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Abstract.- Growth of microalgae Chlorella vulgaris and its efficiency in dissolved nutrients removal from effluent generated
by yellowtail amberjack hatchery production were studied under laboratory scale conditions. This research evaluated
indoor and outdoor conditions during 8 days, using filtered and UV light disinfected effluent, inoculated with an initial
concentration of 2.06:10° cells mL* of Chlorella vulgaris. In the determination of the growth and removal of nutrients, 12
transparent cylindrical-conical ponds with a capacity of 50 L were used. Three ponds were used for each experimental
condition, indoor (3) and outdoor (3), with effluent water from the dorado culture, the remaining six ponds were controls
using 1 um filtered seawater, disinfected and enriched with general culture medium F/2, in indoor (3) and outdoor (3),
respectively. The result of growth under indoor condition reached a maximum value of 4.17-10°+ 7.57-10° cells mL* after 6
days. Similar growth was achieved in control tanks 4.75-10° + 2.29-10° cells mL?, whereas in outdoor experimental condition the
maximum growth obtained was 2.81-10° + 2.69-10° cells mL* reached on day 2, compared with controls that showed a maximum
growth of 1.83-107 + 2.29-10° cells mL™. The best nutrient removal results recorded as nitrite removal were values of 91.67 and 88.41%
indoor and outdoor conditions, respectively. Nitrate removed reach a 57.47% (indoor) and 29.31% (outdoor) and a similar ammonia
removal of 42.22% for both experimental conditions. Finally, high phosphate removal of 65.78% (indoor) and 75.78% (outdoor) were
observed. The results show that the use of the microalga Chlorella vulgaris for the absorption of nutrients and growth in wastewater is
feasible, which opens up encouraging perspectives for its application in purification processes in the fish farming activity or another
industry that generates effluents with these characteristics.
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Resumen.- Se evalud el crecimiento y la eficiencia de remocién de nutrientes disueltos por la microalga Chlorella vulgaris
utilizando el efluente generado por la produccién de Seriola lalandi. En un periodo de estudio de 8 dias se evaluaron
condiciones experimentales indoor y outdoor utilizando una concentracidn inicial de Chlorella vulgaris de 2,06-10° células
mL* En la determinacién del crecimiento y remocién de nutrientes se utilizaron 12 estanques cilindrico-cdnicos
transparentes de 50 L de capacidad. Se emplearon tres (3) estanques para cada condicidn experimental, indoor (3) y
outdoor (3), con agua efluente del cultivo de dorado, los restantes seis (6) estanques fueron los controles utilizando agua de mar
filtrada a 1 um, desinfectada y enriquecida con medio de cultivo general F/2, en la condicién indoor (3) y outdoor (3),
respectivamente. El resultado de crecimiento en la condicion indoor alcanzé un valor maximo de 4,17-10° + 7,57-10° células mL*
en el dia 6, crecimiento similar se alcanzé en los estanques controles que obtuvieron 4,75-10° + 2,29-10° células mL?, mientras
que en la condicion experimental outdoor el crecimiento maximo obtenido fue de 2,81:10°+ 2,69-10° células mL* alcanzado en
el dia 2, en comparacién con los estanques controles que tuvieron un crecimiento maximo de 1,83-107 + 2,29-10° células mL™.
Los mejores resultados de remocidn de nutrientes se registraron con nitrito, alcanzando valores de 91,67 y 88,41%, en las
condiciones indoor y outdoor, respectivamente. Por su parte, el nitrato fue removido en un 57,47 y 29,31% para las condiciones
indoor y outdoor. En cuanto a la remocidon de amonio el valor fue similar con 42,22% para ambas condiciones experimentales. Finalmente,
el fosfato registré una remocion del 65,78% en indoor y 75,78% en outdoor. Los resultados demuestran que la utilizacién de la microalga
Chlorella vulgaris para la absorcion de nutrientes y crecimiento en aguas residuales es factible, lo que abre perspectivas alentadoras
para su aplicacién en procesos depurativos en la actividad piscicola u otra industria que genere efluentes con estas caracteristicas.
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INTRODUCCION

La acuicultura a escala comercial es una actividad
productiva que puede ser calificada de reciente en Chile,
dado que su historia apenas excede los 30 afos. Desde
entonces, ha tenido un crecimiento sostenido. En la
actualidad, Chile es uno de los paises acuicultores mas
importantes del mundo, siendo el segundo productor de
salmdnidos y de mitilidos (Fuentes 2014).

A pesar del desarrollo alcanzado, se reconocen pocos
avances en el uso sustentable de los recursos naturales
y equidad en el acceso a la actividad, para lograr el
desarrollo de la actividad en armonia con el ambiente
(Buschman & Pizarro 2001).

Como cualquier otra actividad productiva, la
acuicultura no deja de generar impactos en el ambiente
(Vinatea 1999, Fuentes 2014). Dentro de esta realidad, el
cultivo de peces y camarones son los que mas impacto
provocan en el ambiente, debido a las caracteristicas de
los efluentes generados en el proceso productivo
(Paniagua-Michael & Garcia 2003). Entre los contaminantes
mas significativos se encuentran la liberacion de excretas,
los medicamentos, los productos nitrogenados liberados
por los animales y la descomposicion del alimento no
consumido (Pardo et al. 2006), siendo este ultimo el
causante principal del deterioro de la calidad de agua.

El aporte de nutrientes en los estanques, proveniente
del alimento, no es del todo aprovechado y en el momento
de la cosecha gran parte de estos nutrientes son lanzados
a los cuerpos de agua naturales (Preston et al. 2003)'. En
muchos sistemas de produccion en estanques, por
ejemplo en la carcinocultura, solamente el 20% de los
nutrientes suministrado son asimilados, el resto
permanece en los sedimentos o es liberado en el efluente
(Costanzo et al. 2004).

Preston N, C Jackson & M Buford. 2003. Recent advances
towards minimizing and managing waste nutrients from
intensive from intensive shrimp farms in Australia. In: World
Aquaculture Society (ed). Realizing the potential: responsible
aquaculture for a secure future. Book of abstract: World
Aquaculture 2003, Salvadore, Brazil. May 19-23, p. 947. <https://
www.was.org/meetingabstracts/ShowAbstract.aspx?1d=6092>
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Por lo tanto, los efectos que tiene el efluente en el
ambiente se pueden resumir en la disminuciéon en la
concentracion de oxigeno disuelto, aumento en la
concentracion de solidos, aumento en la demanda
biologica de oxigeno, aumento en la demanda quimica de
oxigeno, aumento de nitrégeno en sus diferentes formas
quimicas (amonio, nitrito y nitrato) y fésforo, crecimiento
exagerado de algas y eutrofizacion (Souza 2003).

Al respecto, entre los diversos modos de tratar los
efluentes y disminuir su impacto ambiental, se incluye
como piedra angular de una acuicultura responsable, la
utilizacion de buenas practicas en la produccion de
especies acudaticas, ademas de procesos fisico-quimicos
y aplicaciones bioldgicas. Boyd (1992) recomienda entre
las aplicaciones de buenas practicas, usar tasas de
siembra y de alimentacion no superiores a la capacidad
de carga del sistema de produccion. También, mejorar la
calidad de dietas artificiales con fuentes de nitrogeno y
fosforo de alta digestibilidad, fertilizar solamente lo
necesario para promover el fitoplancton; reducir el
recambio de agua tanto como sea posible; cosechar sin
drenar el estanque y pasar el efluente por un estanque de
sedimentacion antes de la descarga final, para asegurar la
reduccion de los solidos disueltos.

Las aplicaciones bioldgicas propuestas consisten en
el uso de humedales artificiales para la remocion de
nutrientes (Sanchez-Carrillo & Alvarez-Yepiz 2008),
remocion de materia organica e inorganica mediante la
utilizacion de moluscos filtradores (Jones et al. 2001, 2002;
Mugg & Rice 2003), remocidén de nutrientes por
macroalgas y microalgas (Wong et al. 1995, Abalde et al.
1999, Pagand et al. 2000, Nelson et al. 2001). Asi como
tratamientos combinados, utilizando procesos de
sedimentacion, moluscos filtradores, macroalgas y
microalgas para la absorcion de nutrientes (Neori et al.
1998, Jones etal. 2001, 2002; Preston et al. 2003!, Gallardo
2008, Ramos et al. 2008).

En la actualidad, el tratamiento de efluentes representa
un costo y un proceso que no genera ganancia para las
empresas de acuicultura. Por lo tanto, las investigaciones
sobre este tema se deben centrar en el desarrollo de
tecnologias eficientes y de bajo costo. Entre estas
tecnologias, los cultivos de microalgas adquieren un gran
protagonismo, al ser considerados eco-amigables, ya que
reciclan eficientemente contaminantes desde medios
liquidos y gaseosos, incorporandolos a su metabolismo
para generacion de biomasa (Hernandez & Labbé 2014).



De esta forma, el desarrollo del cultivo microalgal en altas
densidades tiene multiples aplicaciones, que van desde
suplementos alimenticios, tratamiento de enfermedades,
obtencion de pigmentos, aplicaciones biotecnologicas
como la obtencion de biodiesel y el tratamiento de aguas
residuales, entre otros (Richmond 2004, Salazar 2005).

La aplicacion de microalgas en el tratamiento de aguas
residuales data aproximadamente desde 1940, cuando se
reportan los primeros estudios sobre la posibilidad de
cultivos masivos de microalgas para tratar efluentes
industriales (Salazar 2005). El objetivo fundamental de la
aplicaciéon de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales es la utilizacion y biotransformacion de los
nutrientes a biomasa. Ademas, de la remocidén de amonio,
nitritos, nitratos y fosfatos, el aumento del pH lo que
favorece la precipitacion de los fosfatos, la oxigenacion
del agua y la oxidacion de la materia organica, reduce los
organismos patdgenos y la recuperacion del O, liberado
en el proceso fotosintético, entre otros beneficios (Salazar
2005).

La seleccion de la cepa de microalga es un aspecto
muy importante si se quiere tener un crecimiento adecuado
y una Optima capacidad de remocion de los nutrientes.
Existen estudios sobre abundancia de microalgas en
aguas residuales, por ejemplo, Escorihuela et al. (2007)
en una laguna de estabilizacion de efluentes reportd que
las microalgas con mayor abundancia en dicha laguna
fueron de las divisiones Chlorophyta y Cyanophyta,
encontrando valores de abundancia entre 99,5y el 98,11%,
respectivamente. Por su parte, Chacon et al. (2002) evaluo
la eficiencia de las microalgas Chlorophytas, Chlorella
sp. y Scenedesmus sp., en la remociéon de nitrégeno,
fosforo y DQO en aguas residuales, alcanzando
resultados de remocion de nitrogeno y fosfato, entre 44,0
y 48,7% respectivamente. En la remocion de la DQO
alcanzo6 valores entre 54,8 y 55,8%, respectivamente,
concluyendo que el uso de Chlorella sp. y Scenedesmus
sp. presenta un potencial para el tratamiento de aguas
residuales.

Con la finalidad de desarrollar tecnologias eficientes y
de bajo costo para el tratamiento de los efluentes
generados en el cultivo del pez dorado Seriola lalandi
(Valenciennes, in Couvier y Valenciennes, 1813) se evalud
la capacidad de crecimiento y de biorremediacion de la
microalga Chlorophyta Chlorella vulgaris en condiciones
indoor y outdoor.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en las dependencias del Laboratorio
de Cultivo de Microalgas de la Facultad de Ciencias del
Mar y de Recursos Bioldgicos, Universidad de
Antofagasta. La microalga Chlorella vulgaris Beyerinck,
fue obtenida del cepario que mantiene el laboratorio de
cultivos de microalgas.

En la primera etapa del estudio, se realiz6 el crecimiento
de las microalgas en condiciones de laboratorio, hasta llegar
ala concentracion de 2,06-10°células mL!, partiendo desde
cepa hasta bidon de 20 L de capacidad.

Para alcanzar la concentracion de microalga deseada,
se inoculo la cepa de Chlorella vulgaris en matraces de
2 L con agua de mar filtrada a 1 pm, autoclavada y
enriquecida con medio de cultivo general F/2 (Guillard
fide: Stein 1979), posteriormente, se siguio el crecimiento
durante 10 dias, finalizando cuando los matraces
alcanzaron el crecimiento exponencial con una
concentracion de 2,06-10° células mL-! aproximadamente.
Posteriormente, las microalgas fueron inoculadas en
bidones de 20 L con agua procesada de la misma forma y
enriquecida con F/2. Durante todo este proceso de
crecimiento en bidones de 20 L, se mantuvo constante la
aireacion y la intensidad luminicaen 15,7 + 1,1 umol m?2 s,

En la etapa experimental, se evalud la capacidad de
crecimiento y eficiencia de eliminacion de nutrientes de
Chlorella vulgaris en condiciones de laboratorio (indoor)
y en condiciones exteriores (outdoor).

El efluente utilizado en esta etapa, se obtuvo a partir
del cultivo de reproductores del pez dorado Seriola
lalandi localizado en la Facultad de Ciencias del Mar y
de Recursos Bioldgicos. En el cultivo se mantenian 12
reproductores con un peso promedio 15 kg en estanque
de tipo australiano de 180 m?’, alimentados con pellet
comercial para salmones. El efluente fue obtenido de la
camara de drenaje de los estanques de cultivo mediante
una bomba sumergible y almacenado en un estanque de
2.500 L. Desde alli se bombearon 264 L de efluente, el cual
fue filtrado a 1 um, desinfectado con cloro y posteriormente
tratado con tiosulfato de sodio para neutralizar el cloro,
antes de ser empleado en el estudio.

En la determinacion del crecimiento y remocion de
nutrientes se utilizaron 12 estanques cilindrico-conicos
de acrilico transparente de 50 L de capacidad, utilizando
un volumen de 44 L. El crecimiento y la remocion de
nutrientes por la microalga Chlorella vulgaris se evalud
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en 6 estanques, para lo cual se utilizaron 3 estanques
para cada condicion experimental, indoor (3) y outdoor
(3), con efluente del cultivo de dorado. Los 6 estanques
restantes corresponden a los controles, utilizando la
microalga Chlorella vulgaris, agua de mar procesada y
enriquecida con medio de cultivo general F/2, en la
condicion indoor (3) y outdoor (3).

Para el conteo de células se utilizo el método de
recuento celular mediante la cdmara de Neubauer. Las
muestras para el recuento celular eran extraidas cada 2
dias de cultivo en tubos Eppendorf de 50 mL. Una vez
extraidas las muestras de las unidades experimentales se
colocaba I mL en la cdmara de Neubauer para realizar el
conteo utilizando un microscopio 6ptico Olympus®
modelo Cx 21 con un aumento de 40x. Para la
cuantificacion de la concentracion celular (células mL™)
se utilizo la siguiente relacion:

Concentracion celular= [[S(c,;c,;c,;c,)]/4]-1-10%,

donde, c= numero de células por cuadro, I mm de
medida por lado.

Para evaluar la eficiencia de remocion de nutrientes se
utilizo la relacion propuesta por Paniagua-Michel & Garcia
(2003):

ER(%) = {%} 100

donde, Ca= Concentracion del nutriente en el afluente
y Ce= Concentracion del nutriente en el efluente. Para la
determinacion de la eficiencia de remocion de nutrientes,
se extrajeron muestras de 50 ml cada 2 dias de cultivo,
para luego ser centrifugadas a 2.000 G por 5 min en una
centrifuga Eppendorf® modelo 5804, el sobrenadante se
analizo en el Laboratorio de Analisis Quimicos del
Departamento de Ciencias Acudticas y Ambientales,
utilizando el espectrofotometro Spectroquant Nova 60
(Merck®).

Los parametros de temperatura (T°), salinidad, pH y
oxigeno disuelto (OD), fueron medidos utilizando un
equipo multiparametro HANNA® Instruments modelo
HI9828, para la medicion de intensidad de luz se utiliz6 un
Luxometro HANNA®modelo HI97500.

Se aplico el analisis de varianza (ANOVA) de una via
para determinar diferencias significativas en los
resultados de crecimiento y eficiencia de remocion de
nutrientes. Cuando se verificd diferencias significativas
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entre los tratamientos se aplicé el test de Tukey (P <
0,05). El analisis estadistico para los resultados de
crecimiento y remocion de nutrientes se realizo
comparando los resultados dia a dia, tanto en las
condiciones indoor como en outdoor. En el andlisis
estadistico de los resultados fue utilizado el software
Assistat version 7.5 Beta (Silva & Azevedo 2006).

REesuLTADOS

PARAMETROS FiSICO QUIMICOS DEL EFLUENTE BRUTO

En el efluente bruto, antes de ser filtrado, desinfectado y
neutralizado con tiosulfato de sodio Na,S,O, se midieron
los parametros fisico quimicos tales como: oxigeno
disuelto (OD), pH, temperatura (T°) y salinidad;
registrando valores de 4,8 mgO, L, 8,30,27,26°C y 35,03,
respectivamente.

PARAMETROS Fisico-QuimMicos. CONDICIONES INDOOR Y
OuTpbooRr

Los parametros fisico-quimicos medidos a las 11:00, 16:00
y 18:00 h, para ambas condiciones experimentales, se
muestran en la Tabla 1.

En la condicién indoor, se mantuvieron estables, sin
variaciones a lo largo del experimento, mientras que en la
condicion outdoor se registraron fluctuaciones a lo largo
tiempo.

Tabla 1. Parametros fisico-quimicos del agua efluente en la
condicién indoor y outdoor / Physical-chemical parameters of
effluent water in indoor and outdoor conditions

Parametro Horas Outdoor Indoor
Oxigeno disuelto 11:00  5,40+0,30 5,37+ 0,16e
(mg L™ 16:00 428 £ 0,44

18:00 4,06 = 0,57
pH 11:00 8,35+0,16 8,32 + 0,06e
16:00 8,14+0,19
18:00 9,81+0,14
Temperatura 11:00 2835+0,43 27,26 +0,05¢e
(°C) 16:00 31,80 = 0,69
18:00 39,53 +0,31
Salinidad 11:00  3627+0,11 36,34 +0,05¢

16:00 36,29+ 0,23
18:00 38,81 +0,14




INTENSIDAD DE LUZ

La intensidad de luz registrada en la condicion
experimental indoor, muestra valores estables a lo largo
de tiempo experimental, obteniendo un promedio de 15,79
+ 0,09 umol m?s™', (Fig. 1). En la condicidon experimental
outdoor se registraron fluctuaciones a lo largo del
experimento, los valores mas elevados de intensidad de
luz fueron a las 11:00 y 15:00 h, con 1.508,12 + 25,51 y
1.672,25 + 22,69 umol m?s™!, respectivamente, mientras
que los valores mas bajos se registraron a las 18:00 y
20:00 h, con 755,17 £ 69,92 y 164,946 + 6,65 umol m?s!
respectivamente (Fig. 2).

CRECIMIENTO

Los resultados

de crecimiento en la condicion

experimental indoor, se muestran en la Tabla 2 y Figura 3.
Con los datos de crecimiento se elabor6 una ecuacion de
regresion entre la concentracion celular y los dias de
cultivo. Verificandose que la relacion entre las dos
variables es lineal, siendo representada por la ecuacion
Y=0,6x+2,0 con un coeficiente de determinacion r>= 0,91
para el cultivo control (cultivo con F/2), mientras que el
cultivo con efluentes fue definido por la ecuacion Y=
0,27x+1,9 con un coeficiente de determinacion r’= 0,77

(Fig. 3).
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Figura 3. Crecimiento de Chlorella vulgaris en condicién indoor para ambos medios de cultivo (EF= Efluente; Control=
F/2) / Growth of Chlorella vulgaris in indoor condition for both culture media (EF= Effluent, Control = F/2)

Tabla 2. Crecimiento (células mL™) de Chlorella vulgaris cultivada en condiciones indoor / Growth (cells mL?) of
Chlorella vulgaris cultivated under indoor conditions

. Dias de cultivo
Tratamiento

0 2 4 6 8
Efluente 2,06-10°+4,1-10%a  2,2-10°+ 1,8-10°b  2,5-10°+ 1,6-10°b  4,2-10°+7,6-10°a  3,7-10°+6,9-10°b
F/2 2061004 6,610°a 3.610°4 1.810°% 44-10°45510% 4.810°:23-10%  7.5-10°% 4.7-10%
(control)

Letras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (# < 0,05)

El cultivo de Chlorella vulgaris con efluente y
enriquecidos con F/2 (control), se inici6 con una
concentraciéon promedio de 2,06-10° células mL'. El
crecimiento experimentado por Ch. vulgaris en ambos
medios, fue gradual, se identificaron las fases de inicio y
exponencial de crecimiento, que en el caso de Ch. vulgaris
con efluentes fue hasta el dia 6 de cultivo, mientras que los
estanques con F/2 (controles) esta fase se extendié hasta
el dia 8. La fase estacionaria para el tratamiento con efluente
se inicid el dia 6 hasta 7, mientras que el tratamiento con F/
2, esta fase se verificoé después del dia 8. Por su parte, la
fase de caida de la curva de crecimiento algal, en los
estanques con efluentes se inicia al finalizar el dia 7, mientras
que en los estanques con medio F/2 fue el dia 15.
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El crecimiento de Ch. vulgaris, en ambos tratamientos,
present6 diferencias significativas (P <0,05) en los dias 2,
4y 8, mientras que en el dia 6 no se observaron diferencias
significativas (P > 0,05), ambos tratamientos registraron
valores de crecimiento similar, es decir, los estanques con
efluente registraron 4,2-10°+ 7,6-10° células mL* en
comparacion con el estanque control que registré un
crecimiento de 4,8-10°+2,3-10° células mL! (Tabla 2).

Los resultados de crecimiento de la condicién
experimental outdoor, se muestran en la Tabla 3 y Figura 4.

Con los datos de crecimiento se elabor6 una ecuacion de
regresion entre la concentracion celular y los dias de cultivo.
Verificandose que la relacion entre las dos variables es lineal



Tabla 3. Crecimiento (células mL?) de Chlorella vulgaris cultivada en condiciones outdoor / Growth (cells mL?) of
Chlorella vulgaris cultivated under outdoor conditions

Tratamiento

Dias de cultivo

0 2

4 6 8

Efluente  2,06-10°+327-10°%a  2,81-10°+ 2,69-10°b

Fi2

2,06-10°£2,65-10°a  3,55-10°+ 8,39-10%a
(control)

2,65-10°£3,98:10°  2.40-10°:441:10'b  1,99:10°+ 1,01-10°a

7,54-10°£9,03-10%a  1,80-107+2,32-10%a  1,83-10°+2,29-10°a

Letras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (P < 0,05)
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Figura 4. Crecimiento de Chlorella vulgaris en la condicion outdoor para ambos medios de cultivo (EF= Efluente; Control=
F/2) / Growth of Chlorella vulgaris in outdoor condition for both culture media (EF= Effluent, Control= F/2)

siendo representada por la ecuacion Y= 2,4x+0,47 con un
indice de correlacion positivo 1= 0,90 para el cultivo
control (cultivo con F/2), mientras que el cultivo con
efluentes fue definido por la ecuacion Y=-0,03x+2,58 con
un indice correlacion positivo r>= 0,059 (Fig. 4).

El cultivo de Ch. vulgaris en ambos tratamientos,
estanques con efluente y estanques con F/2 (control) se
inici6 con una concentracion promedio de 2,06-10°células
mL!. Se pudo observar que el crecimiento de Ch. vulgaris
en los estanques con efluente y enriquecido con F/2,
presentaron diferencias significativas (P < 0,05) a lo largo
del periodo de experimentacion (Tabla 3).

El periodo de crecimiento de Ch. vulgaris fue
relativamente corto en los estanques con efluentes, donde
el maximo crecimiento registrado fue en el dia 2 con una
concentracion de 2,8-10° + 4,0-10° células mL™!, mientras

que en los estanques con F/2 el maximo crecimiento se
registr6 en el dia 6 con una concentracion de 1,8-107 +
2,3-10° células mL! (Fig. 3).

REMOCION DE NUTRIENTES

Los valores de remocion de nutrientes en las condiciones
indoor y outdoor se muestran en la Tabla 4 y Figuras 5, 6, 7

y 8.

Respecto al porcentaje de remocion de amonio NH",
en el dia 2 en ambas condiciones experimentales presentaron
diferencias significativas (P <0,05), registrando la condicién
indoor un 21,48% de remocion y la condicion outdoor un
valor maximo de remocion de este nutriente de un 42,22%.
Después del dia 2 los valores no fueron registrados por el
método analitico utilizado, puesto que el minimo de lectura
era 0,02 (mg L") (Fig. 5).
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La remocion de nitrito NO, en ambas condiciones
experimentales no presentaron diferencias significativas
en el transcurso de los dias de cultivo, logrando en indoor
una remocion total de 91,67%, mientras que en outdoor
present6 una remocion del 88,41%. Sin embargo, el inicio
de la remocion en outdoor comienza después del dia 2, al
contrario de la condicién indoor que en el dia 2 ya
registraba una remocion de nitrito de un 17,68% (Fig. 6).

En laremocion de nitrato NO, se observaron diferencias
significativas (P <0,05) a partir del dia 3 en adelante, para
ambas condiciones experimentales. Los niveles de nitrato
en indoor registraron una baja significativa durante los

dias de experimentacion logrando una remocion total del
57,47%. Mientras que en outdoor, el comportamiento de
la remocion fue oscilante, registrando una méxima
remocion en el dia 2 con 29,31%, luego en el dia 3 baja a
un 2,87% y finalmente en el dia 6 logra una remocioén del
22,41% (Fig. 7).

Por su parte, la remocion de fosfato PO, en ambas
condiciones fue gradual y sin registrar diferencias
significativas en el tiempo (P > 0,05). En la condicion outdoor
se alcanzd una remocion maxima de 75,78% en el dia 6,
mientras que en la condicion indoor se alcanz6 el mayor
valor de remocion en el dia 8 con un 65,78% (Fig. 8).

Tabla 4. Eficiencia de remocién

Condiciones experimentales

(ER%) de nutrientes de Chlorella Nutriente Dia
SR O ~ SR
vulgaris en condiciones outdoor Indoor ER % Outdoor ER %
e indoor / Efficiency of removal Amonio (NH}) 0 0,45 - 0,45 -
(ER%) of nutrients of Chlorella (mg-L™ 2 0,35+£0,06b 21,48 0,26 +0,00a 42,22
L . 4 Nd 0 Nd 0
vulga.r/.s in outdoor and indoor 6 Nd 0 Nd 0
conditions 8 Nd 0 * *
Nitrito (NO3) 0 1,64 - -
(mg-L™") 2 1,35=0,50a 17,68 0
4 021 +0,03a 8740 | 87,40
6 0,17+0,02a 89,63 0,19+ 0,03a 88,41
8 0,14 +0,03 91,67 . *
Nitrato (NO3) 0 0,58 - 0,58 -
(mg- L 2 0380092 3506 0,41 =0,07a 29,31
4 038+0,02a 3391 0,56 +0,11b 2,87
6 031 +£0,03a 46,55 0,45+0,07b 22,41
8 0,25+ 0,05 57,47 * -
Fosfato (PO3) 0 3.4 - 3.4 -
(mg-L™" 2 2,83+031a 16,67 1,88 0,542 44,61
4 244+0,57a 28,14 1,84 +0,40a 45,88
6 1,290,132 62,16 0,82 +0,30a 75,78
8 1,16 £ 0,07 65,78 * -
Letras diferentes en la misma fila muestran diferencias significativas (P < 0,05)
Concentracion expresada en (mg-L™")
*Caida del cultivo antes de llegar al dia 8
Dia 0= Concentracion inicial
Nd= Valores no detectados por el método analitico utilizado
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Figura 5. Remocién de amonio (NH*,) por Chlorella vulgaris en las
condiciones indoor (El) y outdoor (EO), valores expresados en mg
NH,'L* / Removal of ammonium (NH4*) by Chlorella vulgaris in
indoor (El) and outdoor (EO) conditions expressed in mg NH,* L*
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Figura 6. Remocién de nitrito (NO,) por Chlorella vulgaris en
condiciones indoor (El) y outdoor (EO), valores expresados en mg
NO, L** / Removal of nitrite (NO,) by Chlorella vulgaris in indoor (El)
and outdoor (EO) conditions expressed in mg NO, L*
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Figura 7. Remocién de nitrato (NO,) por Chlorella vulgaris en
condiciones indoor (El) y outdoor (EO), valores expresados en mg
NO, L / Removal of ammonium (NO,) by Chlorella vulgaris in
indoor (El) and outdoor (EO) conditions expressed in mg NO, L*

Discusion

El crecimiento de las microalgas en ambientes acuaticos
esta controlado por una variedad de factores ambientales
y, para su cultivo, son necesarias condiciones adecuadas
de nutrientes, temperatura, pH e iluminacién (Abalde et
al. 1995).

En este estudio, los parametros fisicos y quimicos en
la condicion experimental indoor, se observd que los
valores de temperatura, pH, OD y salinidad se mantuvieron
constantes. Mientras que para los mismos parametros,
los valores en la etapa experimental outdoor registraron
fluctuaciones durante el dia. En el caso de la temperatura,
sumaximo valor fue de 39°C, el que excede al rango 6ptimo
propuesto para el aumento en la tasa de crecimiento de
las microalgas. Para la mayoria de las microalgas, el rango
optimo de temperatura se situa entre los 18°y 25°C y para
las microalgas mas resistentes como Ch. vulgaris estos
valores llegan hasta los 36°C (Laing & Ayala 1990,
Richmond 2004). Segtin Hernandez & Labbé (2014), por
encima de la temperatura 6ptima de cada especie, aumenta
la respiracion y la fotorrespiracién reduce la
productividad global, lo cual fue constatado por la
reduccion en el crecimiento del cultivo a partir del dia 2
en la etapa experimental outdoor. Esta caida en el
crecimiento algal no tiene una razén Unica ya que la
temperatura e intensidad luminica determinan marcadamente
los resultados de crecimiento de Ch. vulgaris en condiciones
outdoor.

Los valores de pH en la etapa experimental indoor se
mantuvieron estables registrando un valor promedio de
8,32 + 0,06 mientras que en la etapa experimental outdoor
el valor del pH tuvo un valor minimo de 8,25 + 0,24 a las

—— El

Cencentracidn PO, (mg L)
M

o 1 2 3 4 5 [} ' ] 9
Tiempo (dias)

Figura 8. Remocién de fosfato (PO, ) por Chlorella vulgaris en
condiciones indoor (El) y outdoor (EO), valores expresados en mg
PO, L/ Removal of phosphate (PO,’) by Chlorella vulgaris in indoor
(El) and outdoor (EO) conditions, values expressed in mg PO, L*

11:00 h y un méximo de 9,81 + 0,14 alas 18:00 h. E1 pH es
uno de los factores mas importantes en el cultivo, puesto
que las microalgas muestran una dependencia respecto
al pH del medio de cultivo variando su respuesta a este
parametro segun la especie de microalga. Al respecto,
cada microalga presenta un pH 6ptimo para su cultivo
(entre 7y 8). Un descenso de pH suele ser letal, en cambio
suelen soportar mejor los incrementos del pH, hasta un
cierto limite (Richmond 2004), asi lo expone Mora et al.
(2005) quienes concluyeron que los mayores crecimientos
experimentados por Ch. vulgaris se encontraria en un
rango de pH 8,0 y 9,0.

En el caso de la salinidad en la condicion experimental
indoor tuvo un comportamiento constante de 36,04 £ 0,18,
mientras que en la condicion outdoor la salinidad registrd
un valor maximo de 38,65 +0,36 alas 18:00 h, este valor se
explica por las altas temperaturas registradas para esta
condicidn, provocando evaporacion del medio y asi
aumentando la concentracion de sales. Los valores de
salinidad en las 2 condiciones exceden al rango de
salinidad para el crecimiento Optimo de las microalgas,
que van desde 25-35, por lo que es deducible que Ch.
vulgaris es una especie que presentd una buena
capacidad adaptacion a las variaciones de salinidad
durante el periodo experimental.

El nivel de OD en la condicion experimental indoor
registro un valor constante de 5,37 +0,16 mgO, L', loque
constituye un valor normal segiin Neori et al. (1998),
considerando que tanto el cultivo de microalgas como de
macroalgas hacen aportes de oxigeno disuelto al sistema.
Por su parte, los valores en la condicion experimental outdoor
presentaron variaciones, registrando un valor minimo de
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4,06+0,57mgO, L'alas 18:00 hy un valor maximo de 5,40
£0,30 mgO,L"alas 11:00 h, esto se explica por las altas
intensidades de luz que se registraron en esta condicion
experimental, ayudando a la produccion de oxigeno a
través de la fotosintesis, mientras que la disminucion de
oxigeno al finalizar el dia se explica por el proceso de
respiracion, que experimentan las microalgas durante la
fase oscura del proceso de fotosintesis (Borowitza &
Borowitza 1988, Abalde et al. 1995).

En la etapa experimental indoor, la intensidad de luz
siempre se mantuvo estable en todos los horarios (11:00,
15:00 y 18:00) con un promedio de 15,79 £ 0,09 umol m?s™!
mientras que en la etapa experimental outdoor los valores
maximos de intensidad fueron a las 11:00 y 15:00 h, con
1.580,12+25,51y 1.672+22,69 umol m*s’!, respectivamente.
La diferencia en las intensidades de luz, entre las
condiciones experimentales evaluadas, reflejo que la
densidad microalgal también presentara diferencias,
registrando valores de 4,20-10°+ 7,57-10° células mL™! para
el cultivo indoor en el dia 6 y 2,81-10°+ 3,98-10° células
mL-! para outdoor en el dia 2 de cultivo.

Mora et al. (2002, 2005), observaron que Ch. vulgaris
fue capaz de crecer en un rango de intensidad de luz de 58
y 576 pmol m?s!, sin embargo, agregan que a bajas
intensidades de luz la especie tiene un mejor rendimiento
fotosintético que a intensidades de luz altas, lo que explica
que en la condicion experimental indoor Ch. vulgaris tuvo
un crecimiento superior. En la condiciéon experimental
outdoor, la microalga experimenta un proceso de inhibicion
del proceso fotosintético o fotoinhibicion, que segun
Darley (1987), estan relacionados con la detencion del
crecimiento debido a intensidades de luz supra optimas,
lo cual se reflejo que el rendimiento en crecimiento de la
microalga desde el dia 4 al 8 fuera declinando. Pasado el
punto de saturacion de la luz, se alcanza el punto de
fotoinhibicion, con resultados perjudiciales para la misma
célula e incluso la muerte, implicando perdida de eficiencia
fotosintética y productividad del cultivo (Park et al 2011a
fide Hernandez & Labbé 2014). Seglin Martinez (2008 fide
Hernandez & Labbé 2014) los cultivos microalgales
exteriores suelen suftrir fotoinhibicién en las principales
horas del dia debido a la alta intensidad luminica. Por lo
tanto, la intensidad luminosa, como la longitud de onda y
el fotoperiodo afectan al crecimiento y metabolismo
microalgal (Lips & Avissar 1986).

Entre los factores mas importantes que ayudan al
proceso de absorcion de las microalgas, sin duda que
estd la concentraciéon microalgal y la intensidad de luz
(Richmond 2004). También existen otros factores que
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incluyen el periodo de adaptacion por parte de la
microalga; composicion del efluente y tratamiento del
efluente (Hernandez 2010).

Al respecto, el proceso de remocion de nutrientes se
evidenci6 desde las primeras horas de cultivo, logrando
remover gran parte de la concentracion de los nutrientes.
Hernandez (2010), concluy6 que al usar un efluente bruto,
es decir sin tratamiento, la microalga Ch. vulgaris, precisa
de un proceso de adaptacion para realizar la absorcion de
nutrientes. Este autor, indica un periodo de adaptacion
de 13 dias para iniciar la absorcion de nutrientes. Mientras
que al utilizar un efluente filtrado y desinfectado Ch.
vulgaris comienza la absorcion de nutrientes a partir del
segundo dia de cultivo, como se observa en el presente
experimento.

La remocion de las diferentes formas de nitrogeno, es
decir, como amonio, nitrito y nitrato, en un cultivo
microalgal tiene un comportamiento secuencial, el nitrito
(producto intermedio e inestable en el proceso de
nitrificacidon) y nitrato no son absorbidos por las
microalgas hasta que el amonio en su gran mayoria es
consumido (Abalde 1995, Kim et al. 2010).

En el tratamiento outdoor, la eliminacidén de nitrito o
transformacion de este a nitrato solo comenzo en el dia 3,
mientras que la remocion del nitrato comenzo en el dia 2.
En la condicion indoor, la reduccion de nitrito y nitrato
comenzo a partir del dia 2, con valores de 17,68% para el
nitrito y 35,06% para el nitrato, inferiores a los alcanzados
en la remocion de amonio que registr6é un 42,22% en el dia
2. Posteriormente, la eliminacion de nitrito y nitrato en
ambas condiciones experimentales aumentd, registrando
valores finales de 91,67% para el nitrito en indoor en el
dia 8 y un 88,41% en el dia 6 en la condicion outdoor. Por
su parte, el nitrato en la condicion indoor registrd una
remocion final de 57,47% en el dia 8, por el contrario, en la
condicién outdoor la maxima disminucion se registrd en
el dia 2 con un 29,31%, en los dias 4 y 6 se alcanzaron
valores menores de eliminacion.

La eliminacion de fosfato se inicié dentro los primeros
dias llegando a una remocion final del 65,78% en el dia 8
en la condicion indoor, mientras que para condiciones
outdoor alcanzd un valor de 75,78% en el dia 6. Estos
resultados se diferencian a lo presentado por Hernandez
(2010) que en 20 dias de cultivo en la condicion
experimental indoor, la remocién de fosfato por Ch.
vulgaris alcanzo un valor final de 24%.

Seglin De-Bashan et al. (2002), la absorcion de fosfato
por Ch. vulgaris asociada con Azospirillum brasilense



logra un valor de absorcion del 65% después de dos dias
de cultivo, sin aumentar después de ese periodo. En el
presente estudio, los valores de remocion de fosfato
fueron en aumento al transcurrir el periodo de
experimentacion, logrando valores maximos de 65,78 y
75,78%, en los dias 8 y 6 en condiciones indoor y outdoor,
respectivamente.

Si bien lo expuesto por Hernandez (2010) y Chacon et
al. (2002) en el sentido que los mejores resultados de
crecimiento y remocion se obtienen con un efluente
filtrado y desinfectado, también hay otros aspectos que
deben ser considerados en la asociacién microalgas/
efluentes, como el tipo de cultivo y la interaccion
microalgas/bacterias, lo que constituye un consorcio
microbiano. Esta interaccion microalga/bacteria no fue
evaluada en el presente trabajo, pero por la importancia
que reviste este tipo de asociaciones, desde una mirada
mas holistica de la problematica estudiada, debera ser
abordado en investigaciones futura.

Finalmente, los resultados alcanzados en el presente
estudio permiten concluir que la aplicacion de microalgas
para la absorcion de nutrientes fue eficaz, presentando
incluso mayor velocidad de remocidon de nutrientes que
las macroalgas, esto si se compara con los resultados
alcanzados por Ramos et al. (2008) y Gac & Virreira (2008),
siendo que estas ultimas presentan diferencias tanto
estructurales como fisioldgicas con las microalgas.
Coincidiendo con lo planteado por Hernandez & Labbé
(2014) que consideran que las microalgas poseen un
potencial en ficorremediacion, mas los multiples usos que
se le da a su biomasa, sin duda que los resultados
obtenidos incentiva a la utilizacion de Ch. vulgaris en la
remocioén de nutrientes originados en la actividad
piscicola o de otras industrias que generen efluentes con
estas caracteristicas, permitiendo minimizar el impacto
ambiental que estos provocan en los sistemas hidricos
naturales, ademas de otras posibles aplicaciones
tecnoldgicas.
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