [8].

El crecimiento obtenido utilizando el agua
residual de pescaderia y la produccion de pig-
mentos y peso seco, sugieren que el cultivo pre-
parado a base de restos de pescado puede ser
usado como una fuente de nutrientes para la pro-
duccion de biomasa de Scenedesmus sp. a cielo
abierto, estableciéndose como alternativa frente
al medio de cultivo comercial; con lo cual se esta-
rian reduciendo los costos de produccion y mejo-
rando la eficiencia de la utilizacion de desechos
de pescados, como fuente de nutrientes para el
crecimiento de microalgas de interés economico.

Remocion de nitrégeno, fosfato
y materia organica

El crecimiento de esta microalga produjo
un mejoramiento notable en la calidad del agua

Tabla 2
Composicion fisicoquimica de la biomasa de Scenedesmus sp.
Muestra Contenido (%) Produccion
H CEN PT EE FC NDT e/L)
Control 7,85 28,13 33,15 2,97 11,83 56,13 0,31
Pescaderia 8,07 23,52 24,41 2,47 10,04 59,91 0,37

H: Humedad; CEN: Cenizas; PT: Proteina verdadera;
geribles totales.

EE: Extracto etéreo; FC: Fibracruda; NTD: Nutrientes di-
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residual, debido a la reduccion en las concentra-
ciones de nitrégeno amoniacal, fosfato y materia
organica. La remocion total alcanzada para el ni-
trogeno amoniacal, resulta superior a la reporta-
da en estudios anteriores utilizando cultivos se-
micontinuos de la microalga Scenedesmus obli-
quus en agua residual artificial, los cuales han lo-
grado remociones maximas de 9,27 mg/L.d, lo
que representé mas del 70% de la concentracion
inicial [21].

La remocion de nutrientes (N y P) obtenida
para este ensayo, no tuvo relacion directa con la
densidad celular de la microalga alcanzada en los
tratamientos, razén por la cual, la remocién de
nutrientes en estos cultivos se puede ademas
vincular a factores como la volatilizacion del
amonio y la deposicion del fosfato como sales in-
solubles, que se favorecen a los elevados pH cau-
sados por el proceso de fotosintesis de la microal-
gas|[7,21, 22]. Es decir, el elevado pH (8-9), la agi-
tacion constante y las elevadas temperaturas
(30+4 °C) en las que se mantuvieron ambos trata-
mientos, hace posible que parte del nitrégeno re-
movido en estos se deba a la volatilizacion favore-
cida bajo estas condiciones [23].

Igualmente, la remocién de fosfato del me-
dio no tuvo relaciéon directa con el crecimiento de
la microalga. Sin embargo, se registré una menor
remocion de fosfato en el agua residual de pesca-
deria, que pudo ser el resultado de la reincorpo-
racion de este nutriente al medio. Es decir, al fi-
nalizar el cultivo, la microalga iniciaba la fase de
muerte, en la cual se induce la ruptura celular, li-
berando asi parte del fosfato incorporado.

Resultados similares se reportaron para
cultivos de Chlorella pyrenoidosa en aguas resi-
duales; los cuales removieron en un periodo de 4
dias, mas del 60% del fosforo total en el agua, y
al final del tratamiento (luego de 22 dias) se re-
gistré una remocion total de 70-80%. Estos re-
sultados se atribuyen al incremento que podria
causar la liberacion de fésforo total, de células
muertas que observaron en el fondo de los fras-
cos de cultivo [24].

La remocion de materia organica obtenida,
se debe principalmente a la descomposicion rea-
lizada por las bacterias, por no encontrarse rela-
cion directa entre el crecimiento celular de las
microalgas y esta remocion. De igual forma, Lau
y col. [2] reportaron que la remociéon de materia

organica medida como demanda quimica de oxi-
geno (DQO) no estuvo relacionada con el numero
de células o contenido de clorofila de la microalga
Chlorella vulgaris, verificando que el control no
inoculado con la microalga exhibi6 una remocion
similar al tratamiento con la microalga, lo que
sugiere que la remocion de materia organica se
debe principalmente al metabolismo de las bac-
terias presentes.

Composiciéon quimica de la biomasa
de Scenedesmus sp.

La biomasa seca cosechada en agua resi-
dual de pescaderia consistié6 mayormente de ma-
teria organica, reportando un contenido mineral
(cenizas) menor al control. Ambos tratamientos
estuvieron por debajo del valor reportado para al-
gas marinas, lo que se debe a la diferencia en los
medios de cultivos utilizados, ya que, el medio
marino a diferencia del residual de pescaderia, es
rico en elementos minerales y las algas presentan
una gran capacidad para almacenarlos[25, 26].
Segun Boussiba y Richmond [27], el contenido
proteico de las microalgas depende de la fuente
de nitrégeno suministrada. De tal manera, que
para la produccion de proteinas es necesario ni-
trogeno disponible en cantidad suficiente [28].
En este ensayo los valores de proteinas supera-
ron hasta dos veces los de algas verdes marinas
(proteina cruda<11,5%) [29]. Asi como, el presen-
tado por algunos cereales como el maiz, trigo y
avena e ingredientes usados en la alimentacion
animal [30, 31]. Estos resultados también fueron
similares a los reportados por Quevedo [32],
quien evalu6 el crecimiento de Scenedesmus sp
en diferentes medios de cultivo reportando por-
centajes de proteina en la biomasa seca que va-
riaron entre 24,9 y 35,2%.

El contenido de fibra cruda considerada
como €l componente carbohidrato no digerible
[32], estuvo en el rango estimado para las algas
marinas, entre 3,9 y 13,5%. No obstante, fue
menor al reportado por ingredientes empleados
frecuentemente en la alimentacion animal y
considerados altamente fibrosos, como el heno
de alfalfa y de avena, con un contenido entre
25%y 35% [30, 31]. Por su parte, el extracto eté-
reo [14] fue superior al presentado para las algas
verdes marinas como Enteromorpha sp [22], asi
como el reportado para cereales (arroz y cente-
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no) y leguminosas el cual se encuentra por deba-
jo del 2% [30].

En cuanto al proceso de secado de la bio-
masa de Scenedesmus sp. al sol, se demostro que
puede ser almacenada en condiciones apropia-
das por largo tiempo, sin peligro de contamina-
cion por el desarrollo de bacterias y hongos, ya
que, estos organismos tienen como ambiente
propicio un contenido de humedad mayor al 10%
[28]. Por tanto, el secado al sol, resulto ser un mé-
todo efectivo, de bajo costo para la deshidrata-
cion dicha biomasa. En estudios anteriores se ha
reportado para algas marinas secadas al sol, va-
lores de humedad menores a 11%, los que igual-
mente se consideran apropiados para la preser-
vacion de las mismas [29].

El contenido de humedad, proteina verda-
dera y fibra cruda obtenidas para este ensayo
son similares a los resultados reportados por
Morris y col. [34], quienes estudiaron la compo-
sicion bioquimica y la calidad proteica de la bio-
masa autotréfica de Chlorella vulgaris cultivada
a cielo abierto en una instalacion experimental,
recogida por centrifugacion y secada mediante
un secador de rocio. Asi mismo, el contenido de
proteina y nutrientes digeribles totales fue supe-
rior a la descrita por la planta Morera (Morus
alba) utilizada como complemento alimenticio
para vacas lecheras, la cual presenta un conte-
nido de proteina cruda >17%, fibra neutro deter-
gente <565% y una concentracion de nutrientes
digestibles de 56% [35].

Conclusiones

La microalga Scenedesmus sp. mostré un
crecimiento significativo con agua residual deri-
vada de restos de pescado fresco; lo que sugiere
ser una fuente de nutrientes adecuada para la
produccién de biomasa microalgal.

La remocion de nutrientes y materia orga-
nica obtenida en las aguas residuales cultivadas
con Scenedesmus sp. demuestra su efectividad
en el tratamiento de las mismas, reportando efi-
ciencias del 100% para nitrégeno, del 78% para
fosfatos y del 36% para materia organica.

Segun el contenido de proteinas, fibra cru-
da, extracto etéreo y minerales; la biomasa seca
de Scenedesmus cultivada a cielo abierto con
agua de pescaderia, representa un componente

con alto contenido proteico, fibroso con niveles
de grasas y sales minerales adecuados para com-
plementar la nutricion de animales, a la cual se
suma un alto porcentaje de nutrientes digeribles
totales. Un aspecto importante antes de recomen-
dar el uso de la biomasa de Scenedesmus, cultiva-
da a cielo abierto con agua de pescaderia, como
alimento para animales es determinar su conteni-
do de metales pesados, debido a que ciertos resi-
duos de pescaderia han mostrado concentracio-
nes significativas de ciertos metales pesados.
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