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RESUMEN

Se realizé un disefio aleatorio simple con tres tratamientos y dos unidades de
evaluacion para cultivos estéticos (2.5 litros) de Isochrysis aff galbana (clone T-
Iso): Luz fluorescente (control) (T1), luz fluorescente mas luz guiada por fibra
ptica (T2) y luz guiada por fibra optica (T3). Los cultivos se mantuvieron a
19+1°C e irradiancia de 150 uM quanta m? s durante siete dias. El pH se
mantuvo en el intervalo de 7.7-8.5 con la adicion de CO,. La densidad celular,
concentracion de clorofilas y consumo de NO3y PO%*, se determiné diariamente.
Muestras para espectros de absorcion fueron tomadas los dias 1, 3, 5y 7 del
cultivo. La mayor densidad celular se obtuvo en el tratamiento T2 con 8.04 x 10°
células ml”, (u=0.33 dia”, y 0.48 divisiones por dia), siendo significativo a partir
del tercer dia con respecto al tratamiento control T1. En cambio al utilizar solo
fibra Optica, la concentracion de clorofilas por célula fue mayor. EI mayor
consumo de fosfato y nitrato se presenté en el tratamiento T2, caso contrario
ocurrié en el tratamiento T3. Los espectros de absorcion para cada unidad
experimental muestran que los coeficientes se incrementan conforme transcurre
el tiempo de cultivo. Los mayores coeficientes se observaron en el T1 y T2
Méximos de absorcién por carotenos y clorofila a se identificaron entre 430-440
nm y 650-670nm respectivamente en los tres tratamientos. En conclusion, los
resultados indican que la produccién de biomasa se incrementd con el uso de
luz fluorescente mas luz guiada por fibra éptica y el contenido de clorofilas por
unidad celular presenté poca variacién respecto al tratamiento control durante el
cultivo estatico de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso).
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1.-INTRODUCCION

La eleccién apropiada del alimento para la alimentacién de organismos
utilizados en acuacultura en ocasiones es critica, ya que una mala eleccion
puede repercutir no solo en el buen desarrollo de los organismos que se
cultivan, sino también puede influir en los resultados, costos y calidad del
producto.

En el area de acuacultura, el cultivo intensivo de microalgas sigue siendo
parte fundamental en la alimentacion de larvas, juveniles y/o adultos de
moluscos, crustaceos y peces (De Pauw, 1981; Reitan et al., 1997; Brown et al.,
1997 y 1998; Lafarga-De la Cruz, 2000).

Las investigaciones sobre el valor alimenticio de las microalgas y las
condiciones de cultivo que limitan y modifican su crecimiento, continuamente se
siguen llevando a cabo (Flaak y Epifanio, 1978; Wickfors, 1986; Fabregas et al.,
1989; Correa-Reyes, 1993; Lafarga-De la Cruz, 2000).

Para llevar a cabo un cultivo de microalgas, es necesario conocer los
aspectos basicos que regulan su crecimiento, tales como la disponibilidad de
nutrientes, composicion del medio de cultivo, temperatura, salinidad, pH,
disponibilidad de CO, vy luz. Aunque al inicio del cultivo, todos los factores
mencionados se encuentran en intervalos 6ptimos, con el tiempo estos son
modificados, lo cual hara que alguno de ellos se convierta en factor limitante, y
esto a su vez se vera reflejado en el tiempo de vida del cultivo y en la biomasa

celular final.



Uno de los factores que resultan dificiles de mantener es la luz, ya que su
disponibilidad puede llegar a limitar la produccion primaria tanto en ecosistemas
acuaticos (Alvarez-Borrego, 1986) asi como, en cultivos de laboratorio, donde la
tasa de crecimiento y produccion en biomasa son por lo general limitadas por la
cantidad de luz (Sanchez-Saavedra y Voltolina, 1996).

En el agua tanto la irradiancia como la calidad espectral de la luz varian
marcadamente con la profundidad, con excepcién de los ambientes someros
(Alvarez-Borrego, 1986), en donde la luz varia por las altas concentraciones de
detritus (Kirk, 1994). En el caso de cultivos en laboratorio, aun cuando se
cuenta con un sistema de aireacion que permite una exposicion de las células a
la fuente de luz; esta no llega a ser suficiente por largos periodos de tiempo,
debido a que el incremento en la biomasa celular reduce el tiempo de
exposicion a la luz. Por lo cual, se han implementado sistemas como los
fotoreactores o fotobioreactores cuyo principal objetivo ha sido el aumentar la
razén area volumen de exposicion a la luz por un mayor tiempo.

El disefio de algunos de estos fotoreactores se ha basado en el uso de fibra
Optica como difusora de la luz, gracias a que la fibra tiene la capacidad de

transmitir la luz de un extremo a otro sin pérdida alguna debido a su estructura

(Fig. 1).

Fuente de
Lz ::> ............. B > e

Figura 1.- Estructura de la fibra 6ptica, mostrando la trayectoria de la luz dentro de
esta.




2.-ANTECEDENTES

Takano et al. (1992) utilizaron fibra éptica como difusora de la luz en un
fotobioreactor con dos medios diferentes para el cultivo de Synechococcus sp.
Encontraron que el consumo gradual de CO; se incrementd aproximadamente
cuatro veces, cuando la intensidad de la luz en la superficie de las fibras
aumento de 2.5 upE m? s a 20 pE m? sy la biomasa producida aumenté 4.2
veces.

Otro trabajo que presenta el uso de fibras es el realizado por Matsunaga et
al. (1991) quienes cultivaron Synechococcus sp en un reactor biosolar con fibra
optica como difusora de la luz, para la produccién de glutamato a partir de COa,
y encontraron un incremento en la eficiencia de produccion de glutamato de
6.72 veces, a partir del uso de fibras comparado con un medio de cultivo
tradicional.

Yamada et al. (1996) hacen uso de fibra Optica para incrementar la
produccién de hidrégeno con Rhodobacter marinus. La produccion de
hidrégeno con este tipo de reactor se llevo a cabo con una suspension de
células libres y con células inmovilizadas con gel de alginato directamente en
las fibras. Obtuvieron una tasa 6ptima de produccion de hidrogeno de 16.9

pumol/mg (gel)/h a partir de una concentraciéon de células en el gel de 4.5 mg

seco (peso/ml) con una irradiancia de 135 uE m™ s™ en la superficie de la fibra.



Por otro lado la microalga marina Isochrysis galbana ha recibido un creciente
interés gracias a su alto contenido de acidos grasos polinsaturados; como el
docohexadecanoico (DHA), y los de cadena larga los cuales proveen de
energia durante el desarrollo larvario de peces marinos y moluscos bivalvos.
Aunque se conoce la importancia de Isochrysis galbana como productora de
acidos grasos estos pueden variar significativamente durante las diferentes
fases de crecimiento (Emdadi y Berland, 1989; Liu y Lin; 2001) y pueden
cambiar con la variaciéon en las condiciones del cultivo, como la concentracién
de nutrientes, temperatura, salinidad, pH, fotoperiodo, intensidad y calidad de la

luz (Yongmanitachai y Ward, 1989; Roessler, 1990; Liu y Lin, 2001).

Zhu, et al. (1997) examinaron la composicion bioquimica y el contenido de
lipidos de Isochrysis galbana en la fase exponencial y estacionaria en dos
condiciones de temperatura: 15 y 30°C. Afirman que el contenido de
carbohidratos y proteinas varia en las dos temperaturas de cultivo y en las
fases de crecimiento. El mayor contenido de proteinas y carbohidratos se
encontré a los 15°C en las fases exponencial y estacionaria respectivamente.
En la fase estacionaria se presentd una acumulacion de lipidos, siendo la mayor
concentracion a los 30°C.

Por otra parte, Saoudi-Helis, ef al. (1994) con /. aff galbana (clone T-Iso)
cultivada en un quimiostato, con limitaciéon de nitrégeno, bajo una irradiancia de

150 pmol m?s™ a 26°C, determinaron los cambios en la composiciéon de



pigmentos, la clase de lipidos y el tipo de acidos grasos insaturados. Las
células analizadas mostraron un bajo contenido de clorofila a y carotenoides, y
un alto contenido de lipidos neutrales. En contraste con los cultivos con una
rapida tasa de crecimiento que produjeron una menor concentracion celular,
pero un mayor contenido de clorofila a, carotenoides y contenido de lipido por
célula, siendo lo anterior producto de las deficiencias en nitrogeno mas que de
luz.

El uso de fibras o de fotobioreactores ha permitido evaluar la composicion
celular, con resultados positivos. Sin embargo, las condiciones de irradiancia en
las cuales se han desarrollado los trabajos experimentales con cianobacterias,
muestran que su requerimiento de luz no es comparable de aquellos que
necesita el fitoplancton en cultivo.

Por lo tanto, en este trabajo se propone adicionar el uso de fibra Optica
modificada para introducir luz al interior de los cultivos con el propodsito de
disminuir el efecto de auto-sombreado dentro de los mismos. Considerando que
habra cambios significativos en el incremento de la densidad celular en cultivos

estaticos de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso).



3.-OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto de la luz fluorescente y la luz guiada por fibra dptica,

en cultivos estaticos de Isochrysis aff galbana (clone T-Iso).

3.1.-OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el crecimiento y concentracion de clorofilas mediante el uso de
lamparas fluorescentes y fibra dptica en el interior de cultivos estaticos

de Isochrysis aff galbana (clone T-Iso).

Conocer el consumo de nitrato y fosfato en cultivos estaticos de
Isochrysis aff galbana (clone T-Iso) en condiciones de luz fluorescentes y

guiada con fibra optica.

Estimar los coeficientes de absorcion de Isochrysis aff galbana (clone T-
Iso) en cultivos estaticos en condiciones de luz fluorescentes y guiada

con fibra éptica.



4.-MATERIALES Y METODOS
4.1.-CULTIVO DE MICROALGAS

Para el desarrollo de este experimento se utilizé la microalga Isochrysis aff
galbana (clone T-Iso), que se encuentra en el cepario del Instituto de
Investigaciones Oceanoldgicas, a 19 + 1°C con medio f/2 de Guillard (1975) el
cual fue utilizado como medio control para el desarrollo experimental.

El cultivo inici6 en matraces Erlenmeyer, para lo cual se prepararon
matraces que contenian 150 ml de medio f/2 de Guillard (1975), y se
esterilizaron en autoclave durante 15 minutos a 121°C, y 1.05 kg/cm® de
presién. Posteriormente cada unidad de cultivo se inoculé asépticamente con 2
ml de Isochrysis aff galbana (clone T-lIso) mediante el uso de micropipeta
eppendorf. El cultivo en este nivel se mantuvo por un tiempo de 7 dias, a partir
del cual, se continué en matraces Fernbach; los cuales fueron preparados con
1.850 L de medio f/2 de Guillard (1975), se esterilizaron en autoclave a 121°C, y
1.05 kg/cm? de presién por 15 minutos, y asépticamente se inocularon con 150
ml de Isochrysis aff galbana (clone T-Iso) obtenido del nivel anterior. En este
nivel se diversificaron los cultivos en los tratamientos T1 (luz fluorescente), T2
(luz fluorescente mas luz guiada con fibra éptica) y T3 (luz guiada con fibra

optica). (Figuras 2, 3 y 4).



Se utiliz6 un disefio experimental aleatorio simple, donde todos los
tratamientos fueron asignados a tres unidades experimentales. A cada unidad
experimental se le aplic6 de manera independiente un tratamiento por
duplicado.

Las unidades experimentales se mantuvieron en condiciones iniciales
similares en cuanto a la composicion del medio. El pH en los cultivos fue
controlado mediante la adicién de CO, y la Unica condicién variable fue la luz.
En los tres tratamientos se midié la irradiancia, con un irradiémetro Biospherical

Instrument Inc., modelo QSL sensor 4.

La secuencia de cada unidad experimental se describe a continuacion:

Disefio Experimental

Suministro de luz
mediante 4 lamparas
fluorescentes de
75W, marca GE.

—

N

io de cultivo f/2

Figura 2.- Tratamiento 1 : Luz fluorescente. (T1) n=2



Ademas de la luz fluorescente, se suministré luz al interior de los cultivos,

proporcionada con una fuente externa (A).

Suministro de luz
mediante 4 lamparas
fluorescentes de
75W, marca GE.

Fuente externa
Lampara de halégeno
Cole-Parmer llluminator
serie 41722

Fibra optica
modificada, dentro
de los cultivos.

Figura 3.-Tratamiento 2: Luz fluorescente + luz guiada con fibra éptica.
(T2) n=2



Durante este tratamiento las
b lamparas fluorescentes
~permanecieron apagadas.

Fibra 6ptica
modificada, dentro de los

cultivos —>

Figura 4.-Tratamiento 3 : Luz guiada con fibra optica (T3) n=2

10

En este tratamiento (Fig. 4) los cultivos solo recibieron luz guiada por fibra

Optica a partir de una lampara de haldgeno (A) por lo que se realiz6 aislado de

cualquier otro tipo de luz.

De cada tratamiento se realizaron muestreos diarios e independientes de 1

ml, y se cuantifico la densidad celular (cél mI”'x10°), diaria mediante el contador

de particulas Beckman Multisizer 3.
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4.2.-ANALISIS QuimMICOS

De los cultivos en nivel Fernbach se realizaron muestreos diarios para el
analisis de consumo de PO*4y NO3, contenido de clorofila y para los espectros
de absorcion se realizaron muestreos los dias 1, 3, 5 y 7 para los tres
tratamientos.

De cada unidad experimental se filtré un volumen diario de 8 ml a través de
filtros GF/F de 25 mm de diametro para pigmentos y espectros de absorcion.

Todos los filtros fueron almacenados en un contenedor con nitrégeno liquido
al igual que los filtros para analisis de pigmentos.

El agua de filtrado se recolect6 para analisis de nutrientes en recipientes de
vidrio de 10 ml aproximadamente, después del filtrado y recoleccion de la
muestra, los recipientes fueron almacenados en un ultracongelador a -40°C.

Para el andlisis de clorofilas se obtuvieron los extractos pigmentarios de
Isochrysis aff galbana (clone T-Iso) en acetona, centrifugando a 1190 x g por 10
minutos de acuerdo a la metodologia descrita por Parsons et al. (1985) y se
realizaron lecturas de absorbancia contra longitud de onda en un
espectrofotometro Beckman Coulter DU 530. Los espectros de absorcion se
obtuvieron realizando un barrido de los 400 a 750 nanometros, con incrementos
de 1 nm, en un espectrofotometro Perking Elmer Lambda 10, equipado con una

esfera integradora, obteniendo los datos de los coeficientes de absorcion del

material particulado ap()A), el coeficiente de absorcion del detritus ag(2), el

coeficiente de absorcién del fitoplancton (ag())), y el coeficiente especifico de
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absorcién del fitoplancton (ag (L)) este ltimo, con la concentracién de clorofila
a, utilizando el método QFT descrito por Mitchell (1990).

Para los andlisis de fosfato y nitrato se utilizaron los procedimientos
descritos por Parsons et al. (1985). Previo a los analisis se realizaron curvas de

calibracion para ambos compuestos de acuerdo a las metodologias citadas.

4.3.-TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS
Con los datos de concentracion celular obtenidos de los tres tratamientos se
realizé una Prueba de bondad de ajuste X2, al 95 % de confianza, utilizando los

datos expresados exponencialmente (1x10°).
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5.-RESULTADOS

Entre las variables que modifican el crecimiento de Isochrysis. aff galbana
(clone T-Iso) se encuentra el pH, el cual fue controlado mediante la adicién de
diéxido de carbono a razén de 2.5 L min.”, flujo determinado con un ensayo
previo, con el fin de evitar variaciones fuera del intervalo éptimo (7.7-8.5),
obteniendo que durante el desarrollo experimental, los valores de pH
permanecieron en promedio dentro del intervalo 6ptimo antes mencionado para
el crecimiento de I. aff. galbana (clone T-Iso) (Tabla VI). Para el tratamiento
control el pH se mantuvo en 8.14 + 0.23, 7.62 + 0.12 con fibra optica y en el
tratamiento con luz fluorescente y guiada por fibra 6ptica en 7.97 £ 0.15.

La irradiancia de trabajo fue de 150 pM quanta m? s, para los tres
tratamientos durante el tiempo de cultivo. Sin embargo en el interior de los
cultivos dicha irradiancia disminuy6 por el aumento en la concentracion celular,
teniendo irradiancias finales en el interior de los cultivos de 45.16, 36.76, y

15.72 uM quanta m? s™ T1, T2 y T3 respectivamente (figura 2,3 y 4).
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5.1.-CRECIMIENTO MICROALGAL.

Los resultados del crecimiento y parametros poblacionales de /sochrysis aff
galbana (clone T-Iso) bajo condiciones de iluminaciéon con luz fluorescente
(control), fibra 6ptica, y el uso de ambas se muestran en la figura 5, Tabla |, los
parametros poblacionales se determinaron de acuerdo las ecuaciones descritas
por Guillard (1973):

Tasa de crecimiento especifica “p”

LnC, - LnC, C. = Concentracion celular promedio en t2
B C1 = Concentracion celular promedio en t4

= t; yt, = Tiempo inicial y final (dias).

Divisiones por dia “D” D=_*_
Ln2
Tiempo de duplicacion “TD” TD =%

Produccioén diaria “PD”

La producciéon diaria se obtuvo de la diferencia en concentracion celular
inicial y final respecto al tiempo t; y ta.

Al inicio del cultivo los tres tratamientos presentan una concentracion similar,
cuyo promedio es 7.69 x 10° cél mlI”', permaneciendo sin cambios significativos
en el crecimiento durante las primeras 24 horas. Después de este tiempo se
observan variaciones en la concentracion celular en los tres tratamientos. Estas
variaciones también se indican en la Tabla |IA y IC, donde los fratamientos fibra
optica con luz fluorescente y luz fluorescente (control), presentaron la mayor

tasa de crecimiento especifico promedio de 0.33 y 0.31 dias, respectivamente.
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Mientras que en el tratamiento solo con fibra 6ptica T3, el valor fue de 0.14 dias.
De igual forma este tratamiento presentd el mayor tiempo de duplicacion
promedio (TD), 6.26 dias, en comparacion con los tratamientos con fibra y luz, y
luz fluorescente, cuyos valores de TD son menores (2.72 y 2.64 dias) y las
divisiones por dia mayores; 0.48 y 0.45 div x dia™ respectivamente (Tabla I).
Asimismo el mayor valor porcentual de produccién diaria se observo a las 48
horas en el tratamiento con fibra optica y luz fluorescente: 82% y en el
tratamiento con luz fluorescente (control): 75%. A diferencia del tratamiento con

fibra 6ptica, el cual presentd valores porcentuales menores; 40%.
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Figura 5.- Crecimiento promedio de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso) en
cultivo de 2.5 litros con fibra optica (A), luz fluorescente (o) y ambas (e). La
barra vertical indica el error estandar. (n=2)



17

Tabla |. Parametros poblacionales promedio de Isochrysis aff. galbana (clone

T-Iso) en nivel Fernbach (2.5 litros).

Tratamiento con luz fluorescente (A)

Tiempo  Concentracién B TD D PD VP
(dias) (cél mi™) (dias)  (dias)  (divdia™) (cél m™) (%)
0 756050 e e — . —

1 1152600 0.42 1.64 0.61 396550 52.45

2 2015450 0.56 1.24 0.81 862850 74.86

3 2525650 0.23 3.07 0.33 510200 25.31

4 3362750 0.28 2.42 0.41 837100 33.14

5 4511350 0.29 2.36 0.42 1148600 34.16

6 5167350 0.14 5.11 0.20 556000 12.32

7 6708350 0.26 2.66 0.38 1541000 29.82
Promedio 0.3129 2.643 0.45 - ---

Tratamiento con fibra éptica (B)

Tiempo  Concentracion D D PD VP
(dias) (cél ml™) (dias) (dias) (divdia™) (cél ml™) (%)
0 778550 w = o . <

1 1088800 0.33 0.897 1.11 310250 39.85

2 1161150 0.064 10.77 0.09 72350 6.645

3 1308500 0.119  5.80 0.17 147350 12.70

4 1552900 0.171 4.04 0.24 24400 18.68

5 1783350 0.138  5.01 0.19 230450 14.84

6 2050600 0.14 4.96 0.20 267250 14.98

7 2168950 0.066 12.35 0.08 118350 5.77
Promedio 0.1464 6.2640 0.30 - ---

Tratamiento con luz fluorescente y fibra 6ptica(C)

Tiempo  Concentracion n D D PD VP
(dias) (cél mi™) (dias) (dias)  (divdia™) (cél mI™) (%)
0 772550 e e e e e

1 1197100 0.44 1.58 0.63 424550 54.95

2 2179900 0.60 1.16 0.86 982800 82.10

3 3201500 0.38 1.80 0.55 1021600 46.86

4 4687100 0.38 1.80 0.55 1485600 46.40

5] 6036400 0.25 2.74 0.36 1349300 28.79

6 6801700 0.12 5.81 0.17 765300 12.68

7 8041700 0.17 4.14 0.24 1240000 18.23
Promedio 0.3343 2.7186 0.48 --- ---
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Tabla Il.- Analisis estadistico con X? (bondad de ajuste) de los datos de la
concentracion celular de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso) en nivel

Fernbach 2.5 litros, con =0.05, g...=7 y con un valor critico de X*= 14.1.

Luz fluorescente
VSs. 20153 Son diferentes

Luz fluorescente y guiada por fibra dptica

Luz fluorescente

Vs 222.86 Son diferentes
Fibra éptica
Luz fluorescente y guiada por fibra optica
Vs. 470.21 Son diferentes
Fibra optica

Criterio de decision: X caiculada > X* critica, 10S tratamientos son diferentes.
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5.2.-CONSUMO DE NUTRIENTES

El fosfato residual en el medio de cultivo y su consumo por Isochrysis aff.
galbana (clone T-Iso) durante los siete dias de cultivo, para cada unidad
experimental se presentan en la figura 6, Tabla Il respectivamente. Los
resultados obtenidos indican que el mayor consumo de fosfato se presenta en
el tercer y cuarto dia para los tres tratamientos, lo cual se relaciona
directamente con la fase de crecimiento exponencial en el tratamiento control y
con el de ambas fuentes de luz. En respuesta al incremento en la densidad
celular, el cultivo en luz fluorescente y fibra éptica inicié su consumo al tercer
dia, que correspondioé a 21.3 pM y tasa de crecimiento de 0.38 dia™.

Los tratamientos, luz fluorescente (control) y fibra dptica iniciaron el consumo
de fosfato al cuarto dia: 25.5uM y p=0.29 dias™; 22.5 uM y p=0.17 dias”
respectivamente.

El consumo y concentracion del nitrégeno; en forma de nitrato se encuentra
en la Tabla IV, figura 7. El nitrégeno fue consumido durante los siete dias.
Siendo diferente el consumo entre tratamientos a partir del dia 2, coincidiendo
con el aumento en la produccién de biomasa en una relacion inversa entre la
concentracion residual y el crecimiento del cultivo.

El mayor consumo de nitrdgeno se observé en el tratamiento con fibra

Optica: 180.8 puM el cual tuvo su mayor produccién diaria PD=1.18 x 10° cél ml”

en el séptimo dia, el menor consumo: 7.3 pM se present6 al cuarto dia.
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Este comportamiento fue similar en el tratamiento con luz fluorescente el cual
presenté un mayor consumo de nitrégeno 176 uM y PD=1.54 x 10° cél mI”" en el
séptimo dia y el menor consumo: 50 uM, se presentd al tercer dia (Tabla IA,
IC).

Para el tratamiento con fibra éptica y luz fluorescente el mayor consumo se
registré en el quinto dia 172.3 puM; al final de la fase exponencial y un menor
consumo: 74 pM al séptimo dia, que corresponde a la fase de crecimiento

estacionario en este cultivo.
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Tabla lll. Consumo promedio diario de PO3'4 por Isochrysis aff. galbana
(clone T-Iso) en nivel Fernbach 2.5 litros.

Luz fluorescente y

Tratamiento | Luz fluorescente Luz guiada por luz guiada por
fibra optica fibra optica
Tiempo Fosfato | Consumo Fosfato | Consumo Fosfato Consumo
(dias) Residual | Fosfato Residual Fosfato Residual Fosfato
(LM) (1M) (LM) (LM) (uM) (uM)
1 50.3797 --- 50.0630 - 50.0630
2 50.0630 0.3167 50.0630 - 50.0630 me-
3 50.0630 --- 50.0630 - 28.1354 21.9271
4 245207 | 25.5423 27.5661 22.4969 23.3025 4.8334
5 24.5207 - 24.5207 3.0454 22.0844 1.2181
6 18.7465 57742 23.3025 1.2182 16.9193 5.1651
7 17.5283 1.2182 19.9647 3.3378 16.9193 ---

Tabla IV. Consumo promedio diario de NO; por Isochrysis aff. galbana (clone
T-Iso) en nivel Fernbach 2.5 litros.

Luz guiada por

Luz fluorescente y

Tratamiento | Luz fluorescente fibra 6ptica luz guiada por
fibra optica
Tiempo Nitrato Consumo Nitrato Consumo Nitrato Consumo
(dias) residual Nitrato residual Nitrato residual Nitrato
(LM) (1M) (LM) (LM) (uM) (uM)
1 1164.2431 - 1215.21856 - 1149.6787 -—-
2 1061.0786 | 103.1645 | 1142.3965 | 72.8220 | 1069.5745 | 80.1042
3 1011.3169 | 49.7617 | 1132.6869 | 9.7096 909.3661 | 160.2084
4 865.6729 | 145.6440 | 1125.4047 7.2822 804.9879 | 104.3782
5 749.1577 | 116.5152 | 1047.7279 | 77.6768 632.6425 | 172.3454
6 687.2590 61.8987 997.9662 49.7617 524.6232 | 108.0193
7 511.2725 | 175.9865 | 817.1249 | 180.8413 | 450.5875 74.0357
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Figura 6.- Consumo promedio de fosfato por Isochrysis aff. galbana (clone T-lso) en
cultivo de 2.5 litros con fibra 6ptica y luz fluorescente. La barra vertical indica el error
estandar (n=2)
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Figura 7.- Consumo promedio de nitrato por Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso) en
cultivo de 2.5 litros con fibra éptica y luz fluorescente. La barra vertical indica el error
estandar (n=2)
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5.3.-CONTENIDO DE PIGMENTOS
5.3.1.-CLOROFILA a
La concentracion de clorofila a por unidad celular de Isochrysis aff. galbana

(clone T-Iso) para cada tratamiento se encuentra en la Tabla V y figura 8.

Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso), respondi®é a la disminucion en
irradiancia, incrementando el contenido de clorofila por célula (Tabla V). El
contenido de clorofila en células que crecieron en luz guiada por fibra optica fue
mayor que aquellas células que crecieron en luz fluorescente y luz fluorescente
mas la fibra éptica.

El mayor contenido de clorofila a entre tratamientos se observé al séptimo
dia de cultivo, en el tratamiento de luz guiada por fibra dptica; 0.52 pg cél™ y
para ese mismo tratamiento, pero en el primer dia de muestro se encontr6 el
menor valor; 0.18 pg cél’. En el tratamiento con luz fluorescente, el mayor
contenido de clorofila a por célula se alcanzé al cuarto dia, 0.34 pg cél”,
mientras que una menor concentracion se registrd en el primer dia 0.22 pg cél™.

En el caso del tratamiento con luz mas fibra optica los valores encontrados
son 0.19 y 0.36 pg cél™ para el primer y segundo dia respectivamente.

Se registré una baja concentracion de feofitina a (Tabla V) por unidad celular
al cuarto dia en el tratamiento con luz fluorescente: 5.23 x 10 pg cél” que
coincide con su maximo de contenido de clorofila a; sin embargo en este
tratamiento en el primer dia se encontrd una concentracion de feofitina a de
0.018 pg cél’ y en el tratamiento de luz guiada por fibra éptica una

concentracion de 0.1074 pg cél™'al quinto dia.
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Figura 8.- Concentracion promedio de clorofila a por unidad de célula de
Isochrysis aff. galbana (clone T-lso) en cultivo de 2.5 litros con fibra optica y

luz fluorescente. La barra vertical indica el error estandar (n=2)
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Tabla V. Concentracion promedio de clorofila a por unidad celular de
Isochrysis aff. galbana (clone T-lso) en nivel Fernbach 2.5 litros.

Luz fluorescente y luz Luz guiada por
Tratamiento Luz fluorescente guiada por fibra optica
fibra optica
Tiempo Clorofila @ Feofitinaa Clorofilaa Feofitinaa Clorofilaa Feofitina a
(dias) pg cél pg cél ! pg cél pg cél ! pg cél pg cél
1 0.2195 0.0184 0.1878 -—- 0.1798 ---
Z 0.2967 0.0037 0.3634 0.0012 0.2976 0.0122
3 0.2799 - 0.3197 0.0197 0.3638 -
4 0.3478 0.000523 0.3022 0.0032 0.4051 ---
5 0.3425 --- 0.3154 -—- 0.4077 0.1074
6 0.3129 0.0068 0.3161 --- 0.4633 -
7 0.3301 -—- 0.3311 --- 0.5221

Tabla VI. Valores promedio de pH de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso) en
nivel Fernbach 2.5 litros.

Luz fluorescente  Luz guiada por

Tratamiento Luz fluorescente y fibra 6ptica fibra 6ptica
Tiempo pH pH pH
(dias)
1 -—- -—- 7.75
2 - - 7.63
3 8.25 8.10 7.75
4 8.03 7.90 7.40
5 8.25 8.05 7.55
6 8.40 8.10 7.65
7 7.75 7.30 7.63

Promedio 8.14 £ 0.23 7.97+0.15 7.62 £0.12
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5.3.2.-ESPECTROS DE ABSORCION

La forma basica de los espectros de absorcion de cualquier tipo de alga es el
reflejo de su composicion de pigmentos, la cual varia en condiciones de
irradiancia diferentes. Las figuras 9 a la 16 reflejan el contenido de pigmentos
de [. aff. galbana (clone T-Iso) en los diferentes tratamientos. Los resultados
encontrados de los coeficientes de absorcion de: a¢* () (fitoplancton especifico
de la clorofila), a, (1) (fitoplancton), a, (A) (material particulado), y aq (1)
(material detritico) de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso), y espectros de
absorcion se muestran por tratamiento y por dia.

En los espectros se observé un incremento en los coeficientes de absorcion
durante el tiempo de cultivo en los tres tratamientos, con dos maximos de
absorcion; uno entre los 430-440 nm y ofro entre los 650-670 nm. En los
espectros del material detritico solo se observdé un maximo entre los 410-420
nm Los mayores coeficientes se observaron en el tratamiento de luz
fluorescente mas fibra éptica (T2) y en el control (T1), luz fluorescente. Entre los
650-670 nm se observan valores de absorcion similares en estos dos
tratamientos. Este comportamiento se observé con el coeficiente especifico de
absorcion para los tres tratamientos.

Dado que a, (A) es obtenido a partir de la diferencia entre a, (1) - aq (1), las
diferencias observadas entre los espectros del material particulado ap, (1), y del

fitoplancton a; (L) son minimas, por el bajo coeficiente obtenido a partir del

material detritico aq (A).
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La mayor variacion de los espectros entre tratamientos se observan en la
region azul del espectro, aproximadamente entre los 430-450 nm, en donde se
muestran los maximos de absorcion de los pigmentos accesorios, que en el
caso de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso) son carotenos, los cuales se hacen
mas evidentes debido a que la escala es menor en el tratamiento con fibra
optica (T3) (figura 9 y 10) sin embargo presenta un maximo de absorcion por
clorofila a al igual que en T1 y T2 a 676 nm. En el caso de T1 y T2 a los 400-
445 nm aproximadamente presentan un maximo de absorcién por clorofila a.

La determinacion de la feofitina; ademas de indicar el estatus fisiolégico de
la célula, también indica el contenido detrital de la poblacion (Rios-Leal, et al.
1994). Lo cual explica los bajos coeficientes de absorcion del material detritico
(figura 15-16), pues las concentraciones de feofitinas encontradas en los tres

tratamientos, son minimas.
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Figura 9.- Espectros de absorcion por tratamiento, normalizados por la

concentracion de clorofila a de Isochrysis aff. galbana (clone T-lso), en

cultivos de 2.5 litros con fibra éptica y luz fluorescente.

a,; (\) : coeficiente especifico de absorcion del fitoplancton de la clorofila a.
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Figura 10.- Espectros de absorcién por dia con cada tratamiento normalizados
por la concentracion de clorofila a de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso), en
cultivos de 2.5 litros con fibra optica y luz fluorescente.

a¢* (A) : coeficiente especifico de absorcion del fitoplancton de la clorofila a.
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(clone T-Iso), en cultivos de 2.5 litros con fibra dptica y luz fluorescente.
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Figura 12.- Espectros de absorcion de Isochrysis aff. galbana (clone T-lso),
por dia con cada tratamiento en cultivos de 2.5 litros con fibra oéptica y luz
fluorescente. a, (1): coeficiente de absorcion del fitoplancton
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Figura 13.- Espectros de absorcion por tratamiento, de Isochrysis aff. galbana
(clone T-Iso), en cultivos de 2.5 litros con fibra éptica y luz fluorescente.

a p (A): coeficiente de absorcion del material particulado.
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Figura 14.- Espectros de absorcion de Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso),
por dia con cada tratamiento en cultivos de 2.5 litros con fibra optica y luz
fluorescente. a , (A): coeficiente de absorcion del material particulado.
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Figura 15.- Espectros de absorcion por tratamiento, de Isochrysis aff. galbana
(clone T-Iso), en cultivos de 2.5 litros con fibra éptica y luz fluorescente.

a 4 (A): coeficiente de absorcién del material defritico.
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Figura 16.- Espectiros de absorcion de Isochrysis aff. galbana (clone T-lso),
por dia con cada tratamiento en cultivos de 2.5 litros con fibra optica y luz
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6.-DISCUSION

Los factores que modifican el crecimiento de /sochrysis aff. galbana (clone T-
Iso) son: temperatura, salinidad, composicién del medio de cultivo, pH y luz.

En este estudio las tres primeras permanecieron constantes, mientras que el
pH y la luz fueron modificadas con el crecimiento de /. aff. galbana (clone T-Iso).

El pH en el cultivo cambié debido a la remocién de dioxido de carbono
producto del incremento en el numero de células en el cultivo, como
consecuencia del cambio en la concentracion de CO, se afectan la tasa de
crecimiento, la asimilacion de los nutrientes y la produccion final de la biomasé
microalgal (Hinga, 2002). Otro factor importante es la luz, ya que su
disponibilidad al interior del cultivo modifica el contenido de clorofila a, y la
actividad fotosintética y una reduccién substancial en luz también modifica la
tasa de crecimiento de /. aff. galbana (clone T-Iso) (Strzepek y Price, 2000).

Aunqgue la variacién en mas de una produce interrelaciones en la respuesta
microalgal, los cambios en el pH y la luz, dependiendo de las caracteristicas del
cultivo son los principales factores que modifican el crecimiento de /. aff.

galbana (clone T-Iso).
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6.1.-CRECIMIENTO MICROALGAL

Las diferencias en la concentracion celular en cultivos con condiciones
diferentes se detallan a partir del momento en que uno o mas factores actian
como limitantes para el desarrollo del cultivo.

De acuerdo a los resultados expresados en la figura 5; en este trabajo la luz
fue el factor limitante, especificamente para el tratamiento con fibra Optica, a
partir de las 48 horas, tiempo en el que los cambios en concentracion celular
entre tratamientos se hacen evidentes. Al comparar el crecimiento entre
tratamientos, se encontraron diferencias significativas al 95% (Tabla Il) entre el
control (luz fluorescente) y el tratamiento con fibra optica y luz fluorescente, lo
cual indica que introducir luz guiada por fibra optica en el cultivo, si modifica el
crecimiento de [sochrysis aff. galbana (clone T-Iso), y aunque en ambos
tratamientos el inicio de las fases de crecimiento coinciden en tiempo (dias)
(Figura 5 ) y los valores de tasa de crecimiento especifico, tiempo de
duplicacién y divisiones celulares por dia son similares, el tratamiento con luz
fluorescente mas fibra 6ptica alcanzé un 20% mas de produccion celular final.

La biomasa obtenida en los cultivos con luz fluorescente mas fibra dptica fue
mayor que la producida en el tratamiento control (Tabla |) debido a la mayor
disposicion de luz al interior de luz en el interior del cultivo, lo cual se puede
constatar con los valores de clorofila en este tratamiento.

Utilizar solo luz guiada por fibra éptica también modifica el crecimiento de

Isochrysis aff. galbana (clone T-Iso), dado que el tratamiento solo con fibra
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optica (T3) resulto con diferencias fuertemente significativas (2=0.05) respecto
a T1 y T2, control (luz fluorescente) y del tratamiento con fibra optica y luz
fluorescente respectivamente (Tabla Il)

Los cultivos entran en la fase estacionaria cuando existen condiciones
limitantes, ya sea de CO, nutrientes o luz, en consecuencia dos procesos
conectados ocurren: a) las células manifiestan caracteristicas de deficiencia de
ese nutriente, y los procesos que requieren de dicho nutriente consumido para
llevarse a cabo disminuyen o ya no se realizan, b) las células permanecen
metabolicamente activas, sin embargo ya no contintan dividiéndose, continua la
fijacion de carbono y la acumulacion de carbohidratos y lipidos (Wikfors,1986).

Un comportamiento similar pudo haber tomado lugar en el tratamiento con
fibra optica, donde la luz resultd ser el factor limitante, denotandose una baja
produccion celular comparada con los otros tratamientos (Figura 9). Esto indica
que aungue las células en cultivo no tuvieron suficiente luz para llevar a cabo su
proceso fotosintético y no presentaron una mayor duplicacion celular, en el
tratamiento con pura fibra optica la actividad metabdlica de las células se ve
reflejada en el aumento de clorofila por unidad celular (Tabla V, Figura 8). Este
mismo efecto también ha sido documentado por Thompson et al. (1990), y
Sukenik et al. (1993) quienes observaron que bajo condiciones de luz limitante
el contenido de pigmentos celulares puede aumentar o disminuir en el caso de

exceso de luz.
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6.2.-CONSUMO DE NUTRIENTES

Después del carbono, el hidrogeno y oxigeno del agua; el nitrégeno y el
fésforo son los elementos mas importantes para el crecimiento del fitoplancton
(Syrett, 1981). Y a pesar de que la concentracion del nitrégeno y del fésforo en
el agua de mar, es mucho menor que la utilizada en los cultivos de laboratorio,
los efectos en el crecimiento del fitoplancton por la composicion y las
concentraciones de los nutrientes en el medio han sido ampliamente
estudiados. En este estudio se utilizdé el medio f/2 como control y se realizé una
cuantificacion de la concentracién y consumo de nitrato y fosfato en el medio
para los tres tratamientos, y aunque el medio f/2 sefiala una concentracion de
nitrato de 883 pM, y de 36 uM de fosfato los cultivos iniciaron con
concentraciones por arriba de las mencionadas (Tabla Ill y 1V), posiblemente
debido a la concentracion de nitrato y fosfato remanente del nivel anterior
(Erlenmeyer, 150 ml). No obstante, las diferencias en el consumo del fosfato,
dependen de su concentracion en el medio. Darley (1987); explica que, cuando
este nutriente se encuentra en exceso, la célula es capaz de realizar un
consumo ‘innecesario’ y almacenarlo en forma de polifosfatos en granulos
citoplasmaticos, en cambio el nitrato es consumido de acuerdo a las
necesidades de la célula y a su estado fisiologico, Lafarga—De la Cruz, (2000).

El consumo de fosfato durante los primeros tres dias de cultivo fue minimo

para los tratamientos con luz fluorescente y para el tratamiento con pura fibra
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Optica. Estos mismos resultados han sido reportados por Valenzuela-Espinoza
et al. (1999) en cultivos estaticos de /. aff. galbana (clone T-Iso).

En el tratamiento con luz fluorescente y fibra, el consumo también fue similar
a los otros tratamientos, solo durante los dos primeros dias del cultivo debido al
inicio de la fase exponencial en este tratamiento.

Durante el transcurso del cultivo en los tres tratamientos experimentales
existieron diferencias en cuanto al consumo y concentracion de fosforo en el
medio, el cultivo con luz fluorescente y fibra éptica incrementa el consumo de
fosfato a partir del segundo dia, lo cual concuerda con el incremento en
densidad celular para el mismo tiempo (Figura 5). En cambio, los cultivos
control y solo con fibra dptica presentaron un mayor consumo a partir del tercer
dia (Figura 6). Sin embargo la concentracién final de foésforo en el medio fue
muy similar entre el control y tratamiento con fibra y luz fluorescente lo cual a su
vez, es menor que la concentracion final en el medio para el tratamiento con
solo fibra optica (Figura 6). En esta condicién de cultivo la fase estacionaria se
presentd a partir del segundo dia, y el mayor consumo de fosfato al cuarto dia,
al igual que la menor produccion diaria (cél. mI™") (Tabla I).

Respecto al consumo de nitrato, los cambios se observaron a partir de la
definicion de las fases de crecimiento en los cultivos, al segundo dia. Se
cuantificd6 un mayor consumo de nitrato en la condicién de luz fluorescente y
fibra Optica (Figura 7). Lo anterior puede relacionarse a que el consumo de

nitrato llega ser estimulado por la luz. Y gracias a que la energia proveniente de
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la luz al ser captada por las células en cultivo es convertida en energia quimica,
esta es utilizada de manera eficiente en la reduccion de nitrato y CO, para la
formacién de nuevo material celular que se expresa en una mayor

concentracion celular. (Syrett, 1981; Lafarga-De la Cruz, 2000).

6.3.-CLOROFILA a
La concentracion total de pigmentos y los cambios relativos de los diferentes

tipos de pigmentos, puede ser afectada por variables ambientales como la
concentracion de nitrégeno en el medio, la intensidad y longitud de onda de la
luz (Kirk, 1994). En este estudio los cultivos expuestos a luz guiada con solo
fibra optica fueron los que tuvieron mayor concentracion de clorofila a por
unidad de célula, coincidiendo con la menor irradiancia (al interior del cultivo)
final entre tratamientos (Tabla V, Figura 8) dicho resultado se debe a la
adaptacion que presentan las microalgas de ajustar la concentracion y tamafio
de la unidades fotosintéticas (Falkowski y La Roche, 1991) lo que implica un
aumento en la concentracion de clorofila en la célula en condiciones de bajas
irradiancias.

Al relacionar el crecimiento y la division celular, se observé que aunque la
duplicacion celular por dia en general fue mayor en condiciones de iluminacion
con luz fluorescente mas fibra optica, la concentracion de clorofila a por unidad

celular fue menor, lo cual indica que la cantidad de luz disponible para las
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células bajo esta condicion no fue limitante. En cambio las células cultivadas
solo con fibra 6ptica, la falta de luz provocd aumento en el contenido de clorofila
a por célula, y una menor produccion en biomasa.

El contenido de feofitina a; producto de la degradacion de las clorofilas,
refleja cambios en el estado fisiolégico (envejecimiento) de las células como
producto de las condiciones del cultivo. El encontrar feofitina a durante el primer
dia en el tratamiento con luz fluorescente, puede ser el resultado de que las
células al ser introducidas en un medio nuevo, entraron en un periodo de
aclimatacion, y el contenido de feofitina a por unidad celular registrado puede
ser el resultado de que la mayor parte de las células analizadas hayan sido de
las generadas en el nivel anterior.

Para el tratamiento con pura fibra se observé el menor contenido de clorofila
por unidad celular y no se cuantifico feofitina en el primer dia, lo cual no indica
que se deba a la falta de luz en el cultivo, ya que se trata del primer dia del
cultivo, en el que idealmente las condiciones iniciales en los tres tratamientos
proveen de lo necesario para el crecimiento de /. aff. galbana (clone T-Iso). En
este caso lo anterior puede ser el resultado de que en el nivel anterior la
cantidad de luz por efecto del autosombreado ya era deficiente al interior del
cultivo, y al cambiar las células al nivel Ferbanch e introducir luz guiada por fibra
optica se redujo el efecto del autosombreado, y en respuesta las celulas se

aclimataron reduciendo el tamafio de su aparto fotosintético.
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6.4.-Espectros de Absorcion

La cantidad de luz absorbida por el fitoplancton no solo depende de la
cantidad total de los pigmentos fotosintéticos presentes en las células, sino
también del tamafio y forma de estas (Kirk, 1994). Dichas caracteristicas suelen
ser modificadas por las condiciones de luz en el medio, es decir: en altas
irradiancias los cloroplastos reducen su tamario y su sistema de transferencia
de electrones se ve saturado, la energia ya no es ftransferida y como
consecuencia disminuyen el nimero de tilakoides por cloroplasto, se modifica la
concentracion de clorofilas y pigmentos accesorios, caso contrario; en bajas
irradiancias donde el cloroplasto tiene mayor tamafio y el nimero de tilakoides
por cloroplasto se incrementa y las clorofilas y pigmentos accesorios son mas
abundantes por lo cual la poca energia disponible es absorbida y transferida a
los centros de reaccién. Sin embargo esto no significa que pueden utilizar la luz
absorbida con una mayor eficiencia (Darley;1987).

Falkowski y La Roche (1991) afirman que las células que crecen en altas
irradiancias con un bajo contenido de pigmentos presentan un mayor
coeficiente de absorcion a¢* (A). El cual provee informacion acerca de la
cantidad de luz absorbida por las células de fitoplancton (Staehr, et al. 2002), lo
anterior se observé en el tratamiento T2, donde se absorbié una mayor cantidad
de luz, y esta se reflejé en un mayor crecimiento celular de /. aff. galbana (clone

T-1so).
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7.-CONCLUSIONES
De manera general y en términos de producciéon de biomasa se recomienda
el uso de la luz fluorescente mas luz guiada por fibra 6ptica en cultivos estaticos

de Isochrysis aff galbana (clone T-Iso).

El crecimiento Isochrysis aff galbana (clone T-Iso) en cultivos estéaticos fue
mayor con luz fluorescente mas fibra éptica (T2) y diferencias significativas
fueron encontradas entre tratamientos. El crecimiento en T2 fue mayor que T1 a
partir del tercer dia del cultivo y a partir del segundo dia para el T3 (solo fibra

Optica). El crecimiento final de T2 alcanz6 un 20% més que en T1.

La concentracion de clorofila por célula de Isochrysis aff galbana (clone T-
Iso) fue mayor en T3 que en T1 y T2 a partir del tercer dia del cultivo.

El consumo de nitrato para T1 y T2 fue significativamente mayor que en T3 a
lo largo del cultivo. Y el consumo de fosfato para los tres tratamientos fue

similar a lo largo del cultivo excepto en T2 que fue mayor al tercer dia.

Los espectros de absorcion presentaron un incremento durante el tiempo de
los cultivos, mostrando coeficientes similares en los tratamientos de (T1) luz
fluorescente y T2, los cuales fueron el doble de los obtenidos en T3. De manera

general se observa la misma forma variando esta solo al tamafio del espectro.
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