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papecie de considerable potencial de cullive & gran eral &
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J. URJIETIVO

Probar la factibilidad

de producie

masivamernle e

Toorhrvsis

laboratoric  las miovoalgas Tebrageliplis suvecics e

nal bana, alimenkdndol as

[h]

nuhyientes

productos organioos biocdigeridos.

i he)

11

chtenidos

a bpase de
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4, METODOLORTA

. . . . I wo . L
Fata anvestigacidn  se llevo a cabo en el area  de

. . P . . ; - - . oq
Gruicul tura  dentro del Progeramae Froduaceion de Microalgas

el Instituteo de Investigacionss Neosanolodgicas  dependiente

de la Universidad fAotonoma de Baja California.

4.4, Disefo de los bhiodigestares

Fara =1  tratamients de cada uno de  los  productos

(astiercol  de vaca, gallina y la macroalga Macror
- R g - o e e H o TR e e

pyrifers) se diseflaron tres unidades de digestion asrobica
a esrala de laboratorio, donde e aplicd el sistema de

= . - . - " . . . r'a .
funeionamiento  discontinue de alimenfacidn (carga) dnica vy

de una etapa (Irvine v Fichter, 1%78).

-y . . . 4 . . o J'I IR
Cada unidad consistid de un reciplente cilindrico  de

L ameEn e, 0T

o P . .
4% v DB om o de altura vy un diametro,

W volumen btobtal de L8 bitros (Fig. 1),

= o) peciplenhe e

Er sl sarte interna ¥y en 1a bas
!

o 4 — " R o T Th . . T O T — . e
coloco g oa Frea e I an A i -0 mm vl ddiamalo PR ] LIy &rma

— 3
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Fig. 1.- SISTEMA DIGESTOR DE LABORATORIO

Donde: 1)Capa de roca,2)Soporte del
recipiente perforado,3)Calentador,
4)Llave de colecta,5)Inyeccion de aire,
6)Termémetro,?)Eliminador de espuma,§)
Desfogue de gases, §)Retorno,10)Descarga
del licor, 11)Recipiente perforado.
(Tomado de Paniagua-lichel, 1934),
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L2 . . 1 . .
oy W E e 1L om en el gue

e superficie de BH1020

LA
rEMIG O L O

prara mk Laidv i

se dntroduieron Los prodost

vy obraris T ormas i o octe oaus Tusnt

2y Foetoy el

£ ey wn ol FlLoio

FER Y cornbenador

roeciplante,  sale  an duclo gus

k] L e et a

) ] . .4
prlem aliber [ S LY B W Terntador oe  Lrmer s Lon

SF A A [Ara B o ce digesticdn v

la temperalura peo
- R LR o . . 4 — . - . - L4 .

fitrificacidn.  Del contenedor  emerge uns conscolon tipo

CELE ta  oual  tiene intenradas la llave de colecta del

£ 5 . . . .
prbracto v una valvula para la inveccion del ailre regquerido

-7 r 4 . -
para  la ascencidn del liguido, mercla de los  productos,

1 - ’ B - - \
agitacidn  del licor v aporte de oxigens para los  procasos

. e .
e mitrificacion.

. . y . .
Esnta congcoion illeva 2] extracto hacia  la  parte
. . ) B 1 - . - .. . . . . o - " I
superior del bioreactor mediante wn bubo unido a la  linea
- o pm g e e T P w S [ERa N} . 1 o . _— [T 3 -
o descarga  Conounsa Lunion ] an la cwal se  dnstalo uan
+ p . T " .
tormometro e sscala  de 0 oa H0° para el registro de

21 Ak pré te

temparatura  del  proceso. Bl conduoto e
terminal cuatro orificins equidistantes gue al descargar el
Tigor  recivoulado en la parts  superior  dnterna el
hioreactor, distribuye uniformemente  al Ligquido sobre el

reclpiante perforado,

Fl  biodigestor se encuentra  Lapado  para evitar
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perdidas  de liguido v sepuma  generada en el proceso de

3 J R [ g . Y R 1Y L
digestian, ademas de conservar la tempereatura v evitar la

dispersion de posibles patdgenos de los productos.

De  la  tapa gue cubre al bioreactor, sale un ducto
para desfogue de gases. Dado gue dste Togra Ssacar sspuna

- . L4 .
mer Lo Integrd un fracolionador de

. . o :
de 7.5 om ode diametro v 13 om de altura para  la

N 4 . E E 4 .
Conversion parcial o de la sgpuama al aetadn  liguido gue

retorna v ose reintegra al wvolumen de la o ounicad.
Al

_ - [ . - r . . .

Ern su porclon terminal, el elisinador  tiene una

. F o . . v
coneccLon gqus lleva el desfogue de gases hacia el ambiente
fusra del laboratorio (Faniagua-Michel, 19843,

4.8, Colecta de los productos

lna  ve:r disefsdos los bioreactores el siguiente

. L u . " .
[RR- =3 RN ] tante fue selecoionar los MY ) g tos QP an icos

para su tratamiento.

Los Tees productos utilizados s colecharon £

lugares clrcunvecinos a Enssnada, Baja California, Mewicao.

El estidrcol de gallina provine de la granja avicola

i
k
§
¢
;

LG LDTRLL AL

ST e
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TREacena Toncalizada s la Colonia Jalisco de  esta

enoonbralba Fresco, ariginado  por

Erotidad. Hete

y 4 N .4 .
gallinas ponadoras.  Las excragias cles vaca tanhien Tusron de

maron de un esta blo (dez WAL AE

. -
e OSLCAON M1

ghinl mlega

cheras en Maneadero. ara wloo Seoeystis

e e to mediante buceo Libre en 1oas

pyrifara,

mantos localizades en la periferia de Pupta Handa,

/) -r e s .
4,5, Carga organica

Foar La Importancia oue represen ta la riptima

wy of e gee w el I l. - - - - e o . - r— — i g e g
Aitriticacidn  del sistema, los bigdigestores AN &N

primeramente conown 1074 de Sy v lumen con tierra de jardin,

ewta  con el fin de activar la siembra  de e e
- | . - . - - - . 4
nitrificantes qulmlmautmtrdflcaﬁ, Fl proceso de alreaclion vy

reciclado  Ridrawlico fod durante seils  semanas (Farniaga-

Michel, 1984).

- . . . | / . .
Concluicde este, la cargas organica determinada para
cada hioreactor fue de L kilogramo de =i producto.  Asi al

. B r | . - .
hiodigestor L le correspondlio un kilogramo en peso fresco

do sstidrcool de vaoa v lée litros de agua culoe al nlmero

- , . -4 :
2oun kilogramo en peso frescoo de patisrcol de gallina v 1é&

-

q o - . | . #
Litros de aguas duloe, por wltimo al bioreactor numera o

v de la macrofita,  la

. e - -
tambien w BLlograms en pesa e
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. - e " - . .
el ey LAMmEn ti se houno TR SO 2 L Pimuadora me ol ando

tanto fronda como @ pe para asi ser btratadas con el mismo

volumen de agua duloe o gu respectivo bioodi

e vas cargado cada bioreactor v conbtroladas  sus

. P . . .o
temperaturags ol e atamilanto IS v R | ) 1Ml eio ek

Tungiomamionibo.,

Bl tiempo de tratamisnto de osda uno de los productos

=R

Lol de gallina 20 diasg petidrool

’ . .
fug @l siguienta:
Al

- . ’ . J— . y . . .
de  vaca 10 dias v por dltime 195 dias para la  biodigestion

r

qua=Michel, op. cit.},

i3 pyrifera (Fanilé

Ubtenidn @1 licor de cada produsto. et GE
esterilizd  en oup autpelave & L5 Ih/cm  de presion y 121 70
durante 1% mimutos a0 ph o bado (4.05-%.0) con el fim e
excluir las bhacterias v conservar las vitaminas (Branados-

Machura vy Huckle-Famirez, (" 1984 ).

£

4.4 fAnalisis de nutrientes

ot Lodos

s cuantitativeo de log nmubtrient

- , . .
1 oanalisd
g los extractos biondigeridos, se llevo a cabo o sigulendo

eotablecidos por el mdétodo de Strickland v

Pore lineamientos

o - r
R ulbilizo LT

. g ey N L e
oS (L7 Frara  dicho  analis
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sectofotonebro marca "Eaw

o
i

Dada  su Lmpeose bang

Fosfoatos v

sy ol crecimiento mloroalgal,

fmonao fueron

g, 0, Elaboracidn de los medios de culbivo control v

experimental .

i, - [ & - - -
La metodologia que  se otilizo para los culbivos

\ . ’ . oy
contrnl fue la de HMatthigssen v Toner (12661, va glus

acdeoms der ha

gpr posible la obtencion de culbtivos  saslvos

debicdo & las carac canm oualitativas v cuantitativas

e los elemantos gus e o la ubilizade en la

produceidn rutinaria del Laboratorio de Microalgas clonde e

!
llevo a cabn esta

Ay ehon

Flomedio de cultivo conteol ge prepara age

soluciones prisarias vy secundarias de nutrlentes  nayore

o e

meatales traza W witaminas 21 las EHT RN

. e .o i g
o s pond Lernt cada volumen {Apencddoes

La preparacidn del medio  de  owliivo @ e Liant

|, e

iencias reportadas por Paniaguas

hizo en base & lasg @x
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Michetl, I 1334 Vi Faniagua-Michel vy Buckle-Ramires, (19
B4 1y Branados-Macihuoa vy B ke le-famires 1984 Toyocon el

iimentos realizedos para

’
apovoe e un numero dado de @xne

cluado de las mesola Wiz

@ leg i la proporcion y ovolumen ad

los extractos correspon dientes A FIET chac .

ml omereddo

Fara  enelguecer  oon notrient
e owlbtive & nivel Carboy (L& 1itros la

al

proporcidn 4:l:l,  de la cual 400 ml,

iodigerido ol patisrcol e gallina, 100 ml . &l

M breas hanto para pivel  tanoue ( A00 1itros)
correspondio’ la proporoicn S8:4:4 dondes 800 ml.  wiran de2l
bindigerido de la macroaloa, 400 ml.  del hiodigerido  de

, 4 . E Ry 1
metidronl  de  vaca v opor ultimo 400 ml.  del  extracio  de

. 4 r -
gelhiercol de gallina.

clerg o b

[ 3 iones ante

Foo de hacer nobtar oue fas

corcentiraciongs

tudios sobre 1 TR e

,
paban basadas an @
de mnutrisntes v eligeelementosz (Guillard, 1973 Provasola,

et 19866 Btephenson, L9743 Tewsher vy #dber, 19Uy

musshras

Paniagua-Michel , 1984 cue  debleron terner s

utilizadas para caompetiv con el medio convencional. For eso
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1a importancia de babsr determinado la  canitidad e

EH

contenidos en los extractos wbilizados

macronukr Lonbs

. r .
@l Lrrabaio ] frevra Al SO AT los W Jooaiustarlos =3 las

antes olbados.

{7 A0 R WY Tos autores

1) - o 4 - .
4.4 Histema v bdonica de culltivo.

- 1l " 1l . . L
Debido 2 la nmecesidad de realizar  una produccion

masiva de  Titoplancton, se han desarvolado slistemas ez

. 1981 .

cultive discontinuos v o continuos (Trohts

Frm webe caso soe btrabaid con el sistema de  ocwltivo
discontinug o estatico, va gue de esta manera, es posible
aprovechar v cosechar el volumen lLotal producide. Estos
parten de inocular las celulas an wun recipliente o agua de
mar snrigquecida (medio de cultivar v unicamente permiten so
19700,

crecimiento (Eoabistaohs

o s mEncLong anteriormente, 1 & ica o
cultive gue se wtilizd en los cultivoes control, f we la  de
Matthiessen v Toner {(op. citl. En gengral, para cualaguiera

de  los dos owltivos;  organicos IO Ganicas, la  rutina

. . 4 .
o fisdioo- CILA L (e

. . r
saguida  wurna ver contralados los paramne

" . . . . " . . - -
b Pos e CHAEM T LM AN Lipe mnubtricions leae der las mi el Clae TLiE

Planar el recipiente de cultivo (hasta nivel Fearabach) con
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agua  de mar oy enriguecerio ocon nutrientos esenciales. &

medio de culbivo

Tarlliea por antooclave para @liminar

proanismnos  contaminant vomm dedia 2d horas para

aque  obtenga  una  Tempara Tira amlyi o del cuarto  de

culbivo. Transourricas Tas 24 hao

el ) 4o

ipoenla oor mioroalgas oy

@rpaneg [}

condiciones favorable

g Lur, temperatura v agresc dor. L

§ H 4 g . - - -,
cmlulas inceemnsntan £ " LATTER ET SO ol L [ré Lo

£ - . . y . .
caractaristico de  crecimiento, @l  cual ivdealmente  se

Fresume en las diguientes fa M) Fase de retardo o de

. - Vo .
guponencialy  G) Fase e declinacion

induccidng B

relativa de crecimientos; D) Fass

acionaria v B} Fase de

muerte

- . . - . L4
£l conocimisgnto del tiempo de duraclion rie
ws  importante en el owltive de ealtanques  abiertos para

identificar el tiempo de cosgoha  cuando las microalogas

alearran  ou fase exponenocial de ore Lmiegmnto, fa cual

- \ . e - , - . B - -
directamente relacionada  con el tamnano ger inoowlo imdgial oy

catadn fisioldgico del alga  (Fogg. L7750,

mepas de

wtilizadas a lo largo del experimanto, fupron obtenidas del

ituto  de  Investigaciones

Laboratorio de Microalgas del. Inst
Dreanoldgicas U.AJB. patas a sl ves fueran adguiridas en el

Mational Marine Fisheries Servioe, La Jolla, California.



LOGARITMO DEL NUMEROC DE CELULAS

BIG,

22

2

EDAD DEL CULTIVO (dias)

Curva Ge crecimiento idesl de microalgas en me-—
ioe de volumen limitado., £, fase de incuccidng

face de cpecimiento exponencial; C. fase de

W e

declinzmiento relativo del crecimiento; L., fase

estacionaria y B. fase de muerte (Tomado de Fogg,

1975) .
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icla de s un

1 orden =

sLEe el nara s branafer:

cultivo a obro fus el sigdiente:  Miwvel Erlenmeyver al  Mivel

e - . “ £ - o -
al Mivel Darboy v opor wltime el Care

Fernbach, es bty al

Mivel Tangues EFiq} .

d.f4.1 0 Nivel BErlenmever v Fernh

. L F . .. r
iwrs a la teonica de oulilvo, se HrEnaro

Ery 1oy cu

FreEr

tla matra

s . " -
LAY TILAImE o 1 By lenime YVET OPIA A cacta EREL I B

P - . .
glaborados e base a la formuls propussta por Matihiessen v

ioncdo e ssta M a £

Teoryer L. [ I GG F s P

Feciplientes para leaochrysie galbana v 40 para Tmis

‘.‘
i
(=

- . o+ . - .
SLERT LA . L& PHTEP RIS A0 1L O e la solual Ci r [NEZE T

an @l Apendice O,

" . . ,
Bl en MERY T B TR lizo comb se

a2 mabpar B0 oml., de medio oo

Una vesz conteniondo o

cultivo, se  procedio & llevar &  cabo  la  inooulacidn

{Apendice G-d), correspondiendn asi 10 ml, de cepa original

oot Tetraselmis grica a cacda  wno de los  reciplentos

camados e oy dicha [ SRR WA M T S prranis tico @l MmLsmo

dimiento pars la microalgs nalbana.

mantivieron en el laboratorio

Lo mateac inoguel

. iy . .
el cultivo  a wuma temperatura de H0- 200 dmada con wn

- N - . . - -
L rmome: T thez et Lma Y MIN LI . et jue e PO L O e N
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s , - . " i - B .
Tamparas fluorascentes tipe luz fria de 40 walths con 4 pi

de Largo, recibisndo los oult ivos una intensidad luminosa

che w. A sste nivel no ingluye aireacian, va

PR agitl poraal diaria para oque aourra la
ditusion compieta de los nubrlentes vy evitar la decantacion
de los cultivos. La boca de los Erlenmeyer fue cubisicta can
tapones  de  algodon rerubiertos de gaza para de esta Torma

permitir el intercambio de g entre el medio ambisgnie v

@l cultivo. l.a Tinidad de cada medio contenido  en levg

racipientes de (oulbtive, =@e eetimn con  un salindmestro o
refractonetro  marca Al Golberg.  Transourridos ocho dias de
crecimiento microalgal en los matraces Drlenmeyer, Se llavd
o cabp la transferencia de dos reciplentes comtaniandn su

FespEchiva peie @ un Fernbach preparado  de  la  miema

manera que los Drlenmeyer.

dad.d?. Mivel Carloy.

f . . . - 4 P \
A1 trabajar  al Mivel Carboy, vario Ta metodolog:
- - o 4 . -
descrita a la anterior, ntilizandose an pata fase Carbovs de

| L "~ 4 al - - ey g 44 " -
papacidad e Litros. He preparo urr Caarboy oon dicha

volumen de medio de cultivo para

Frar o JoE omi

11

Urta W Gl ara R
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r
inaculados, v gue los Fernbach alcanzaren una concentracion

vigal optima (oo dias), et wltimos fueron
transferidos a su correspondiznte Carboy (Apendice G-k).

Ya incculados los Carboys con su respectiva especie, se
sometieron a las condiciones constantes de luz v temperatura
empleadas  n los niveles Erlenmeyver vy Fernbach., Se trabajo

T

con una salinidad de Z2 /oo v owun pH de 7705,

Fn este caso para tapar Jla boca de los Carboys, se
LS A On tapangs  de neoprano, tenltendo cada  wuno tres

orificios, wno para la entrada de la varilla de vidrio gue

introduce @l alre al sistema , cen el fim de
proporcionar ailre y lograr la difusion de nutrientes,

evitar el asentamiento celular y proporcionar un suplemento
parcial  de bhioxido de carbonp. ba fuente de aire fue
suminisirada por un compresor "Conde" nunsra 6. Los  dos
orificios restantes con eu respectiva varilla de vidrio se
utilizaron para muasstrear v permitiv la salida de aire del

cultivo,

La tdcnica de cultive en esta seccion fue modificada e
inovada a la propugsta 2n un principiao, va gue fus necesaria
A . .
esta practica para poder lograr la produccion masiva de  las

micraalogas.,
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r— 4 ’ . . Ly - .
Fue en esta.etapa deonde antro &N vigor la wtilizagion
" . T . . .
de  los nubtrientes organicos v de esta manera suplir a los
inorganiceos.  Fara dicho Tin se prepararon dos Carbovse para

cada especle, uno control y &l otro @rperimental .,

Fara @l ensayo edperimental =e lleno un Carboy con  1é

litros de agua de mar esterllizada, v e afadieron los

putrientes organices en 1a proporcidn 4ol e ra cual 400
) . . B . ’ . "
ml correspondian al biodigerido de astiercel de gallina, 100

ml cdel biodigerido de petidroal de vaca vy 100 ml. del

piodigerido de Mag vatie pyrifera, haciendo asi un total

de &00 ml. de licor enriquecide anadido a los 14 litros de

agua de mar (ﬁﬂéndice G-a) .

Una vez preparado el medio de culti#m éxperim@ntal Dara
cada gapecie vy alcanzada 1a concentracidn dptima e
transferencla inueve—diez drias) en los Darboys oon e m@dig
ponvencional, @e procedié a llevar a cabo la innculacicdn de

las microalgas del medio quimico inorganico al medlio con

nutrientes orgdanicos (Hpéndicm G-p) para dicho fin  se
. . . , - . . —
recurric al  sistema del aoultivo semdcontinug (Fig.4),

inoculando asi con wn litro de cultivo densa de microalgas

(medio donador)  al medio de rultive experimental {mecio

- .. 4 - 4 . ;
recaptor). Fota operacion se realizo tambien para  su
correspondiente Carboy control v para cada EEPEC1E.



b LT AW A R S A LA ) T TN |

R P e T e

T A s

Carboy donador

rIG.

Carboy recepbor

4, Técnica de transferencia para culbtivos
semicontinuos A).— Fuente de aire, B}.~ Mi-
croalgas, G).— Carboy con medio inorgdnico
(Matthiessen y Toner, 1966) D},~ Carboy con

meéio orgdnico.

28
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Transcurridos. dos dias Jde cimiento microalgal en el

: medio  organico  (considerando  como  dia  cero el dia de
é indoewlo), se  afadio la mitad de 1a proporecidn - de los
extractos conteniendo log nwtrientes Crganicos, & la

proporoldn agregada indcialmente {Apdndice G-s). sientras

tanto el Carboy control continuaba el rilmo de  ore

mimienta,
hrasta alcanzar ambos su fase de transtferencia {ooho-nueve

dias).

b3 Mivel Tanque
: El  uwltimo paso consisztio en transfericr sl cultive del
Larboy a un Tanque de capacidad 500 litros, fabricado de
Tibra de vidrio.
Transcurridos ocho y dies dias, posteriores al dia de
. .
noculo e las Carhboys exparimental Y control |
correspondientepnente estog o g LransTirisron & =t
respectivos tangques, Pprapacandoess para tal  efecto  btres
. tangues por especie, es decir: para Jeochrysis galbana  un

tangque  experimental, w0 control v un tanque testigo solo
con  agua de mar sin ningdn tipe de nutriente. Fste witimo,
. 4 . - . W 4

Tue inoculado con uan Carboy experimental, realizédndose el

migmo procedimiento para Tetra

imis suecrica.




g
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£l enriquecimiento del tangue coRrtrol se llevo a cabho

comog se  resune  en el Apendice  F. Mientras tanto para

enriguecer  con nutrientes organicos g1 tangue experimental
/ .. - .

se  agregd la proporcion de exlraclos 8:4:4 a un volumen de

terilizada & una

G0 litros  de agua deomar filtrada ¥

4 . . y . e .
camara de luz wltravioleta {Apdndice G-u)

Dre la prmpmrcidn antes menclonada, gao ml.
I - - . . y -
correspondian al biodigerido de la macraalga Macroocystlis

pyrifera, 400 mlal bindigerido de esbigrcol de vaca ¥y por

Gdltimeg 400 ml del bimdigéridu de estigrcol de gallina.

Dos  dias despues fud afacida al cultivo la mitad de la

proporcion inicial antes mencionada (ﬁpéndice HB-x) .

- . ’ - .
Con et fip de mantener constantes el pH del cultivo al
tercer dia de crecimiento se aplicad al mismo GO, durante tres
; . T L [ ’ L L -
minutos a una presion de F0 atmnsferas. Fara tal practica se

v

wtilizd un tangue de 210 Kg/lom  marca CINFRAY (Apdndice G-vi.

- I3 ) - B 4, - B .

En este nivel la aireaczion fud mds vigorosa debido &
las dimensiones de los tangues. La intensidad luminosa para
proporoionar  luz al cultivo. vario respecio a las Tases

anteriores, ya gque @i este caso =S utilizaron focos de  una

unidad de 500 W RR20/Z20 YV marca DSFAM B

30
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los rniveles de: pH, temparaturay salinidad se ftrataron

de mantener constantes tambidén en ssta fase.

Para determinar la elarion  entre  la transmitancia
(Densidad Optical) vy concentracion de cédlulas/mililitro, e
utilizd  un egpectofctémetrw marca HACH dr/%, leyendo a una
longitud de onda de &80 nm. Las lecturas de las muestras se
llevaron a cabo diariamente & las 2:00 p.m. desde el dia de
indculo (dia cero) hasta el décimo dia de crecimiento.

hY

Con el fin de estimar la respuasta de crecimiento  en
cada madio de cultivo al nivel tanque, &€ graficaron CUrvas
de crecimientn promedio y se compararon con las curvas del
rrecimiento control, mediante la Frueba "t de Student para
prusbas pareadas, incluidas en el Faqﬁete Egtadistico
PERISTATY. Esto con el proposito de detaectar si eristia o no
diferencia significativa al cultivar las microalgas en el
medio de cultivo inorganiceo y &1 medio organiceo (Granados—Ma-

chuca y Buckle-Ramirez, 1984).

(= Aralisis de Varianza {ANOVA) corn o oun nivel de

significancia del 5% para Tetragelmis guacica ¥y 14 para

Tsnchrysis galbana, fue otro estadistico empleadn para

carroborar  1la diferencia en crecimi@nto pntire los cultivos
control, euperimental v testigo chey cada especie

(Farkaer,1976) .,



S RESULTRDOS
ol Elaboracidrn del medio de culitive experimental

Em la tabla i aparecegn las  gconcentraciones de
macronwkrientes  encontradas  en cada uno  de loas  extractos
bicdigeridos., Donde e observa gque el extracto de estigreal
de gallina, contiene ern promedico las mayores proporcicones de

A

byl entes.,

. . ’ -
La relacidn de cornstituyentes guinicos presentes en el
medic comtrol vy la comstitucidn guimica poterncial del medio

experinerntal, se presenta en el Apendice H.
3.1.1. Nivel Carboy

Ura vezr determivnada la concentracidn de nutrientes, se
irivest iga 1% cantidad dptima de cada extracto recesaria para
la elaboracidn de la mezcla organica ewnriguecida {(proporeidn
de extractos combimados),  tosando pomo eriteric para sw
gleccidrn  aguellos cultivos ermriguecidos  con esta, que

aloanTarcy una concentracion eficiente (3,760,220 cel/ml para

Tetraselnis syecioa VY 14, 496, 0@ cel/ml para  Isgchrysis

galbana) contrastada com el medic cornbral (95,720,000 cel/ml

y 16,536,000 cel/ml respectivamente para cada especie) al



TABIA I, - Concentracidn de macronutrientes registradas en

cada uno de los extractos biodigeridos.

33.

PRODUCTO DIsS DE CONCENTRACTION

| TRATAMIBNTO |

AMONIO ‘FOSFATOS { NITRATOS

Fxtracto de X5 1Q mg/1 2,40 me/1l. 125 mg/1
Macrocystis
pyrifera.
Extracto de 25 13.0 mg/1L | 35 mg/l 270 mg/1
estiércol de
gallina
Extracto de [~ 20 9.0 mg/1 15 mg/1 330 mg/1

estiércel. de

vaca




Id . .
octavo dia de crecimierdto.

l.ag proporciones experimertadas  Fuerorny 4:3 g.v. (400
ml de extracto de estiéreol de gallina y 200 ml de extracts
de estidrocl de vaca), 4:i:1 a.v.g ( 48% ml de bicdigerideo de
la macroalga, 120 ml de bicdigeride de estiercol de vaca vy
i@ ml de bicdigeride de estiercol de gallina) vy 4:l:l gev.as
( 40@ ml de biodigerido de estiercal de gallirna, 1@@ ml de
extracto de estiercal de vaca y 182 ml de extractoe de

Macrcaoystis pyrifera).

.o , L.
Esta explaracion dio como resultade gue la  proporcidr

4:1:1 g.v.a. permitia un desarrcallc mas  favorable de

Tetraselmis supcica e [sochrysis nalbana, al compararla com

laos comtroles al octavoe dia de crecimiento.

. v 7

El mivel de pH varic entre 6.5-8.@ durarmte las ocha

dias de crecimiento. La salinidad del medic tambiern tuvo
Fluctuaciones evtve 30-38 4o .

S GL 1.8 Nivel Tanque

Em las figuwras 5 vy & s abservan las purvas de

crecimienta de Jetraselmis suecica e Isochrysis galbana

cultivadas en vollmenes de 520 litros de &agua de  mar

34
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a- Readici8n de nutrientes
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b-Apiicaciin de €O,

DENSIDAD CELULAR
=
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1 2 3 4 5 6 7 8 g 10

EDAD DEL CULTEVO (D14 3)

FPIG. 5.~ (Comparacidn de curvas de crecimiento en Tetra-
selmis suecica cultiveda en 590 litros de agua de mar con
tres diferentes proporciones ce extractos biodigeridos com-
binados.

A= cultivo con l& proporciédn 8:2:2-g.v.a., ; B~ propor-
cidn 834:2-a.v.g, ; y C~ en la proporcién 8:4:4-2,v,g. con
adicién de la mitad de éste, y 002 gl segundo y tercer dfa
de crecimiento respectivamente.
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ECAD DEL CULTIVOC {(DIAS)

FIG. 6.~ Comparagifn: de curvas de crecimiento en Isochry-
sis galbana cultivada en 500 litros de agua de mar con tres
diferentes proporciones de extractos biodigerides combinados,

Aw cultivo con la proporcién 8:2:2-g.v.a, j B- propor-
cién 81412-a.,v.g. ; O~ en la proporcidén 8i4i4-a.v.g. con
adicibén de la mitad de ésta, ¥y Co,, al segundo y tercer dia
de crecimiento respectivamente.
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eymriguecida con las tres diferentes propoveiones de extractos
Ccombinadins., Eete repgistra viswal vy cuarntitative de las
gensidades alcanzadas 8 cada BNSay oy permitié identificar -
gue la proporcicon 8404 &.vaeq. (B mi. de bilodigerido de 1a
macroalga, 40¢ mi. del biodigerido de estigrcol de vaca y 40@
ml. del biodigerido  de sestievreonl de pallina) fusg  la  mas
acaeptable pera cultivar las microalgas  en el med i
experimental y compararle com el medic control al decimo  dia

de cultiva (Figuras 5-C y &6-07.

La salirnidad del medic de cultive en este mivel fus  en

promadic de 3&%., y el pH erntre 7-8.

L2, Dimetica Micvroalgal.

n

581, Cultive Contral (Nivel Tangue)

Las concentracionegs célulares de Tetrasglmis sueclica e

Isochrysis © nalbana  obtenidas para las replicas en 2l media

contral se indican en los Apendices Ty K respectivamernte,

* - . ¢ 3 e o =
e observo una densidad promedico  maxima  de 280, 254

cel/ml para Tetraselmis suecigm y 1,458,000 cel/ml para

leochrysis galbana.

- I . . " . . ’
Evi Tetraselmis suecica la fase expongncial se determing




gdel dia dos  al décima, con conceriraciones promedico  de

46,500y de 280,290 cel/ml para cada casco, Mierntras que ewr

Igochrysis galbana, esta se determing  del primers al deécime
dia wron concentraciones pramedio de 4640175 vy 1, 458, @5%

cel/ml respectivamente,

La figura 7-a muestra la curva de crecimierta pramedio
de  las densidades celulares obtenidas durarte Ing diez dias

de erecimiento para Tetraselmis supcica. Be cbserva en esta

curva la fase de‘induccidn, Aue se prolonga  hasta el segurndo

-~ A - . - . .
dia de vida del cultive, a partir del cual , se inicia la
fase expornerncial gque termiva al doceave  dia, presentandose

despues la fase estacionaria y de muerte micrealgal, las

cuales ya va se denctarn en la gréfica,

La curva de crecimierto promedic para Isochrysis palbana

s2 muestra en la Figura 8-a. Ern esta se observa la fase de
. . . . . ! .

induccidn que se prolevga hasta el primer dia de vida a
partiy de la cual comienza la fase exponencial que termina al

Ed . r
decimo dia.

S.Z.2  Lultive Experimerntal (Nivel Tarngue)’

Las concentraciones microalgales de Tetraselmis suecica

' ’ £} L)
e lgochrysis galbana en sus ouatro replicas de este medico se

muestran en los Aperdices J ¥ L respectivamsnte.

Py

e e
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234
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Celfml X 10
P
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DENSIDAD CELULAR
~
|

£DA0 DEL CULTIVO (DIAS)

PIG. T.- Curva de crecimiento de Tetraselmis suecica
cultiveda en 500 litros de medio quimico con-
trol (a) medio experimental (b) y con agua de
mar sin enriquecer {(c),
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Celdni

DENSIDAD CELULAR

EDAD DEL CULTIVO (DIAS)

FIG.8 .- Curva de crecimiento de Isochyysis galbana culti-
vada en 500 litros de medio de cultivo control(a)
medio de cultive experimental (b) ¥y con agua de
mar sia enriquecer (c).

L0



fue de 211,800 cel/ml determinada al woveno dia. La fase de
crecinientc exponencial se detectd del primerce al séptime dia

ge cultiveo (Fig., 7-bil.,

En Isochrvsilis palbana, la gensidad promedia maxima Fue

de 1,373,275 cel/nl determinada al rnovens dia de crecimientco,

i
Hil

observa la fase de orecimients exponencial del  primerco al
! - . - . .

sextao dia, presentandose posteriocrmnente la fase estacicrmaria
| . - | . =

hasta el decimo dia para cdlminar con la fase de muerie  al

dia doce (Fig. 8-b).

S.2. 3 Sultivo Testigoa {agua de mar arenta de
nutrientes)

Evi lasg Apendices M ¥ i 5e indicarn las

concentracicones  ecelulares obtenidas para Tetrggelmis swecica

g lsochrysis gelbana en log cultivos corn agua de may sin

. .
adtcion de rubtrientes.

. ’ . . , ey . y
G observd una densidad maxims de 14@.000 cel/ml al

guirta  dia de crecimiento en Tebraselmis suBcicsa, migntras

gue  para Jsochrysis palbarna, fug ern el cuarto dia de

crecimiento  cuando se alecanzd uma concentracids  de 612, 000

el /ml.

L



B

selmis syupcica la fase exponencial se determinc

el primera  al tercer dia con concentraciones de 50

129,000 cel/mi. La fase estaciornaria solo dura un dia v del

dia cinco al dier sobrevino la muerte del cultivo (Fig.7-ec).

La fase exponencial en Is

galhana se observe del
primero  al segundo dia de crecimiento con concentraciones de
AB0, 900 vy 724,600 cel/ml respectivaments, para posteriormente

continuar  con la fase de muerte microalgal,  del gointo  al

noveno dia de crecimiento del cultivo (Fig. #-c).

E1 andlisis estadistico no indicd wna diferencia
significativa entre el medic contral vy el medio experimental
" para Tetr 2lmls suecica, en base a la pryeba " de Student

(Qpéndice 0.

Fara el caso de lsoghrysis galbuana, estadisticamente se

establecio que sl existia una diferencia significativa al

cultivar  las microalgas en el medio control vy el medio

pxparimental (Apendice F ).

La interpretacion estadistica del Anova praclticado  para

cada espacie en sus Faspectivos medios control, erperimental

y testigo, apovaron los resultados Feportados por la pruebs

L2



"t de Student, que nos musstra

Chle pal-a

no huho diferencias al hacer Ia EHLIMACION & un Mivial el 9%

cfes significanciaﬂ mientras que Para T S se

detectaron diferencias altainente significativas . en la

estimacion al &% v 1% [ﬂpéﬁdice Gia,



-

6. DISCUSIDNES

Py la firalidad de esta investigacidn, Yii =15)
exploraron  a fordo los mecanismos fisicos vy bicguimicos gue
se presentan  y dan oridgen a la aobtercidrn de los rnutrientes

organicos a partir de los productos biodigeridos.

Experisncias y resultados al respectoe se pueder
grncontrar  en los.trabajos reportades por Granados-—-Machuca v
Buckie-Ramirez, 1384; Paniagua-Michel y Euckle-Raniresz, 1784;

y Parniagua-Michel, 1384,

Considewgﬂdm gue la combirnacidn de extracios presentan
una  gran  gama de elementos guimicos asimilables por  las.
microalpas (Rpéndice H )},  en gste casc salo se  examinaron
para la elaboracidn de las propovelones crganicas
erriquecidas, los macronutrientes erncontrados en ca&a
productos,  como lo fuerow, los Nitratos, Fosfatos y Amoniog
los  resultados de sus coneentraciongs se compararn  por si
similitud a las prncontrados por Paniagua—-Michel (op. cit.)
los  cuales sgrvieroh de base para realizar las proporciones

£ [ . .
organicas E?FIT“lIZ}L\EDld:‘REi.

Durante el desarrollo de gste  trabajo, 5

presentaron  ciertos problemas que impedian o retrasaban  la

- 44 ~



spouencia de los ernsayoss, coomo lo fueron la contaminacicn de

los cultivos poe bacterias vy protozocarios no identificados o

de  una microalge & octra {ern especial de Tehraselmis suecica
sobre Isgchrysis palbanal, imsuficierncia de nutrientes awn
los bicdigeridos por @l mal procesamiento de los productos
1o eual iba aunedo a la falta de experiencia, desajustes de
pH v salinidad en el medic de cultive, asi come una serie de
factores fisicos y quimicos que se discutiran scbre la marcha

de pste capitula,

riginalmente se tenia programado lograr la produceidn
de las microalgas alimentdndolas con los nutrientes orpanicas
desde &l nivel Erlenmeyer (lo que seria prdcticamerte el
acondicionamienta de la oepal, para de esta manera  ser
transferida sucesivamente a los respectivios niveles de
cultivi, Pero como se menciong anberiormente se presentarcrd
contrat iempos ¥ problemas  teeonicos gue  impidieraon la
secuencia de cultive para poder llevar a cabo la alimertacion

arganica desde el nivel Erlernmeyer al nivel tangue.

Debida & 1o anterior, se vecwrid a modificar la
metodologia oripginal, combiﬂéﬂdose_ pava tal efecto los
2 metodos de alimertaciorng el irorganics de Matthiessen y To-
ner {(ap.  ecit.) del nivel BErlenmeyer, hasta parte del nivel
Carboy, y el de alimentacich arganica (Pamiagua—Michel gt

aly) a partir del nivel Carboy al nivel tangue, cumpliendo de



esta manera aungue ya menas significante unc de los aobjetivas
del presente trabajgs; el minimizar los costos de producei din

. . ' 4 . -
de alimento para crganismos Filtroalimentadores de  interes

comercial.

Devrtro de lo planteadoe ey urn principico, se wtilizd para
el nivel EBrlenmeyer la razen 4% m 1 de la proporcion 42l
donde: 40 ml  porvespondian al  bicdigerido de Macrogystis
pyrifera, 2@ ml al bicdigerido de sstiercnl de gallina y 19
ml del bicdigerido de estidrcol de vaca (Paniagua-Michel, op.
cit.). Trascurridos siete dias de &ultivo er este nivel la
concentracion visual no igualaba ni superaba al contral, por
lo  gue se hicieron ajustes de pH al medic experimental, se
cambic” graduaimente la proporecidn de extractos y ni de gsta
marnera alecanzanba a los ocha dfas_la concentracion deseable

para poder ser transferida al Nivel Fernbach.

Visto | lo antericr  se procedic & imiciar el cultive &
partiv del Nivel Fernbach, cambiando la rardn de  autrientes

proporeional a .5 litros de agua de mar.

Se cbtuviercn resultados fFavorables scbre todo Cz3y]

) . . N + s
fretraselmis suscica, pero estos no excediercorn mas alla de los

ceis dias de crecimiento ern el cuwltive y por o tarmto no era

pasible su transferencia a Nivel Carboy.

Ev general para cualguiera de las dos especies, la




N
=2

respuesta  de ecrecimisnto fue eficiermte solo duramte  los

primeros 4 dias de vida del cultive ern estos miveles.

A pesar  de gue Paniagua-Michel egf al., {ap. cit.) ¥y

Granados—Machuca et ale, {ope cit.) encovdraron resultados
satisfactorios eri  estos niveles trabajando con Paviava

igtheri, Monoebrysis lutberd vy Skeletorems oostat g Fébregaﬁ

gb. al., ((1364) experimentandce oo Teiraselmis suecica on

. . . . . . ¥
cultivos  discontinuos, Bl ALV&AC1IOrn Y Cori W @Xeesa de
M
nutrientes (irnorgdnicos) ercortre gue los  dos factores
imitarntes del crecimiente fueron el £0p vy pH, ios  cuales
podian @ no relacicnarse entre si. NAdemds determind que tal
BNCES0 de nutrientes podia  introducivy otros factores
limitartes CrnC la toxicidad producidas P las

concertraciones de TRIS. la presidn asmdtica y la falta de

PR . . T
equilibric en las reacciones idnicas.

Por ctra parte, Fogg (1979 refiere que btarde o temprarns
Ia fase .EHDQﬂEﬁDial de  wr cultive de algas ern  volumen
limitado vy condiciones contraladas decae, mernciomando gue las
razones puedern ser por el agotamiento de rutrientes, Ox{gernc
y COp y alteracidn de pH, deficiencia er la penetracichn de
luz del cultive y autcinhibicich. Tales factores limitantes
e describen mas adelante en lao gue se refiere a Nivel
Tangue, ya gque en este tambign se presentarcon dichos

factores,
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Una vesz gue s trabajo directamerte errigueciendo  las

Carboys experimentales se chtuyieron mejores resultados,

Urm factor favorable de  haber incoulada an Carboy
experimental (con uno contyral) para coblienar s covcent racidn
aceptable, fue precisamente la incoulacichy del media  de
micyoalgas oultivadas previamente v L ambiente rico  en
rntrientes  y en particular nitratos (tal como 21 medio  de

mMatthiessen y Toner, 1969).

A este respecto, Caperon y Meyer (1972 sefialan quellaﬁ
tasas  de orecimiento del fitoplancton no deperndern de las
concentraciones  ambientales, sino  de la experiencia  de
nitratos  durante el peP{mdo precedente al cultive en gl cual

ge hira la estimacidn de crecimiento.

Eppley y Thomas (19659) Collos (1982), postulan que el
ﬁitwﬁgemo 'ps  uno de loas rnubrientes mas limitantes en la
producciéﬂ y tasa de crecimiento da fitoplanctor. £l
fitaplancton regulerse Como materia prima para el aviabol isme
dee probeinas ylfovmaciéﬂ de protoplasma celular, el ﬂitvﬁhﬁﬂm

iﬂQPgéﬂiCG usualmente en Forma de nitratos.

Otro  de los nutrientes limitantes del crecimiento algal

es el fasfato, ya gue se considera la fuente de enérgia de



5 \ LI - . . .
los  procesoas  metabolicos, su deficiencia e los  culbtivos

arasiona segun Chu (1943) entre otras cosas, la decaloracidr

. e L . . .
me las microalgas. Loo gue sucedio al mencs Brn esg mivel del

guinto

al décime dia de cultive, cuando se experimentaba

afadiends diferertes proporeiones sl cultive,  para de esta

Manera

determinar cual era la gue facilitabs un creciniento

mas eficiente Bn las microalpas.

Eri

donde

gallina,

y . . .
bBase a la anterior e esoonio la proporcicr 4:1l:l
] -

49 mi. corcespondern al biodigerido de estiérccl de

1o ml. al bicdigeride de estidrenl de vaca y 100

mi. al bilodigerido de la macrofita.

La razan de haber elegido mayor volumer del bicdigerido
e estiérenl de galliva en este Nivel, fug porgue Ccoma Se

SRS arva

gri ta tabla I, se encontrd  mayor conmcent racidn

de fosfatos en comparacion com el de vaca y  la macroalna,

defrido

probablemente a gue el ayimal recibe una dieta o©om

mran contenide de fosfatos en condiciones faciles de diperinr

(Gramados-Machuca vy Paniagua-Michel, ap. cit.?. Ademas de

cornt ener

aurngque  mevms gue en el extracta de estiercol de

vaca, una comcentracidn considerable de nitratos y amonic.

De

cultivo

' .
acuerda a 1o anterior al agregar esta proporclon al

. p L4 . , r . 4
pxperimerntal, se loagrao ura concerntracion vy coloracion

4

9



de las microalgas mas aceptable para poder ser transferido a

los acho dias a su correspondiente mnivel Tangue.

Despues de evriguecer el apua de mar con los  extractos
biodigeridos en el medic de culbtivo experimerntal la salinidad
bajo 2%, vuedanda 32%. , 1o cuilal no afectd significativamente

la salimidad reguerida por [gochrysis galbana o Tetraselmis
P

suecica que sorn dos espeoies gurihalinas.

Lairg y Utting (1982) encontracon gque laos  yrangos  de

. . £ - ) . . . .
galinidad optima para £l crecimiento en el medic preparado a
partir de agua de mar artificial se encontraron entre 15-25%,

para lsochrysis galbawna y SU-390%, para Tetraselnis suecicsa,

1  pH  del medic experimental (7.3) se mantuvo en el
rangs reguerids pawé el crecimierto del fitoplanmcton (7.2-
.4) (Buillard, 1972). Este valow posiblemente wse deba a 1aé
combinaciones de las extractos com el agua de mar, vya gue el
pH del agua de mar es aproaximadamernte 8 y el de los extractos

[ . -
fug en promedic de 7.35.

Considerands gue las miorcalpas ouliivadas en el wmedio
experimertal a Nivel Carboy provenian de un ambiente ricc  en
Nitratos v Fosfatos, la preparacicdn de la  cembinacidn  de
extractos  para Nivel Tangque se glabord con mayor volumen  de

bicdigerido de Macrocystis pyrifera, tomando como antecedente




las  experiencias de Pariagua-Michel y Buckle—Ramires (13,

8 ’q‘ ) #

El  extracte de macrofita estimula el crecimienta Yy la

actividad metabolica ern las plantas debido a la presercia
de auxinas y giberelinas hormonas promotoras v regul adaras
pel crecimisnto de células vergetales respectivanente

{Stephenson, 1974). El conterido gquimicn de los extractos de
macraélgas (NOy , FO,, 85i0; , Cu, Ly Co, M, wvitaminas Bl y B

Y

1=, guelantes orgémicos, auxiras, giberelinas aminua&iﬂas,
elementos  traza y  otros campuestos) hace posible en  la
préctica la  produccicn de las microalgas a este Nivel P
tratarse de un sistema abierto y de mayor voldmern, donde el
cultive debe aumertar su pwuducmidn.da bicmasa ya que es  en
#ste nivel donde se cosecharan las micraalgas para servir de

alimernto & los orpanismes comsuymidores,

La proporeish elegida para este nivel esta apoyadsa en 1a
que cutilizd Paniagua~Michel ( 1984 - ) al cultivar en  un

valumen de 2.7 litros la microalga Bkeleteornems costatum.

Diche  autor prepard su medic de cultivae tomando 4 partes del

extracts de pPlacroocystis pyrifera , 2 del bicdigerido de vacs

y 1 parte del extracto de estiéresl de gallina aforados a 193

ml de agua de mar.

3 . . f— .,
Ern esta investigacicn se eligieran para la alimentacion

HANU T L e e Poian:
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e 4TI AT T e

L A Py



del cutlivoy 8 partes del extractao de Macrocystis pyrifera, 4

partes del bicdigeride de estidrool de pallina y 4 partes del

biodigerida de vaca.

La importancia esencial de los patidrecles de  orlger
animal radica en su  contenidoe de Nitrogeno, Féﬁfowo, Potasia
y sustarncias promoatoras del crecimiento Qo la ocreatina,
Buxinas y Roido B 1ndod aretico, ademas de elementos traza ewv

‘.

FEN

meror cantidad (Teusher y Adler, 198

Granados ~Machuca y Buckle-Ramives ( 1934 ) realizardn
. F 4 .. - .
una  camparacidn  quimica cuantiltativa e megzcla de los
. ' . . . . .
estiorpales de pgallina y de vaca ocon el medin  QuimLoo
. . .
corvencional, encantrardo gue la concentracion de nutrientes
ern tal mercla era alrededor de un 839 % mas ba)a que el medi
de nultive Matthiessen y Toner (1966). Aurn asi, ucbbtuvieron ur
crecimiento  aceptable comparads con o el control, de  la

microalpga Moncochrysis lutherd.

La razon de  haber aplicade ClOz al cultivo al tercer dia
de  corecimiento fue porgue el oultive bajaba en 1.5 unidades
@l pH al ser agregada la propowcidﬂ de nutrientes &n AQUua
dules, siendo tal vez esta una de las causas por las gue é@n

log  primeross ensayocs no 5He abtuviersn buernocs resultados

cuande o se  aplicaba gote. Segurn  Buillard (1375 la



aplicacidn de OOy en cultivos de verlwnern limitado  mantiene

constante los niveles de pH,

. F . .
Fabregas, et. al., {1984} realizanda postudics oo

Tetraselmis sueciga en ouwlitivas discontivnuos co i ferencids

g comceEntracicones de salinidad y rbtrientes encortrd que 1a
fuente de ﬁarboﬂo fud el Ffactor limitante debido a gue el
incrementa  en la concentracicdr de ﬂﬁtrienteg P produ o un
ineremerta en la Qroduccidn de biomasa, pera la adicidn del
COe & los eultives incrementa la producecidn  final de la
misma, Lo gue hizd suponer gue también en el presente trabajo
la fuente de carbdn pudo influly de manera significante en i1a
pPoduccidﬁ microalgal Jqusta A inicios e ta fase

- - Is
expoviencial (tercer dial.

Eri  gemeral la curva de cwecimientm para las  dos
especies en 2l medico experimental, seolo presentd tres  fazes
del cwecim}ento microalgal en cultivos de virlumern  limitade
gue fueran: La fase de induccidn, abservada a partir del dia
de incculacidn {cera) hasta el prim@ﬁ gia de cultivo, la fase
expovencial del dia dos al septima v finalmente la muerte

- . ? .
microalgal del dia nueve al onceava de cultivo.

Por 1o amtericoe se deduce que en este tipo de culbtivos

gl tiempo de cosecha debe ser a partir del dia siete y ocho

53



por Lo que se dernota una ventala al hacer posible wn coltive

&S v que  alcance una  covcentracion dptima péarg s@r
cosechado  en un tiempo relativamente corto comparadoe oon las
cultivos conveneionales., Aurque  la desverntaja tanibidn
presente s que si v se cosecha en este tiempo | el cultive
decae, pravocando wr desperdicic e la mane  de  obra ¥

material invertido.

Coma s abserva en las figuras S—C y 6-0 se aprecia uw
mejor  orecimiento en el medio experimental para cuwalguiera
de las dos esprries cuarndo se le adicionaron los rutrientes &

1a mitad de la proporcicn inicial en el segunds dia de

- . 4 . - 4 -
cracimiento. Esta practica se realizd debido a gue se observe”

coma 1o muestra la figura 5-A,B y 6~A, 8 gue el crecimients
microalgal decaia al  llegar al dia cincay  sin alcanzar
siguiera & su maximo la fase exporencial. Esto obligd &
suporer; < gue las miercalgas asimilabarn de marnera activa Y
rapida los  rutrientes presentes en la combimacidn de
extractas, o que tales extractos na contenfan los suficientes
requerinientos rnutricionales requertdos por el Fitoplanctarn,
Yya que comg se observa enm o las cuwrvas de crecimiento, durante
los  primeros cuatro dias el cultivo experimental sobrepasa
de marnera popo sigrnificavte al  cultivao covbral, pEr
transcurridos  estos  cnatro dias las algas ya no tenian la

suficiente fuerza y vigor de crecimiente para entrar vy
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comtinuar con la fase exponencial. Al Pegpecfm Fogg (1373),
sefala gue tarde o temprane la fase exponencial ern un cultivi
dee  voloamern limitado tiende a degaer y las 1razones  que
mencicna  y gue pueden colncidir on las de este trabajo som
gl agotamiento de nutrientes, ivdic ando gue ern los medics de
cultiva tradicionales a menudo hay agotamiento de nitratos vy
fierro, Yy de no agregarse gntos al cultivo =e limitard la
fase exponerncial; Oxigeno y GOz, en cultivos gin movimisentos
con rmutrientes mingrales el gradeo de difusicn gel Didxidoe de
Carbove a partir de la atmasfera a menundo no @5 suficiante,
por lo que se  debe pPYCRare 1 orar aiveacicon y CDp para
prolongar la fase exponencial (1o gque sucedic en los niveles
Evlermeyer y Fernbacohl; Alteracicon del pH, como resultado de
la absorcida preferencial de algin const ituyente del medio,
puedern presentarse cambios en el pH del cultive. Eg wn hecho

- . . . + .
comun gie cuando la fuente de Nitrogeno €5 una sal de Amonio,

1@ absoreicn preferencial  del idwn Amonio trae T

consecuencia  la acidificacidn del medio. La abscreidrn
areferencial del idn Nitrato produce ura alcalinizacidn del
medic cuands se tiene wia fuente pobre en Dicixido de Carbonog
Efects de  sombreado, conforme  la dersidad algal =)
increinent a, la penetwaciﬁn ge luz disminuye occasionandoe que
sl crecimiente expomencial se vuelva linealy Qut@iﬂhibicicﬁu
hay claras evidencias ‘'de que ciertas algas orodunen

. r . . - - F
metabolitos boxlicos paeca 51 mIsmas  @n Una concentracion dada

A
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, . \ .
mas no han determinado cuales suztfancias san, aungue s2 sahe
gque  produacen ana tabilizacion en Ia poblacion, ba cual no

aumenta  ni disminuye & no ser por la ewlatencia de  otro

factor limitante.

Vistas las experignclas anteriocres, e Buqiriﬂ entonces
la adicidn de nubtrientss al segundo dia v la aplicamidn de
04 & ) terver dia Justo e & qué ern eutos  buvieran la
suficiente energla de corecimiento para entrar a la fase
Exponencial y  alcanzar un crecimiento eficiente comparado

con @l control.

- £ . . \ .
Fractica Y estadisticamente GE establecio gue

Tetraselols susrclica presento un crecimiento mas eficiente gque

galbana. Esto era de suponerse  ya  gue  Comno

L

menciona  bLailng  (ap. cit.) Tetraselinis suecica presenta

1 . 1 " ’ I3 B . N . L3
tomad Lo one mor{folo GO Yo Car &t teristicas de gl tivo Mas

Tavorables que  lsochrysels galbana. Faras v o RAlonso (L9ED)

trabajando © an cultaves semnicontinuos GCon nutrierntes
inorganicos  para  encontrar  un factor de dilucidn  en los

" GBLEMETE Mmas

mostro s

mismos . dndican gue Isc

1l be

difieil gl cultivar  gue Yehrazelmis swecica siendo esta
ultima propensa  a contaminargse vy omuy sensible a cambios  en

condiciones figico-gquimicas, como media de culftivo ¥

I.,..\. . e . .
tempaeratira. Sefalando  tambien gue Jetraselois suscica se



L]

cultivo  en  dnvierno. bajo condiciones rudimentarias Yo sLn

control de temperatura v o luz, mostrando ser una os pEcie  mas

- . . .
Feslistente y facil de cultivarso.
g discube al raspecto gque se registro una prochuc o L on

aceptable de las microaloas utilizadas en eatba stigacdon

teolo  en  menor grado para Isoohrysis galbana)  al  wtilirar
los nutrientes organicos eI altternativa de lpe

convencionales, aungue cabe mencionar gue  es  problematico
valarar snergeticamente una Tdrmula de este tipo de manera
que  la  técnica  es un tanto popirica v solo parcialmente
controlable debido a la heterogeneidad en  la calidad: Y

procaesamiento de los materiales utilizados.
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7. CONCLUSTIOMESR

N . . . . . £ . -
b. La prodaccichn masiva de las microalygas saio Tue
posible  combinando los dos melodos de enclguecingerhog =1

. I . ro
prcrganics y sl crganico,

&, L.as dewsidad vy wcinética de crecimiento de

- . . . N . . 1 . - - 4
fetrassimis suenica en 81 cultive experimerntal, mo Tue

significativamente diferente a la registrada en el culbiva

ot rol.

K Teochrysis galbana si 0 presentd  dnea  diferencia

significativa al cultivarla en el medic combirol oy el el

gdperimantal,

4 El tiempo de cosecha dg las mioroalgsas cultivadas en
el medio  organios @5 MERGT, comparado con el del  medio

covtral,

- ., ' - .S - - -
3. Ge registrd una produceidn aceptable en fatraselni s

GBUErira @n menar prado parae Isochrysis galbava al atilizar
GBrHersa Y 1 I 5

Tos wutrientes orpganicos,



FECOMENDACT ONES

1. Lomprobar el valor alimenticio de las microalgag

. . - . . L . -
ciltivadas en el medio experimental mediante un andlisis de

G eler e

-y

2. Continuwar afadiendo & la cantidad Pl i

aria  de
proporcicn de extractos al cultivo cada cdleterminado tiempo,
Ay

con @l fin de determinar si os proflonga la Tase exponencial v

gstacionaria de acuerdo &) biempo reportado en este trabajo.

S Considerando la riquera s nubtrientes organicos de los
prtractos biodigeridos, realizar experimentos con estos en el
campo  de la Botanica Terrestre enfocandolos directamente  en

aspactos de Hidroponia,
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de mar filtrada,

Conatituyentes

NULRIENTES MAYORES

APEND ICE
Medioc f£/2 de Robvert n. I

.
Nitrato de Sodio, srg-—

milar, refinado

Fosfato de Sodio
monobdsico

wlilicato de Sodio

metasoluble

HMETALES TRAZA

Cloruro Férrico

Secuestrante

Sulfato Ciprico
cristales finosg

Cloruro de Cobalto
cristales Finos

Cloruro Manganoso
cristales finos

Holibdato de Sodio
cristalgs Tinos

NaH 5 PO,

A

¥FSrmula

e NO
ativsy

41{20

o G4 .
Ncl.2 10391‘120

FeClB.6H20

NaeFe. EDTa

an04.7H20

CoClg.SﬂzO

Mn012.4H20

Na., o0

2 4

.2H20

» Guillard, para un litro de agua

Grs/100 nml

de zgua
tilada

3.0

Solucicones
mariss

2,65

4.36

13,0

0.63

des-

Pri~



VITARINAS

Riotina cristelina ¢ N O.s

13 lb 273"
S;i?ggo?%laglna cris- 063HBBCON14P
1z
S it (-
Piaminag Clornidrica (Bl) Cl? l?ClN Os

SOLUCION ANORTIGUADORA

TRIG Hidroxymetil
amino-metano

1.0 mg

220.0 mg

200 gr en 1000
m}l de H2O deg—
tilada



APENDICE

Medio de Mattihessen & Toner, parz un litro de

filtrada.

Constituyentes

NUTRIEJTES MAYORES

Hitrato de Sodio, rra-—
mular, refinado

Posfato de Spdio |
monebdsico

Siliecato de Sodio
metazoluble

MEBATES TRAZA

secuestrante

Sulfato Cdprico,
cristales finos

Sulfato de Zine
crissales finos

Cloruro de Cobalto
cristales finos

Cloruro Manganoso
cristales inos .

Molibtato de Seodio
erictales finos

B

FSrmula

o
aNO3

N§H2PO. 0

Ao

Na2b103

Na T'e,  ELYA

2

ZnSO4.7HEO
COCLQ.GHQO
Mn012.4H20

i
NaQMO4.2H20

9H20

sua de mar

Gre/1000 ml
de agua deg-~
tilada

150

10

30

10

4-4
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APENDICE C

Diagrama ae Tlujo para la osreparacibn del medio de cultivo

control en el Nivel Erlenmeyer.

Lidzdir 1 litro.de aue de
mar filtrada y esterilize-
da por U.V., a un Fernbach

Afladir 1 ml de fosfatos,
nitratos, secueztrante y
Tris por litro de medio

a

Homogenizar el medio

Agregar 50 ml oe medio
a cada Erlemmeyer

l

Eesterilizar durente 15
minutos a 15 1bs/pulg?
de oresiédn

i

Reposar durante 24 horas

siiadir con una pipeta Pas-
teur .5 ml de vitamina mez-
clada

Homogenizar el wmedio

Solucidn Stock secundaria
prepareda

&

Inocular con 10 ml ue cepa




APENDICE B

Diagrama de flujo para la preparacidn del medio de culbivo

control en el Nivel PFernbach

Afiadir 1.5 litros de
agua de mar filtrada
v esterilizada poxr
U.V.

Afiadir 1.5 ml de ca-
da nutriente

bl
Homogenizar el medio

Esterilizar durante
15 mEnutos a 15 lbs/
pulg.

EBsperar 24 horas

Adaddir 5 ml de vita~-
mina mezclada

Homogenizar

Seolucidn Stock secun-
daria

Inocular con dos Erlen-—
meyer
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APENDICE B

Diagrama de flujo para la prepavacibdn ael medio de cultivo

control en el Nivel Carboy

Afiadir 20 1litros al carboy de agua
de wmar filtrada y esterilizada por
UCVC

Beterilizar con 6 ml de cloro al
4% durante 12 horas

N

Desaguar el Carboy a 16 litros y
arfagir 1.5 ml de ticsulrato

Alrear por 90 minutos

Afimair 16 ml de cada nubtriente
esterilizado

Afladir 16 ml de cada vitemina
diluida y esterilizada

Homogeniz: r

N

Inocular con un Fernbach




APENDICE P

Diagroms de flujo para la preparacidn del medio de cultivo

control.en el Nivel Tanque.

Adedir 500 litros de asua de
mar filtrada y ecterilizada
por U, V.

Agregar 500 ml de cada nutrien-—
te exepto Pris

Afadir 11/ tapa de tubo de en-
sayo de cala vitamina concentra~
da

Airear durante 10 mirnatos

$_

Inocular con un Carboy




APENDICE G.- ESQUEMA SECUENCIAL DE LA KETODOLOGIA
PARA LLEVAR A CABO LA PRODUOCION W’Au
SIVA LS IAS MICRCALGAS.

EDTA
1

biotizgi;iﬂ

B8.10 d4ap

o
PR H o

16 diar




“Gv_ Adiciédn de los

| nutrientes orgd-
nicos.

Prop. 4:l:l

N




e

Adicidn de
mutrientes
orzédnicose

Prop. 8:414




rJédo' dia

mitrientes
orgénicos

Prop.4:2:2

edicidn de’
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e
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Interpretacidn de las figurce del Apendice ©

8 )ee

b)
c)

d)

£)
g)
h)

i)

o

20 ml de agua de mar filtrada

Preparacién ae la solucibn Stock

Soluecién Stock secundaria

Inoculacidn de la cepa hacia el medic de culbtivo Matthie-
Ssen Toner

50 ml de eultivo con microslsas

1,5 lts. de medio de cultive M. & Toner

Transferencia de microalsas del nivel Z. Meyer al Fernbach

Pernbach con 1.5 lts. de cultivo de microalsas
Carboy con 16 1ts, de medio de cultive M. & Toner
Transferencia del nivel fernbach hacia el Carboy
Carboy con 16 lts, de cultivo con microelms
Carboy concentrado listo pars cer transferido

Carboy con agua de nur esterilizada para prewarar el
medio de cultivo orzdnico.

Prepazracidén cel medio de cultivo orgdnico experimental
Donde: 400 ml de biodigerido de estiércol de gallina
130 ml de biodigerido de evtifreol de vaca y 100 ml de
biodigerico de Macrocystis pyrifers,

Transferencia de las microclims del medio ve cultivo
inorgdnico al medio orgdnico, mediante le téenica de
cultivog semicontinuocs,

Carboy cosechado reserva de nicrotlzas cettingbrs g
Ser transfericas a obtros cuatro Carboys con medio op—
sanico.

Carboy experimental inoculado, se ezveran diez dias
para su crecimiento.

Adicidén de nutrientes orgdnicos al sepundo ofa del
inoculo., Proporecidn 2: .5 3 .5

Carboy concentrado con 7 diszs de crecimiento, listo
para ser transferideo al nivel tanoue.

Tanque con 500 litros de zzuc  de mar Filtrada v este~
rilizada, Adicibn de los nutrientes orgfnicos en la
proporceidn 8:4:4, donde; 800 ml de bisdircerido de ag ro-~
cyetlis pyrifero , 400 ml de biodigerido c¢e ectiéreol

de sallina y 400iml de biodigerito Ge eshidreol de vaea.

T



franslerencia del carboy exnerimental al nivel tanque
experimental,

Al segunde Gia de crecimiento adicidn de los nutricn-
tee orgdnicos a la mitud de la proporcidn inicial.,
Adicidn de 002 al Lercer dia ce crecimiento

Cultivo experimental con 8 dfizs de crecimiceato, listo
pare cer cosechido



APENDICE H -

Constitucidn potencial del medio experimental g
y del medio control.

COMPONENTES GENERALRS
DE LOS MEDIOS LE CUIL-
LTIVO CONVENCIONALRS

(Guillard, 1973; Pro-

vasoli, et al, 1966).

CONSTITUCION POPEN-
CIAL LE LOY DIGERT-
DOS DEL KELIO EXPR-
RIMENTAL (Stephenson,
1974 Teusher y Ad-
ler, 1982),

NUTRIENTES
( + ) Nitratos ( + )
( + ) Fosfatos (+)
( + ) Silicatos { + )
M, TRAZA
( +) Mo, Cu, 4n, Co, kn ( +)
( - ) Ca, Mg, K, Na, Li ( +)
E.D.TA. { ) QUE LA NTE ( + ) Otras
Tormas
TRis  ( + ) AMORTIGUADOR ( + ) Otras
formas
VITAMINAS
( ) Biotina ( =)
( ) Tiamina {( + )
( +) Cyanocobelaming { +)
H,P., DEL CRECINIENTO
( ) suxinas ( + )
( ) Giberelinas ( + )
{ ) Creatins ( +)
{ } Aec, Bindol acetico ( +




APENLICE I .- Densidzdes microunlgeles sstimedas en les re-

plicas del mecio de cultivo control para Tetracelmis suecica

TIEMPO| REPLICLS LEL WEDIO DE CULTIVO CONTROL DENSIDAD
PROYEDIO

(Dias ) 1 2 3 4 Cel/ml.

0 30,000 30,000 19,700 30,200 27,250

T 30, 000 30,000 33,000 41,220 32,759

2 41,300 52,020 41,230 52,330 46, 520

3 63,200 74,200 74,000 74,900 71,250

4 96, )00 96,000 96, 000 107,200 93,752

5 129,200 | 118,000 118,000 | 118,300 120,020

6 151,000 p 140,000 140,030 | 140,000 142,750

7 173,000 | 151,000 173,900 | 173,000 167,530

8 252,330 | 195,000 195,230 | 206,000 211,520

5 272,000 1 253,920 250,000 | 250,200 255,500

10 305,200 | 281,000 272,200 | 283,230 280,250

LPENLICE § .~ Densidedes microslgeles estimedes en les

e

plicas Gel medio de cultivo experimentel para letracelmis

suecics,

e — R S

PIEYPO] REPLICAS LTTL #9%LI0 LE CULTIVO ELFPERIMENCAL | DENSIDAD
PROMEL IO
(Diasg) 1 > 3 4 Cel/ml.
0 13,000 13,200 3,000 13,000 11,750
1 138,000 19,030 30,200 30,000 21,750
2 52,000 41,000 43,000 52,000 59,500
3 35,000 85,030 74,000 74,200 79,520
4 107,720 107,000 118,000 | 127,000 199,750
5 149, 3935 149,200 140,000 [ 140,000 140,000
6 162,000 151, 900 162,700 | 162,090 159,259
7 184,000 184,000 195,209 | 195,000 189,590
8 206,000 206,000 206,000 | 217,000 208,750
g 195,200 206,000 217,000 | 225,020 211,500
10 195,000 195,000 217,900 | 217,000 206,000




APENDICE K- Dencidades microalgeles estimadas en log repli--

cas del medlo de cultivo control psra fsochryvesis

P

TIEMPO | REPLICAS DRI MEDIO DE CULEIVO CONTROL DRESIDAD
PROKED IO
(Dfas) 1 2 3 4 Cel/ml.
0 475,120 | 475,100 475,100 1431,400 (464,175
1 514,700 [ 562,400 | 562,403 {518,770 1540,550
2 345,803 693,500 |737,200 {693,500 1093,530
3 WX, 650 [ 824,600 | 868,300 [824,600 183%,525
4 999, 300. | 955,600 |855,600 [999,307 1977,450
5 1,043,000 997,300 [999,300 1,043,000]1,021,150
g 1,588,750 1,086, 75003,133,450[1,139,400{1,138,550
7 1,174,100 L, 174,100{1,174,1053[1,174,10041,174,100
8 1,201,500[1,291,520011,325,220]1,305,20011,293, 357
3 1,387 ,5001 1, 392,500 1, 392,550(1, 392,57011, 392,520
10 AT, 550 1,436,200 1,479,3900]1,4356,23011, 458,050

APENDICE I ~Densidades microalgales estimadas en las replle
cas del medio de ocultive experimenbal pare
Isochryeis galbana,

TIERNPO! REPTLICLS DET MEDIO DE CUILIVO EXPERIMENTAL DENSIDAD
: PROMED IO
(Bfas) 1 2 3 4 Cel/ml,
0 475,120 431, 400 475,100  1431,400 453,259
1 518,700 17518,700 562,400 [ 918,7030 509,685
2 633,520 649,800 640,800 {696,130 649,830
3 780, 900 780,900 737,200 137,20 759,059
4 g12, 000 912,200 912,000  1312,000 912,000
P 999, 320 955,500 955,600 1999, 300 377, 450
6 1,130,400 1 1,085,700 L 1, 086,72011,066,7J0 13,097,625
T 1,174,100 [ 1,174,200 11,3.30,400]1,139,400 11,152, 250
8 1,217,600 1,217,800 | 1,217,820}2,217,800 11,217,890
3 1,201,590 | 1.291,5% |1,291,500]1,2L7,899 11,273,975
TS A, 217,800 1 1,251,500 | 1,201,560[1,292,500 11,063,075




APENLICE M, Lensidades microala les de Tetracelmis suecica
ectimadas en el culbivo testigo con Agua de mar
exente de nubtrientes,

L IENPO DENS IDAD
(Dias ) Col/ml
Q 13,000
i 33,0920
2 74,00
3 129,020
4 142,300
5 - 140,000
& 118,000
7 85,000
8 — 52,000 =
9 41,000 |
10 — 39,00 | §
APENDICE N, Densidades microalpgales de Isochrysis sslbona i
estimadas en el cultive testigo con asua de mar 5
exenta oe nutrientes. ;
TIEEFO LENS EDAD :
{Dias) Cel/ml E
0 449,800 ;
1 583,900 '
2 724,600 :
3 768, 300 :
4 812,000 5
5 780,950 !
& 633,500 B
7 475,100 :
8 — 431,400] - :
9 387,700 :
10 300, 300
#



" APEHDICE O

Contractacidn estadissica mediante lg Prueba U-EZtudent

entre el wedio control y el medio experimental Para Tetra-

salmis suecica.

D, CONLROL EXPERIMENY: L,
. MUESTRA T NUZSIRE 2
A Densidad - bensigad
g promedio x10 promedio x10
0 27,25 1,175
1 32,75 2,175
2 46,50 5,950
3 71,25 7,950
4 98,75 10,975
5 12,075 14,000
6 14,275 15,92%
7 16,759 18,950
3 25,550 20,875
9 28,025 21,150
1.0 28,025 20,607
N 11 1.
MEDLANA 1.3850.,0 12702, 3
MEDIA 12075, 0 , 14000.0

DESY. STANDAR  9652.746 7526.6006



Continuecidn Apendice 0

LUBeiRA 1 RIESYRA 2
Control Yxperimental
FEDTATILS 127902. 279 13959

VARTANZAS 5. 566498 E+07 9, 317551 E+J7

hY

P= 1.,063046 df= 10

P= 3127579

LAS MEDIANAS DE ESTAS 2 MUFRSTRAS HNO SON SILGHICICAT -
VAMENTE DIFERENTES.

Lo¢ limites de confiebilidad en la diferencis entre
1a8 medisnas de estas muesitias puecen cer caleulacaes

como s

1147 o 727 +/~ P (L0}*1079.659



APENDICE P

Contrastacidn estadistica mediente lo Prueba T-Student
entre el medio control ¥y el medio experimental para

Isochrysis galbana,

D CONPROL EAPERTMENDA L

T MUES'TRA T NURSTRA 2

A - e s
g Yensidad Tlensidagd
i promedio oromedio
1 540,550 529,625 |
2 693,500 649,800 |
3 835,525 759,050 |
4 977, 450 912,000 |
5 1,021,150 977, 450 |
6 1,108,550 . 1,097,625 ;
7 1,174,100 1,152,250 |
8 1,298, 350 1,217,800 i
g
9 1,392,500 1,273,075 :
10 1,458,050 1,263,075 :
N 1L L1

MIEDIANA 996718.,2 $35000.0
MED T4 1021150,0 ’ 977450, 0
DESV, STANDAR 333917.5 297756, 4



Continuacién Apendice P

HUESTRA 1 NUESTRe 2
Control Experimentael
MEDTANAS 396718, 2 935000

VARTANZAES 1115009 B+ 11 8,865388 E+10

T= 3,638364 df= 10

Pa 4,549027 1B-03

LAS MEDIANAS DE BSTAS 2 WUESTRAS SON &[0NIPTCATIVA-
MENTE DIFEREWNTES,

Ios limites de confiabilidad en la diferencia
entre lae medianas de estes dog muotres meden

Zer calculadas como:

61718.19 4/~ T (20)% 16963.17

AT

e
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Bt inie Buseles lﬁochﬁgﬁis Jalbana

Feo= 1. 508 Fro = 7. 079

F ot oal 5% w A
Frtal o7 = 3 42 Ftoal 17 = 5, 3¢
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