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RESUMEN

La microalga Nannochloropsis limnetica es la
Unica especie de su género que es de agua
dulce y presenta la peculiaridad de contener
un alto contenido de &acidos grasos poliin-
saturados Omega 3 del tipo eicosapentae-
noico (EPA). Los acidos grasos EPA han de-
mostrado un gran impacto en enfermedades
cardiovasculares, enfermedades inflamato-
rias, funcionamiento cerebral y salud men-
tal lo que les da un alto valor econémico. El
objeto de la presente investigacién fue eva-
luar la factibilidad de cultivar la microalga N.
limnetica en aguas residuales provenientes
de un invernadero hidropénico de produc-
cion de jitomate, con la finalidad de reducir
costos de produccion. Al terminar la inves-
tigaciéon, se comprobd que esta microalga
si puede ser cultivada en agua residual de
invernadero, obteniéndose inclusive mejores
resultados que un medio comercial (BG11)
conocido por ser eficiente en el cultivo de
microalgas de agua dulce. Ademas se pudo
comprobar que la microalga puede crecer
en el agua residual a lo largo de todo el afio
de la produccién horticola del invernadero.

Palabras clave
Microalgas, agua residual, invernadero,
omega 3, acido eicosapentaenoico, cultivo.

ABSTRACT
The microalgae
limnetica is the
genus that is
the peculiarity

Nannochloropsis
only species of its
freshwater and  has
of containing a high
content of Eicosapentaenoic acid
(EPA), which is a polyunsaturated fat-
ty acid. EPA fatty acids have shown to

have major impact on cardiovascular
diseases, inflammatory diseases, bra-
in function and mental health, which

gives them a high economic value. The
objective of the present investigation was
to evaluate the feasibility of cultivating N.
limnetica in wastewater from a hydroponic

greenhouse of tomato production, in order
to reduce production costs. At the end of the
research, it was verified that this microalgae
can be cultivated in greenhouse wastewater,
obtaining even better results than a commer-
cial medium (BG11) known to be efficient in
the cultivation of freshwater microalgae. In
addition, it was verified that microalgae can
grow in the wastewater throughout the year
of the horticultural production of the green-
house.

Keywords
Microalgae, wastewater, greenhouse, omega
3, eicosapentaenoic acid, culture.

1. INTRODUCCION

Las microalgas son organismos unicelulares
con una gran variedad de usos, como es el
caso de biofertilizantes, biocombustibles,
alimentacién animal, alimentacion huma-
na, medicina, farmacéutica, nutracedtica y
cosmética todas de gran importancia en la
salud humana (Hernandez y Labbe, 2014).
Otro uso de las microalgas es el tratamien-
to de aguas residuales de distintas fuentes
como son industrial, doméstico y agricola, ya
que pueden crecer de manera adecuada en
los altos niveles de nutrientes presentes en
estas aguas (Park et al., 2011a, Park et al.,
2011b, Abdel-Raouf et al., 2012). De no ser
tratadas, estas aguas pueden ocasionar gra-
ves problemas de eutrofizacién, que es una
consecuencia de la elevada concentracion
de nutrientes, como es el caso de nitratos y
fosfatos.

Debido a esto, es indispensable que se
desarrollen nuevas tecnologias que permi-
tan una mejor reutilizacion de los residuos,
que sean de bajo costo y disminuyan el im-
pacto ambiental ocasionado por este tipo
de residuos. Entre estas tecnologias, los
cultivos de microalgas adquieren gran im-
portancia, ya que, pueden remover de una
manera muy eficiente y rapida contami-
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nantes tanto de medios liquidos como ga-
seosos (Olguin, 2003, Dominic et al., 2009,
Douskovd et al., 2010, Ledn y Chaves,
2010, Gonzalez-Lopez et al, 2011, Rawat
et al., 2011), incorporédndolos a su metabo-
lismo generando biomasa de alto valor co-
mercial (Markou y Georgakakis, 2011). La mi-
croalga N. limnetica es un microorganismo
fotosintético, unicelular, que pertenece a un
pequefo grupo de algas de la clase Eustig-
matophyceae. Presenta una forma esférica u
ovalada con un tamafio de 1.5-6 X 2.5- 6uym
y es la Unica especie del genero Nannochlo-
ropsis de agua dulce. Descubierta en Alema-
nia en 1998 presenta la peculiaridad como
todo el género de contener &cidos grasos
poliinsaturados Omega 3 del tipo EPA. (Krie-
nitz, et al., 2000). Los acidos grasos omega
(en especial omega 3 y 6) han sido altamen-
te reconocidos como beneficiosos en la sa-
lud humana. (Grimm et al., 1994; Ruxton et
al., 2004; Tacon y Metian 2013). De manera
particular el dcido docosahexaenoico (DHA,
22:6n-3) y el 4cido eicosapentaenoico (EPA,
20:5n-3) que han demostrado un gran im-
pacto en enfermedades cardiovasculares,
enfermedades inflamatorias, funcionamiento
cerebral y salud mental, siendo incorporados
en férmulas lacteas debido a que ayudan al
desarrollo adecuado de los infantes (Ruxton
et al.,, 2004), de ahi su importancia en po-
der cultivarla a bajo costo y con un alto nivel
de calidad. El género Nannochloropsis ya ha
sido probado que crece de manera satisfac-
toria en aguas residuales como es el caso de
Lins, et al. (2014) y Sirin y Sillanpa, (2015),
pero la especie N. limnetica de manera par-
ticular ha sido poco estudiada. La finalidad
de la presente investigacion es comprobar la
factibilidad del crecimiento de la microalga
N. Limnetica en aguas residuales provenien-
tes de la producciéon horticola de invernade-
ro.

2. METODOLOGIA / MATERIALES Y
METODOS

2.1 Aclimataciéon de la microalga.

N. limnetica CCMP2260 fue adquirida del la-
boratorio Bigelow en el estado de Main, USA.
Para su aclimatacion, N. limnetica se inoculé
en botellas Simax de 1 L con un didmetro
de 10 cm, en medio BG11 de laboratorios
Sigma. Medio y botellas fueron esterilizados
en autoclave por 20 min a 121°C. La airea-
cion de las botellas se realizdé con material de
acuario, como son, bombas de aire, valvu-
las, mangueras de silicén y difusores, todo el
material también fue esterilizado en autocla-
ve. Las botellas fueron colocadas dentro del
laboratorio a una temperatura promedio de
21°C. La iluminacion administrada fue artifi-
cial con luz blanca a 53 lumen/W en un ciclo
de luz/obscuridad de 12/12. El pH se con-
trolé usando CO2 atmosférico (350ppm). La
microalga se dejo aclimatar por un periodo
de un mes.

2.2 Experimento agua residual de
invernadero vs medio comercial BG11.

El experimento se llevd a cabo bajo
las mismas condiciones en las que se
realiz6 la aclimatacién de la microalga, es
decir, se agregd el indculo en botellas de un
litro, controlando luz, aireacién, pH, fotope-
riodo y temperatura. Se prepararon dos me-
dios: agua destilada estéril y medio BG11 al
2% como control y agua residual del inver-
nadero. El experimento se realizé por dupli-
cado, por lo que se pusieron 2 botellas con
cada medio. Antes del experimento las bote-
llas fueron esterilizadas en autoclave por 20
min a 121°C y como desinfeccién adicional
se colocaron por 30 min en una cdmara con
luz UV. Las mediciones fueron tomadas una
vez al dia, a las 9:00am. El volumen de mues-
tra tomado diariamente fue de 3mL y no se
agreg6é mas medio para no diluir la concen-
traciéon en las botellas. Para cuantificar el
crecimiento se utilizé un espectrofotémetro
marca Lamote, midiéndose la absorbancia a
una longitud de onda de 750 nm, realizdndo-
se la medicién por triplicado. De acuerdo a



la ley de Lambert y Beer, cuando el valor de
la absorbancia estaba por encima de 0.8 se
realizaron diluciones para llevarlo a un valor
entre 0.3 y 0.8 y disminuir el error en la me-
dicién. El pH fue ajustado a 8.4 con NaOH y
HCL solo inicialmente después de inoculada
las botellas. Para verificar la concentracion
de nutrientes inicial y asegurar que esto no
seria una limitante, se midio nitratos (NO,) y
fosfatos (PO,). El primero con un medi-
dor laquatwin de la marca Horiba mode-
lo B-340 y el segundo con un medidor de
la marca Hanna Instruments modelo HI
736. Todas las botellas fueron inoculadas
a una densidad optica inicial de 0.2. Se
realiz6 observacion diaria a microscopio,
para asegurar que las botellas no estuvie-
ran contaminadas con otros microorganis-
mos que pudieran afectar el experimento.

2.3 Experimento nutrientes.

Para poder evaluar si la microalga N. limne-
tica, podia ser cultivada en el agua residual
del invernadero de la produccion de jitomate
a lo largo de las variaciones de todo el afo,
se verificd con datos proporcionados por la

empresa de la cual se obtuvo el agua residual,
el comportamiento de los nutrientes (NO, y
PO,) en el agua del 2012 al 2016. La empre-
sa analiza su agua residual quincenalmente
mandando sus muestras al laboratorio Relab
den Haan en los paises bajos. Se obtuvo la
concentracion para NO, y PO, que aparecia
con mayor frecuencia “moda”, el valor maxi-
mo y el valor minimo. Con base a los datos
obtenidos se llevd a cabo el experimento.
N. limnetica fue inoculada por duplicado en
las tres concentraciones (maximo, minimo y
moda) y se evalué el comportamiento. Para
preparar las concentraciones se utilizé la mis-
ma féormula que se utiliza en el invernadero,
para mantener la misma proporcién de nu-
trientes y se realizaron diluciones. De igual
manera que el experimento anterior, el resul-
tado se llevd a cabo bajo condiciones con-
troladas y estériles, en botellas de un litro.
Se realizé observacion diaria a microscopio,

para asegurar que las botellas no estuvieran
contaminadas con otros microorganismos
que pudieran afectar el experimento.

2.4 Crecimiento de la microalga.

Para poder evaluar el aumento en el creci-
miento promedio de las microalgas se calcu-
16 la tasa de crecimiento a partir de la pen-
diente de la regresion lineal en la fase del
crecimiento exponencial.
k= (In N = In No)/ (t - t0) (1)

Donde k (d") es la tasa de crecimiento en
la fase de crecimiento exponencial, N, es la
densidad optica al inicio de |a fase exponen-

cial (t) y N representa la densidad optica al
tiempo (t) de la fase exponencial.

También se evalué el tiempo de duplicacion
de las microalgas (T), es decir, el tiempo en
dias en que tarda una célula en duplicarse.

T=Ln2/k (2)

3. Resultados y discusiones

N. limnetica CCMP2260 pudo ser cultivada
en el agua proveniente del cultivo de jito-
mate de un invernadero hidropdnico como
puede observarse en la figura 1. Comparan-
dose el desarrollo en el agua residual contra
el medio BG11, se obtuvo mejor crecimiento
en el agua residual, con una tasa de creci-
miento de 0.14y 0.11 d-1 respectivamente y
un tiempo de duplicacion para N. limnetica
en agua residual de 4.95 y en medio BG11
de 6.3. Yubin, et al (2014), al igual que el pre-
sente experimento, evaluaron la tasa de cre-
cimiento de 9 cepas de Nannochloropsis, en-
tre ellos N. limnetica, inoculdandola también
en medio BG11, obteniendo una tasa de
crecimiento de 0.07 d-1, lo que nos ayuda a
corroborar la eficiencia del uso del agua resi-
dual del invernadero para cultivar la microal-
ga N. limnetica. Esto se puede explicar por
la cantidad de nutrientes disponibles en el
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medio. Como todos los organismos, las mi-
croalgas tienen un mejor crecimiento cuan-
do la concentracion de nutrientes es 6ptima
para ellas y varia dependiendo de la espe-
cie. Esto quiere decir que a una concentra-
cién de nutrientes alta o baja el crecimiento
disminuye. Makareviciene (2011) cultivando
Chlorella sp. en medio BG11, encontro, que
a tres diferentes concentraciones de nitrato
de 203, 544 y 1094.21 ppm, el crecimiento
fue afectado, considerando los 10 primeros
dias de cultivo, obtuvo un mayor crecimien-
to en el menos concentrado, siguiéndole la
segunda y tercera concentracion. Esto indica
en nuestro caso, que la concentracién de nu-
trientes existentes en el medio de agua resi-
dual de invernadero del cultivo de jitomate
es més adecuada para la microalga N. lim-
netica, que la que le proporciona el medio
BG11.

1.4

2¢N. limnetica en medio BG11

1.2
©-N. limnetica en agua residual

o
o o

i
o

Absorbancia a 750 nm

0.4

0.2

0.0

Por otro lado es también importante consi-
derar la proporciéon de los nutrientes en el
medio. Para el caso de nitrégeno y fésforo,
una proporciéon de 16:1 es la més adecua-
da (Oswald, 1998), aunque varia depen-
diendo de la especie y de las condiciones
externas como luz o temperatura, ya que
de estas dependerdn los requerimientos
de la microalga. Una proporcion alta de ni-
trégeno, respecto a foésforo, sugiere una
limitacién de fésforo, y una proporcién baja,
sugiere una limitacion de nitrégeno.

Por lo tanto, limitaciones o excesos, de estos
dos nutrientes, pueden afectar el crecimiento
de las microalgas (Borowitzka, 1998). Esto lo
podemos corroborar con lo encontrado por
Mayers, (2014). Observo que proporciones
de N:P mayores a 32:1 afectan gravemente
la productividad, ya que las células comien-

0 1 2 3 4 5 6

7 8 9 10 11 12 13 14

Tiempo (dias)

Figura 1.

Promedios del crecimiento de la microalga Nannochloropsis limnetica cultivada en dos medios:
Agua residual de invernadero de produccién horticola y en un medio comercial BG11.



zan a tener problemas para dividirse debido
a la falta de Fosforo. En nuestro experimento
la concentraciéon de NO, y PO, y sus propor-
ciones, se describen en la siguiente tabla:

La proporcién tan alta entre nitrégeno
respecto a fosforo, que hay en el medio
BG11 como se indica en la tabla 1, sugie-
re que la limitacion de fosforo puede ser la
razén principal por la que se obtuvo un me-
jor crecimiento en el agua residual de inver-
nadero. Aunque algunos autores lo utilizan
para evaluar el crecimiento de microalgas de
agua dulce (Makareviciene, 2011., Yubin et
al., 2014), el medio BG11, debe ser usado
mas para mantener cultivos y no para crecer
microalgas de manera 6ptima. De los datos
analizados mencionados en la seccidn 2.3, se
obtuvo la proporcion de N:P en el agua resi-
dual a lo largo del afo. La que aparece con
mas frecuencia es 5:1, lo que concuerda con

la proporcién obtenida en este experimento,
pero va desde 4:1 hasta 25:1. Sin embargo
estas proporciones siguen dentro del rango
requerido por las microalgas. Para el medio
de agua residual de invernadero, una pro-
porciéon de N:P de 5:1, parece ser adecuado
para el crecimiento de N. limnetica, aunque
se requiere una investigacion posterior, para
encontrar el 6ptimo de crecimiento.

Ya que se pudo constatar que la microalga
N. limnetica puede crecer en agua residual
de invernadero de produccién de jitomate,
el siguiente paso fue comprobar, que puede
ser cultivado a las diferentes concentracio-
nes de nutrientes que se dan a lo largo de
todo el afio, ya que varian considerablemen-
te, como se puede constatar en la tabla 2,
donde se observa la concentracidon minima,
maxima y la moda para NO, y PO,.

NO3 (ppm) PO4 (ppm) Proporcion N:P
BGl11 1094 5.25 124:1
f&gua residual de 830 19 51
invernadero

Tabla 1. Concentraciéon y proporciéon N:P, de NO3 'y PO4 en el medio BG11y en el agua resi-
dual de invernadero de cultivo de jitomate.

Nitratos (ppm) Fosfatos (ppm)
Maiaximo 23479 337
Moda 886 160
Minimo 664.5 93

Tabla 2. Valores méximos, minimos y moda, de nutrientes encontrados en las
aguas residuales de produccion horticola de invernadero del 2012 al 2016.
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Los tres medios preparados a partir del his-
térico del agua residual del invernadero del
2012 al 2016 se muestran en la tabla 3.

Como se puede observar en la figura 2, una
vez mas la microalga N. limnetica pudo ser
cultivada en agua residual de invernadero de
manera satisfactoria y crecer a las diferentes
concentraciones de nutrientes existentes en
el agua residual a lo largo de todo el ano
de produccién de jitomate. Sin embargo se
obtuvo un mejor crecimiento en la moda, si-
guiéndole la minima y la méaxima. Las tasas
de crecimiento y tiempo de duplicaciéon se
observan en la tabla 4.

Si se compara la tasa de crecimiento obteni-
da en el experimento 1, con las de este ex-

perimento, en este fueron méas altas. Esto se
atribuye a la temperatura, ya que fue la Unica
variable que no se pudo controlar comple-
tamente, ya que se tenia a temperatura del
laboratorio.

Los datos encontrados arrojan informacién
valiosa para ser utilizada en el escalamiento
a una escala comercial, ya que como en cual-
quier produccién, los nutrientes son uno de
los costos més elevados, por lo que de po-
derse suprimir este gasto, se podran reducir
los costos operativos de manera importante.
Ademés del beneficio adicional que brindan
las microalgas, como es, el reducir el impac-
to ambiental, por el tratamiento que se le da
al agua.

Nitratos (ppm) Fosfatos (ppm)
Maximo 21128 302.5
Moda 1052 238
Minimo 618 121.55

Tabla 3. Medios preparados para evaluar si la microalga N. limnetica puede crecer en las
variaciones de nutrientes existentes en el agua residual del invernadero del cultivo de jitomate.

Tasa de crecimiento Tiempo de

d! duplicacion
Maximo 21 335
Moda 24 294
Minimo 22 3.12

Tabla 4. Tasas de crecimiento y tiempo de duplicacién para la microalga Nannochloropsis
limnetica. a tres concentraciones diferentes en agua residual de invernadero de produccion

de jitomate.



4. CONCLUSION

La microalga N. limnetica puede ser culti-
vada en el agua residual de invernadero de
una produccién horticola de jitomate. Com-
parando el crecimiento con el medio BG11
usado actualmente de manera comercial
para cultivar microalgas de agua dulce, pre-
senta una mejor tasa de crecimiento y me-
nor tiempo de duplicacion en el agua resi-
dual del invernadero. A diferentes niveles de
nutrientes como son los encontrados en el
agua residual a lo largo del afo de la pro-
duccién de jitomate, una concentracion en
el agua residual de alrededor de 886 ppm
de nitratos y 160 ppm de fosfatos produce
la mayor tasa de crecimiento lo que favorece

1.6

1.4

2¢eMinima ©S-Moda -Maxima

1.2

1.0

0.8

Absorbancia a 750 nm

0.6

0.4

0.2

0.0

0 1 2 3 B
Tiempo (dias)

el cultivo ya que es la que se presenta con
mayor frecuencia a lo largo de todo el afo.
Sin embargo, la microalga N. limnetica pue-
de crecer a niveles tan bajos como 618 ppm
de nitratos y 121 ppm de fosfatos o tan altos
como 2347 ppm de nitratos y 337 ppm de
fosfatos.

Esta investigacion ofrece la posibilidad de
disminuir los costos de produccién de micro-
algas en el mundo debido a que los nutrien-
tes no generan un costo al ser obtenidos del
residuo de otra operacion, ofreciendo la po-
sibilidad de obtener un nuevo producto de
alto valor comercial y reduciendo el impacto
negativo en el ambiente al reducir los altos
niveles de nutrientes contaminantes.

5 6 7 8 9

Figura 2. Crecimiento en el tiempo de la microalga Nannochloropsis limnetica en tres concentracio-
nes diferentes de agua residual de invernadero de produccion de jitomate.
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