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RESUMEN

En este estudio se investigd el potencial de la microalga Chlorella vulgaris
como materia prima para la produccidn de un biofertilizante, en respuesta a la nece-
sidad de alternativas mas sostenibles y menos perjudiciales para el ambiente y los
cultivos, a diferencia de los fertilizantes sintéticos. Se cultivo la microalga en dos tipos
de medio, empleando un medio de cultivo comercial (cultivo 1) y aguas residuales de
la industria de alimentos (cultivo 2) a temperatura ambiente y condiciones controla-
das de iluminacidn y agitacion, en donde se obtuvo un biofertilizante liquido a partir
de su biomasa. Se realizaron pruebas de laboratorio para determinar el pH, la densi-
dad y el contenido de nutrientes como fésforo, calcio, cobre, y nitrégeno para el cul-
tivo 1y para el cultivo 2. Ademas, se llevd a cabo una evaluacién del desempefio del
biofertilizante mediante el indice de germinacién de semillas de berro y rabano. Se
observé mayor crecimiento celular en el cultivo 1 con respecto al cultivo 2, y ninguna
de las semillas mostro crecimiento en el periodo de tiempo evaluado.

Palabras clave: cultivo; horticultura; nutrientes; productividad; semillas;
ciencias naturales.

ABSTRACT

In this study we researched the potential that the Chlorella vulgaris micro-
algae has as a raw material for the production of a biofertilizer, in response to the
need for more sustainable alternatives that are less harmful to the environment and
crops, unlike synthetic fertilizers. The microalgae was grown in two types of environ-
ments: a commercial culture (culture 1) and in wastewater from the food industry
(culture 2) at room temperature and under controlled lighting and agitation condi-
tions. Under these settings, a liquid biofertilizer was obtained from the biomass. La-
boratory tests were performed to determine the pH, density and content of nutrients
such as phosphorus, calcium, copper, and nitrogen in culture 1 and culture 2. In ad-
dition, an evaluation of the performance of the biofertilizer was conducted by calcu-
lating the germination index of watercress and radish seeds. Greater cell growth was
observed in culture 1 compared to culture 2, and none of the seeds showed growth
in the evaluated time period.

Keywords: Crop; Horticulture; Nutrients; Productivity; Seeds; Natural
sciences.
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INTRODUCCION

Los fertilizantes son fundamentales para el mantenimiento de los cultivos
porque aportan los compuestos necesarios para su crecimiento y contenido nutricio-
nal. Sin embargo, su uso, especialmente el de fertilizantes sintéticos, contribuye a la
emision de gases de efecto invernadero como el éxido nitroso (N20), el diéxido de
carbono (CO2) y el metano, relacionados con el cambio climatico (Walling & Va-
neeckhaute, 2020). El N20, en particular, tiene un potencial de calentamiento global
significativo, incluso mayor al del CO2; y una vida util prolongada en la atmdsfera,
alrededor de 121 afos (Kudeyarov, 2020). Por tanto, es crucial buscar alternativas
sostenibles y amigables con el medio ambiente en la produccion agricola
(Rodriguez et al., 2023).

Por otra parte, el crecimiento de la poblacion mundial y el aumento de la
demanda de recursos naturales y alimenticios que esto significa, han generado defi-
ciencias y desafios en la seguridad alimentaria a nivel global (Organizacidn de las Na-
ciones Unidas [oNu], 2021). Segun la oNu (2022), se espera que la poblacion humana
alcance los 9 700 millones de habitantes para el afio 2050, lo que aumentara la esca-
sez de recursos. El aumento de poblacion obliga aumentar la produccidon de cultivos,
lo que conlleva uso intensivo de fertilizantes perjudiciales para el medio ambiente y
la salud humana ya que algunos de sus componentes, como los nitritos, afectan la
fertilidad del suelo alterando su pH y su estructura (Davila et al., 2022), ademas de
dejar trazas de sustancias nocivas en los productos agricolas, que ponen en riesgo la
salud de los consumidores y los agricultores, debido a que el contenido no se absorbe
por las plantas en un 30 a 50% (Rashmi et al., 2021).

En este contexto, la industria quimica busca soluciones mas ecoldgicas y
econdmicas en donde los biofertilizantes han surgido como una opcion promete-
dora. Estos, también llamados fertilizantes orgdnicos, son productos compuestos a
partir de organismos vivos, como las tan difundidas lombrices californianas (Cardona
et al., 2021), o de microorganismos como los hongos micorrizicos (Reyes-Pérez et al.,
2021) con propiedades benéficas que mejoran las caracteristicas bioldgicas del suelo,
aumentando la productividad de los cultivos y mejorando la calidad de los productos;
asimismo, presentan bajos niveles de contaminacién ambiental y representan una
opcion rentable para los agricultores (Collahuazo y Araujo, 2019). Una posible fuente
para la produccion de biofertilizantes son las microalgas, que ya han sido estudiadas
como biofertilizantes o bioestimulantes para diferentes cultivos (Coppens et al.,
2016; Ronga et al., 2019; Das et al., 2019).

Las microalgas son microorganismos unicelulares fotosintéticos con capaci-
dad de captar y utilizar CO2 en sus procesos metabdlicos (Zheng et al., 2020). Tam-
bién contribuyen a la reduccién de gases de efecto invernadero (Mountourakis et al.,
2021), poseen una biomasa rica en nutrientes y pueden utilizarse en la agricultura
porque controlan la deficiencia de nitrégeno en las plantas y favorecen el creci-
miento de los cultivos (Collahuazo y Araujo, 2019). Especificamente, Chlorella vulga-
ris es una especie de microalga de forma circular con alto contenido lipidico y alta
produccion de biomasa que se produce facilmente por fotosintesis y con un ciclo de
crecimiento corto, entre dos y cuatro semanas (Metsoviti et al., 2019a; Ward & Reh-
mann, 2019), lo que evita riesgos de contaminacidon y beneficia su uso en diferentes
procesos por transformaciones quimicas (Ru et al., 2020).
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Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion es evaluar el efecto
de un biofertilizante a partir de Chlorella vulgaris a escala de laboratorio para su uso
en horticultura en Colombia, con el fin de determinar la cantidad de nutrientes que
puede aportar al producto final, buscando su posible integracion en un esquema de
biorrefineria, en principio adoptando una estrategia de biorremediaciéon de aguas
residuales de la industria alimentaria.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Este estudio se realizé en las instalaciones de la Universidad de América en
la ciudad de Bogotd. La cepa de microalgas, Chlorella vulgaris, utilizada fue
recolectada del laboratorio del semillero ProCycles de la Universidad de América.

Métodos y poblacion de estudio

El cultivo de las microalgas se llevé a cabo en dos fotobiorreactores esterili-
zados con un volumen de 500 mL cada uno. Durante el periodo de cultivo se mantu-
vieron condiciones controladas de luz y agitacidn. Se usé luz roja con una intensidad
de 144 luxes en un ciclo de 12:12 horas (Chu et al., 2021; Katam et al., 2022). Se
proporciond agitacién constante a los fotobiorreactores mediante una bomba con
motor de aire, y la temperatura ambiente promedio durante el cultivo se mantuvo
entre 14 y 20 °C, rango adecuado para el crecimiento de la microalga Chlorella vul-
garis (Collahuazo y Araujo, 2019), monitoreado cada tres dias.

En cuanto a los medios de cultivo, en primer lugar, el cultivo 1 consistio en
que se utilizé el medio de cultivo tradicional del semillero mezcla de agua desioni-
zada y medio comercial "Fertifoliar" del cual se destaca su concentracion de nitro-
geno total (103,8 g L), fésforo asimilable (302,0 g L) potasio soluble (96,8 g L) de
acuerdo con la ficha comercial del producto (Cenagro, s. f.) en una proporcién de 2
a 1 para un volumen total de 200 mL y se agregaron 10 mL de la microalga Chlorella
vulgaris (Soto et al., 2020). Por otro lado, se usé el agua residual proveniente de la
industria de alimentos (Cultivo 2) como medio de cultivo alternativo con un volumen
de 200 mL de agua residual y 10 mL de Chlorella vulgaris para determinar el potencial
de reducir la generacion de residuos (Soto et al., 2020).

El tiempo de cultivo planificado para 2 semanas se extendid hasta 37 dias
para obtener un mayor crecimiento de biomasa microalgal, con mediciones periddi-
cas de pH y medidas de absorcidn en espectrofotémetro de luz visible Genesys a una
longitud de onda de 640 nm para determinar la actividad fotosintética de las micro-
algas (Soto et al., 2020) y calcular la tasa de crecimiento (d) en ambos cultivos, uti-
lizando la siguiente ecuacion (Metsoviti et al., 2019b):

(&)
ai
=In—— (Ec.1
.uexp (t2—t1) ( )

En donde a4, @, son las lecturas de absorbancias al principio y al final de la
fase de crecimiento exponencial, respectivamente; t;, t, son los tiempos de lectura
inicial y final de cultivo, respectivamente.
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Por otro lado, se midié pH, cloro libre residual (mg L) y demanda quimica
de oxigeno (mg ) utilizando equipos Hach para evaluar la calidad del agua residual
en el cultivo 2; y el contenido de sélidos totales (g) por medio de un método gravi-
métrico (Instituto de Hidrologia, meteorologia y Estudios Ambientales [IDEAM], 2021).

Separacion de biomasa microalgal

Para separar la biomasa del medio de cultivo liquido se usé centrifugacion
a 3000 RPM durante 15 minutos (Alam et al., 2020), dejando el producto liquido
como el biofertilizante de interés, que se transfirié cuidadosamente a un recipiente
adecuado y se mantuvo a una temperatura de -14 °C, para detener el crecimiento de
las microalgas y prevenir la pérdida de nutrientes en el producto.

Determinacién de nutrientes

Se considerd la clasificacién 4.2.7 de enmiendas organicas no humicas de la
Norma Técnica Colombiana 5167 (Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certi-
ficacidn [ICONTEC],2011) que establece los parametros que se deben caracterizar, asi
como los componentes principales del biofertilizante, que en este caso se trata de
un producto organico liquido obtenido a partir de microalgas y residuos. Dentro de
los parametros de la norma se determiné pH, densidad (g mL?), conductividad eléc-
trica (dS m?), fésforo (mg L?), calcio (mg L), nitrégeno (mg L) y cobre (mg L) (icon-
TEC, 2011).

Cultivo de semillas

Se realizé un disefio de experimentos de dos factores con réplica [2(3*2)]
para evaluar el efecto del biofertilizante en el crecimiento de dos tipos de semillas
(rdbano y berro) y tres tipos de fertilizantes (el biofertilizante obtenido a partir del
cultivo 1, el biofertilizante obtenido a partir del cultivo 2 y un fertilizante sintético),
para un total de 3 ensayos con duplicado para cada tipo de semilla, ademas de incluir
un ensayo con agua como control. Finalmente, se calculaba el indice de germinacion.

Tabla 1. Disefio de experimentos [2(3*2)] cultivo de semillas.

Semilla
Biofertilizante Rabano (R) Berro (B)
Cultivo 1 (C1) Cl1-R C1-B
Cultivo 2 (C1) C2-R C2-B
Fertilizante sintético (FS) FS—-R FS—-B

Fuente: elaboracion propia

Este indice de germinacidn, desarrollado por Zucconi, (Pluschke et al., 2023)
estad directamente relacionado con el contenido de sustancias fitotoxicas en un
abono, las cuales pueden interferir en el crecimiento de las semillas al degradar la
materia organica fresca. Por consiguiente, se obtiene el porcentaje de germinacion
a partir del nimero de semillas que germinaron y la longitud de germinacion, pues
segun la literatura, un porcentaje de germinacién superior al 70 % se considera un
indicador de un buen abono (Yang et al., 2021). En el marco de este estudio, se utili-
zaron cajas de Petri como recipientes de cultivo, con un papel filtro humedecido con
3 mL de extracto de biofertilizante.

A continuacion, se agregaron 10 semillas y se afiadieron otros 10 mL de ex-
tracto. Con el propdsito de evitar pérdidas de extracto y minimizar la entrada de aire,

Vol. 14 (1) enero - junio del 2024
MUTIS | Revista electrénica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO

4



Romero Torres, N., Sandoval-Herrera, J. (2024). https://doi.org/10.21789/22561498.2048

cada una de las cajas de Petri se selld. Posteriormente, se incubaron las cajas a tem-
peratura ambiente durante 72 horas en oscuridad para simular las condiciones na-
turales de germinacién (Magrini et al., 2022; Pluschke et al., 2023).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de crecimiento de los cultivos de microalgas, relacionados con
la absorbancia medida en el espectrofotdémetro, se muestran en la Figura 1.

Figura 1. Evolucidn de absorbancia durante el periodo de 37 dias para el cultivo 1y 2.
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Fuente: Elaboracién propia.

Como se menciond, el tiempo de cultivo se extendié por 37 dias, debido a
gue pasados los 15 dias iniciales no se presenté un cambio representativo en la pro-
duccién de biomasa. En la Figura 1 se puede observar, para el cultivo 1, que la fase de
crecimiento exponencial se da entre el dia 20, con 0.929 unidades de absorbanciay el
dia 23 con 1 522 unidades de absorbancia, para una tasa de crecimiento de 0.164 d1.
Sin embargo, para el cultivo 2 no se presento fase de crecimiento exponencial; al con-
trario, se podria considerar que entra en una fase de muerte celular (Metsoviti et al.,
2019b). Una posible causa de esta situacidn se encuentra en la formacién de espuma,
la cual afectaria la capacidad de mezclado efectivo, conduciendo a la formacién de
gradientes de exposicion de las células a la luz, concentracion de nutrientes y pH, en-
tre otros (Soto-Sanchez et al., 2023).

Después de la separacion de la biomasa en el cultivo 1, se obtuvo un volumen
de 268 mililitros de producto liquido y 1 559 gramos de biomasa, mientras que en el
cultivo 2 se obtuvo un volumen de 255 mililitros de producto liquido y 0.034 gramos
de biomasa. La explicacién del aumento de volumen se debe a que por efectos del
tiempo se dio evaporacién del medio acuoso, por lo cual se debia reponer ese volu-
men con agua desionizada.

La formacion de espuma afecta la absorcidon de nutrientes para el creci-
miento, la produccién de biomasa y nutrientes por parte de la microalga (Robalino,
2020). Esta espuma se debe a los tensoactivos presentes en el agua residual de la
industria de alimentos en la que se utilizan este tipo de compuestos como detergentes
para garantizar la calidad de los productos (Robalino, 2020). En la Tabla 2 se muestran
los resultados de la caracterizacion del agua residual.
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Tabla 2. Resultados de la caracterizacion del agua residual de la industria de alimentos.

pH 6

Cloro libre residual (mg L) 0.1
DQO (mg L) 5935
Sélidos totales (g) 0.043

Fuente: Elaboracion propia.

El agua residual utilizada como medio de cultivo presenta concentraciones
minimas de cloro libre residual y sélidos totales. Pero, el valor de la demanda quimica
de oxigeno (DQO), 5935 mg LY, indica que tiene carga contaminante significativa.
Todo lo anterior se ve reflejado en la fase de separacion de biomasa microalgal, ya
gue se redujo la cantidad de biomasa obtenida en el cultivo 2 en comparacion con la
biomasa obtenida en el cultivo 1.

En la Tabla 3, se presentan los resultados de la determinacién del contenido
de nutrientes en el biofertilizante obtenido a partir del cultivo 1 y el biofertilizante
obtenido a partir del cultivo 2.

Tabla 3. Resultados del analisis de los biofertilizantes obtenidos.

Parametro* Cultivo 1 Cultivo 2

pH (16,6 °C) 7 6.5

Densidad (g mL1) 0.85 0.88
Conductividad eléctrica 1 1

(dS m1)

Fésforo (mg L) >5 >5
Calcio (mg L?) 39 20
Nitrégeno (mg L1) 0.6 0.5

Cobre (mg L?) 3.5 3.27

*Métodos de analisis empleados: pH: potenciometro; densidad: picndmetro; conductividad eléctrica: con-
ductimetro; fésforo: colorimetria-fotdmetro; calcio: colorimetria-fotometro; nitrégeno: colorimetria-foto-
metro; cobre: colorimetria- fotémetro.

Fuente: Elaboracién propia.

Para la determinacidn de nutrientes los resultados muestran diferencias sig-
nificativas entre ambos cultivos. En el caso del pH, el cultivo 1 estd dentro de un rango
Optimo para el crecimiento de las plantas, con un valor de 7 (Collahuazo y Araujo,
2019). Sin embargo, para el cultivo 2, el pH se sale del rango indicado, con un valor de
6.5. En cuanto a la conductividad eléctrica (CE), contenido de fésforo, nitrégeno, calcio
y cobre, los valores en ambos biofertilizantes fueron similares, pero se evidencié que
son mas bajos en comparacidn con los reportados por Soto et al. (2020) en su pro-
puesta para la obtencion de un fertilizante organico a partir de microalgas, pues su
conductividad eléctrica alcanzd 3 012 dS m?, el contenido de nitrégeno fue de 1 000
mg L', 1 300 mg L't de fésforo y 900 mg L' de calcio; sin embargo, el valor de 3.2 mg/L
de cobre si coincide con los biofertilizantes obtenidos del cultivo 1 y 2. Aunque los
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autores utilizaron la microalga Scenedesmus, ademas de la Chlorella, lo que pudo in-
fluir en sus resultados.

En cuanto a las pruebas de germinacion, luego de tres dias no se observaron
cambios significativos en las semillas de berro y rabano. Por lo tanto, se decidié pro-
longar el tiempo de germinacion otras 72 horas. Al finalizar este periodo ampliado, no
se obtuvieron resultados positivos para los dos biofertilizantes, como se puede obser-
var en las figuras 2 y 3. En el caso del cultivo 2, esto podria atribuirse al alto contenido
de DQO en el agua residual, ya que no se presento crecimiento celular de la microalga
durante el tiempo de cultivo, como se puede evidenciar en las figuras 4 y 5 por la
presencia de moho.

Figura 2. Ensayo indice de germinacion después de 6 dias de incubacidn, en semillas de rdbano utilizando
como extracto agua como control (a), un fertilizante sintético comercial (b) y el biofertilizante obtenido
del cultivo 1 (c) y el cultivo 2 (d).

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 3. Ensayo indice de germinacion después de 6 dias de incubacion, en semillas de berro utilizando
como extracto agua como control (a), un fertilizante sintético comercial (b) y el biofertilizante obtenido del
cultivo 1 (c) y el cultivo 2 (d).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 4. Ensayo indice de germinacion en semillas de rabano utilizando como extracto el biofertilizante
obtenido del cultivo 2, después de 6 dias de incubacion.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura 5. Ensayo indice de germinacion en semillas de berro y rabano utilizando como extracto el bioferti-
lizante obtenido del cultivo 2, después de 6 dias de incubacién.

Fuente: Elaboracion propia.

Finalmente, para el cultivo de las semillas, debido a que no se presento cre-
cimiento, no se realizaron los calculos del indice de germinacién, pues no se obtuvie-
ron semillas germinadas y tampoco longitud de germinacion en el tiempo esperado.
La falta de crecimiento sugiere una posible presencia de sustancias fitotdxicas en los
biofertilizantes, como metales pesados, que se pueden acumular en los suelos, alte-
rando su estructura y el rendimiento de los cultivos. Ademas de interferir con los pro-
cesos metabdlicos de las plantas, como la fotosintesis, lo que limita su crecimiento
(Feng et al., 2021). Para verificar esta hipotesis se pueden utilizar técnicas como la
espectrofotometria de absorcion atdmica, que permitiria detectar la presencia y con-
centracidn de estos metales en el biofertilizante (Zepeda et al., 2021).

CONCLUSIONES

Se evidenciaron diferencias significativas entre el cultivo 1 y el 2: mientras
que el 1 exhibié una fase de crecimiento exponencial con una tasa de crecimiento de
0.164 d, el cultivo 2 mostré una fase de muerte celular, con minima cantidad de bio-
masa obtenida (0.034 g), demostrando que la presencia de espuma en el agua residual
en este cultivo, asi como su alto DQO (5935 mg L?,) afectaron negativamente la

Vol. 14 (1) enero - junio del 2024
MU TIS |Revistaelectronica editada por la Facultad de Ciencias Naturales e Ingenieria de UTADEO
8



Romero Torres, N., Sandoval-Herrera, J. (2024). https://doi.org/10.21789/22561498.2048

produccion de biomasa. Asimismo, la falta de germinacion en las semillas puede indi-
car presencia de sustancias fitotdxicas en el producto.

Debido a que se trata de organismos vivos, el comportamiento de los cultivos
no es predecible; a pesar de esto, el uso de microalgas en la produccién de biofertili-
zantes sigue siendo una opcion favorable.

RECOMENDACIONES

Se sugiere continuar con los ensayos para desarrollar un biofertilizante mas
eficiente y ecoamigable. Reducir los tiempos de cultivo y de exposicion a la luz, podria
mejorar la absorcidn de nutrientes y el crecimiento celular de las microalgas. Se de-
beria verificar la presencia de metales pesados en cualquier biofertilizante obtenido a
partir de microalgas, que use agua residual como sustituyente parcial del medio de
cultivo.
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