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RESUMEN

El efecto de la irradiancia y la concentracién de nutrientes en el
crecimiento de Rhodomonas sp fue evaluado en cultivos estéticos de 200 ml
(Etapa 1), mediante un disefio factorial con cuatro niveles de irradiancia: 52,
68, 103y 142 pEm™?s™, y tres concentraciones de nutrientes: 661 y29.3,882y
39, 1323 y 58.5 pM de NaNO; y NaH,POQ,, respectivamente. La condicién de
cultivo que resulté con mayor produccién de Rhodomonas sp (Hprom=0.47 dia™,
tiempo de duplicacion=2.1 dias y densidad celular final de 1.61 x 10° células ml
), fue la expuesta a 52 yE m2s™ de irradiancia con 1323 UM de NaNO; y 58.5
MM de NaH;PO,. Con esta condicién, se realizé un segundo experimento
(Etapa 2), donde se comparé el efecto de la calidad de luz azul (LA) y luz
blanca (LB) en el crecimiento y la composicién proximal de Rhodomonas sp,
cultivada en volimenes de 18 L. En ambas etapas, los cultivos se mantuvieron
a temperatura de 20 + 1°C y salinidad de 32, durante un periodo de siete dias.
La densidad celular, la concentracion residual de NOjs vy PO y el contenido de
clorofilas (a, ¢), se determiné diariamente. Ademas, en la etapa 1, se evalué la
tasa de fijacion de carbono, mientras que, en la etapa 2 se estimé la
composicion préximal. En la etapa 1, la densidad celular en cultivos estaticos de
Rhodomonas sp presenté una relacién directa con la concentracién de los
nutrientes, mientras que, otras respuestas fisiolégicas como el contenido de
clorofilas y la tasa de fijacién de carbono estuvieron determinadas por el efecto
interactivo de la irradiancia y la disponibilidad de los nutrientes. Los tratamientos
con menor concentracién de nutrientes, en los cuatro niveles de irradiancia,
limitaron el crecimiento a partir del sexto dia de cultivo. En la segunda etapa
experimental, el efecto de la calidad de luz en la densidad celular durante la
fase de crecimiento exponencial (Foy) no fue significativo (p>0.05), mientras
que, durante la fase estacionaria (Fest) los cultivos con LB presentaron
densidades celulares mayores (15%) que los cultivos en LA. Asimismo, la
calidad de luz, presentd un efecto significativo en la composicion préximal. Las
células de Rhodomonas sp cultivadas en LA, contienen un 14% mas de
proteinas y de un 6 a 30% maés de lipidos, que aquellas en LB, sin embargo, por
volumen de cultivo no hubo diferencias en la concentraciéon de estos
constituyentes respecto a la calidad. Mientras que, en la condicién de LB, el
contenido de carbohidratos fue mayor, tanto por célula (56.9-26.5%) como por
volumen de cultivo (13-27%).
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1.- INTRODUCCION

En la actualidad, el cultivo masivo de microalgas ha cobrado gran auge y
atencion en el 4rea de la biotecnologia, por su uso en la extraccion de
productos quimicos tales como vitaminas, pigmentos, &cidos grasos, lipidos y
proteinas entre otros, que sirven de materia prima para la industria alimenticia,
farmacéutica, textil y de cosméticos principalmente (Borowitzka, 1988).

En el area de acuacultura, el cultivo intensivo de microa‘lgas sigue siendo
parte fundamental en la alimentacion de larvas, juveniles y/o adultos de
moluscos, crusticeos y peces (De Pauw, 1981; Reitan et al., 1997; Brown et al.,
1997 y 1998). En afios recientes, se han llevado a cabo estudios relacionados
con la formulacion de dietas alternativas elaboradas con microalgas
preservadas, micro-encapsulados, pastas y otros sustitutos con el objeto de
disminuir los costos de produccién del alimento vivo (Jones et al, 1974;
Sommer et al., 1990; Coutteau y Sorgeloos, 1992). Sin embargo, hasta el
momento ninguna de las dietas alternativas propuestas garantiza niveles de
sobrevivencia y crecimiento comparables con los obtenidos con microalgas
frescas, ademas los resultados son inconsistentes y presentan gran variabilidad
(Coutteau y Sorgeloos, 1992). Por ello, se siguen llevando a cabo
investigaciones sobre el valor alimenticio de las microalgas y las condiciones de
cultivo que lo modifican (Flaak y Epifanio, 1978; Wikfors, 1986; Fabregas et al.,
1989; Correa-Reyes, 1993). |

Tanto con fines biotecnolégicos como acuaculturales, es importante
reconocer los factores que influyen en el crecimiento y la composicién
bioquimica microalgal, con el objeto de optimizar la produccién de biomasa y
productos quimicos especificos. La fisiologia microalgal es regulada“ por
parametros ambientales, y las funciones metabélicas presentan respuestas a
factores fisico-quimicos tales como: concentracién y especiacién quimica de los

nutrientes, intensidad, periodicidad y calidad de la luz, temperatura, salinidad y



pH, entre otros (Wikfors, 1986; Richmond, 1986; Fabregas, et al., 1989; Lépez-
Mufioz, et al., 1992; Sanchez-Saavedra, 1994).

Los nutrientes como formadores del material orgénico celular influyen
directamente en el metabolismo, e indiscutiblemente, su disponibilidad es uno
de los factores primarios que regulan la fisiologia y las caracteristicas
poblacionales que presentan las microalgas (Herzig y Falkowski, 1989:
Graziano et al., 1996). Los nutrientes pueden llegar a limitar las tasas de
crecimiento y productividad, e inclusive, en algunos casos, pueden controlar la
composicion bioquimica, la reproduccién y el desarrollo algal (DeBoer, 1994).

La luz, por otra parte, es un factor importante en el control de la
productividad debido a su papel primario en el proceso fotosintético (Darley,
1987). Es bien conocido, que por su disponibilidad, la luz puede llegar a limitar
la produccién primaria tanto en ecosistemas acuaticos (Ryther, 1965; Alvarez-
Borrego, 1986) como en sistemas de cultivo en laboratorio (Brand y Guillard,
1981).

En sistemas disefiados para producir microalgas a nivel comercial, las
condiciones de nutrientes y luz son parametros que de manera individual o
sinergistica modifican la productividad y los rendimientos (Kaplan et. al.,1986).
La influencia de la variacion cualitativa y/o cuantitativa de los nutrientes y la luz
en la fisiologia microalgal incluye cambios especificos en la tasa de crecimiento
y el volumen celular (Faust y Gantt, 1973; Brown y Geen, 1974; Durbin, 1974;
Ostroff et al., 1980; Brand y Guillard, 1981; Claustre y Gostan, 1987; Lewitus y
Caron, 1990; Lewitus et al, 1991; Graziano et al., 1996), la composicién
bioquimica (Wallen y Geen, 1971a, b; Flaak y Epifanio, 1978; Wikfors, 1986;
Fabregas, et al., 1989; Sanchez-Saavedra, 1994), el contenido y composicion
de pigmentos (Jeffrey y Vesk, 1977; Falkowski et al., 1989; Lépez-Mufioz ot él.,
1992; Geider et al., 1993) y productos extracelulares (Brown y Geen, 1974), asi
como en la tasa fotosintética (Falkowski y Owens, 1978; Herzig y Falkowski,
1989) y de consumo de nutrientes (Cloern, 1977; Morgan y Kalff, 1979).



Debido a que, tanto los requerimientos de nutrientes y luz, como las
respuestas fisiolégicas a ellos, son especificas para cada microorganismo,
éstas condiciones, deben ser cuidadosamente estudiadas y determinadas a fin
de garantizar el éxito en la produccién masiva de cada especie. Asimismo, la
optimizacion en los sistemas de produccién masiva, implica que los costos
operacionales pueden ser reducidos significativamente (Lafarga-De la Cruz,
1997).

La microalga marina Rhodomonas sp, es una especie flagelada
perteneciente a la Division Cryptophyta y Clase Cryptophyceae, que se cultiva
en la actualidad con fines acuaculturales. Su uso como alimento de larvas de
erizo (Hinegardner, 1969; Zuhiga-Cortes, 1994), copépodos (Jénasdéttir, 1994),
larvas y juveniles de diferentes especies de ostién (Ferreiro et val., 1990; Brown
et al,1998; McCausland et al., 1999) y de almejas gigantes (Aldana-Aranda y
Patiﬁo-Suéréz, 1998) ha sido satisfactorio.

A nivel regional, Rhodomonas sp, comlnmente se encuentra en el medio
marino y su produccién forma parte importante en el desarrollo de la
biotecnologia para el cultivo de erizo rojo Strongylocentrotus franciscanus y
erizo morado Strongylocentrotus purpuratus (Martinez-Lépez, 1994; Zufiga-
Cortes, 1994). El interés econdmico que presenta la pesqueria de erizo en Baja
California y el problema que en épocas recientes enfrenta debido a la
sobrexplotacion, hacen que la acuacultura de este recurso se plantee como una
alternativa viable para su recuperacién, llevando a cabo principalmente,
estrategias de repoblamiento con organismos juveniles (Martinez-Lépez, 1994).

Estudios relacionados con el desarrollo de las larvas equinoplutei hasta
su metamorfosis demuestran que Rhodomonas sp satisface los requerimientos
nutricionales del erizo (Zufiga-Cortes, 1994). Sin embargo, a pesar de su
importancia, los estudios sobre aspectos fisioldgicos y estrategias de cultivo de

Rhodomonas sp son escasos (Fernandez-Reiriz, 1989; Lafarga-De la Cruz,



1997), e inclusive se desconocen las caracteristicas nutricionales que hacen de
esta microalga uno de los mejores alimentos para larvas de erizo.

El presente estudio, se plantea con el objeto de aportar informacién
sobre la fisiologia de Rhodomonas sp y poder aplicar estos conocimientos en el
area de acuacultural o biotecnoldgica. Para conocer los requerimientos
especificos de nutrientes y luz de Rhodomonas sp, se consideraron las
siguientes hipotesis de trabajo: 1) que habra diferencias en la produccién de
Rhodomonas sp debidas a las condiciones de concentracién de nutrientes e
irradiancia en los cultivos y 2) que habra diferencias en el crecimiento y la
composicion bioquimica de Rhodomonas sp entre cultivos expuestos a calidad

de luz azul y luz blanca (control).



2.- ANTECEDENTES

Una de las adaptaciones fenotipicas microalgales mas estudiada, es la
respuesta a los niveles de irradiancia, referida comunmente como
“fotoaclimatacion” (Falkoswki y La Roche, 1991). Sin embargo, a pesar de que
un gran numero de especies han sido estudiadas al respecto, los estudios sobre
el género Rhodomonas son escasos y ademas, no consideran a la luz como
factor. Investigaciones sobre el efecto de las fases de cultivo y la calidad de los
nutrientes en el crecimiento y la composicién bioquimica de Rhodomonas sp
han sido realizados por Fernandez-Reiriz (1989) y Lafarga-De la Cruz (1997).
Mas recientemente, otros autores han determinado su composicién bioquimica
con el objeto de evaluar su calidad nutricional en la alimentacién de
invertebrados marinos importantes (Ferreiro et al,, 1990; Jénasdébttir, 1994;
Brown et al., 1998; McCausland et al., 1999).

La influencia de la luz en la fisioldgica microalgal de otras especies, entre
ellas algunos géneros pertenecientes a la Clase Cryptophyceae, han sido
llevados a cabo con el objeto de comprender su ecologia en el medio natural
(Durbin, 1974), modelar la productividad primaria (Falkowski y Owens, 1978),
comparar respuestas entre grupos filogenéticos (Chan, 1978 y 1980), optimizar
la produccién de compuestos de interés econémico (Shifrin y Chisholm, 1981;
Borowitzka, 1988) e incrementar su valor alimenticio para la acuacultura de
invertebrados (Flaak y Epifanio, 1978; Thompson et al, 1993; Sanchez-
Saavedra, 1994).

La relacién de la irradiancia con la tasa fotosintética y de crecimiento
microalgal, indica que existen condiciones de saturacion de luz en las cuales se
obtienen maximos de fotosintesis (Pmax) y crecimiento (Mmax), asi bomo
condiciones de limitacién (subsaturacién) e inhibicién (sobresaturacion) de
dichos procesos (Faust y Gantt, 1973; Chan, 1978 y 1980; Brand y Guillard,



1981; Falkowski y Owens, 1978; Cabrera y Montecino, 1987; Lewitus y Caron,
1990).

Para observar el efecto de la irradiancia en el crecimiento, Brand y
Guillard (1981) realizaron cultivos de 22 especies de fitoplancton marino de
zonas costeras y oceanicas, con luz continta y ciclos de luz:obscuridad. Sus
resultados demuestran que el crecimiento fue dependiente de la especie y/o
clase de la microalga cultivada y esta relacionado con el habitat en el cual vive y
se desarrolla (historia de luz). Resultados similares son expuestos por Chan
(1978 y 1980), quién reporta que especies pertenecientes al grupo de los
dinoflagelados requieren menores niveles de saturacién de luz que las
diatomeas para alcanzar su maxima tasa de fotosintesis y crecimiento.

La calidad de luz, es también un agente modificador de la tasa
fotosintética y de crecimiento. Wallen y Geen (1971a) en cultivos de Cyclotella
nana 'y Dunaliella tertiolecta, reportan que tanto la tasa fotosintética como el
crecimiento fue menor en células expuestas a luz verde y mayor en luz azul con
respecto a luz blanca control, siendo las diferencias consistentes a baja y alta
irradiancia (2.4 vs. 7.9 x 10° ergs cm? s™). La misma respuesta se obtuvo en
cultivos de Chlamydomonas reinhardtii (Brown y Geen, 1974), Amphidinium sp
y Biddulphia sp (Humprey, 1983) sometidas a regimenes de luz verde y azul. En
estos dos ultimos trabajos, se incluye ademas el efecto de la luz roja. En
cultivos de C. reinhardtii la luz roja, al igual que la luz azul, aumenta la tasa de
crecimiento, mientras que en cultivos de Amphidinium sp y Biddulphia sp el
efecto fue similar al observado en luz verde (disminuye). Brown y Geen (1974),
reportan que existe una relacién inversa entre la tasa de reproduccién y el
volumen celular promedio, siendo este mayor en células cultivadas con luz
verde (198 pm?®), seguido por aquellas cultivadas en luz roja (114 pma); azul
(91pm®) y blanca (70 pm®). Asimismo, la duracién de la fase de retardo (Fiag)
varié con respecto a la calidad de luz, en cultivos con luz verde y roja la Fiag

durd 8 dias, mientras en los de luz azul y blanca duré sélo 2 dias.



Claustre y Gostan (1978), demuestran que la irradiancia influye también
en el volumen celular microalgal, y que esta influencia presenta una variabilidad
interespecifica. En cultivos estaticos de Isochrysis galbana y Hymenomonas
elongata expuestas a luz PAR a saturacién y limitacién (400 y 25 pE m2s™), el
volumen celular de /. galbana fue independiente de la irradiancia, mientras que
para H. elongata el volumen decrecié significativamente un 25% de mayor a
menor irradiancia.

La influencia de la luz, en intensidad o calidad, en el volumen celular esta
asociada normalmente al incremento o decremento de la tasa de crecimiento, el
contenido de productos de reserva y/o la sintesis adicional de pigmentos o
enzimas necesarios para la aclimatacién a la condicién de luz circundante
(Brown y Geen, 1974; Claustre y Gostan, 1978; Lewitus et al, 1991). Sin
embargo, Flaak y Epifanio (1978) no encuentran diferencias significativas en el
peso seco de Thalassiosira pseudonana en diferentes fases de crecimiento
(exponencial y estacionaria) respecto a la calidad de luz (azul, agrolite, blanca),
a pesar de que las constantes relativas de crecimiento y el porcentaje de
proteinas variaron entre tratamientos. El crecimiento fue similar en cultivos con
luz blanca y azul, e inferior con luz agrolite, mientras que el contenido de
proteinas, varié segun el patron esperado: altos niveles durante la fase de
crecimiento exponencial comparados con la fase estacionaria, con valores
mayores para |luz azul y menores para luz blanca y agrolite.

Siendo el metabolismo microalgal afectado por las condiciones de luz, es
de esperarse que la composicién bioquimica, como consecuencia sea también
alterada (Morris, 1974; Darley, 1987). En la alimentacién de invertebrados
marinos, donde la calidad del alimento resulta fundamental para el desarrollo,
crecimiento y sobrevivencia, es importante que el cultivo de microalgas se
realice en las condiciones éptimas que permitan mantener el valor nutricional
deseado y alta productividad. Ademads, las variaciones en la condicién de luz de

cultivo, permite obtener una sola especie de microalga con caracteristicas



nutricionales diferentes que puede ser usada en estudios de requerimientos
nutritivos de invertebrados marinos (Flaak y Epifanio, 1978; Correa-Reyes,
19983; Thompson et al., 1993; Jénasddittir, 1994).

En cultivos microalgales, la influencia de la irradiancia en la composicion
bioquimica esta relacionada con la disponibilidad de energia para llevar a cabo
las funciones metabdlicas de fotosintesis y produccién de material celular
(Cloern, 1977). En células cultivadas en baja irradiancia, el contenido proteico
es menor que en células cultivadas en alta irradiancia, debido al bajo nivel
energético de las intensidades de luz que limitan el crecimiento y la sintesis de
proteinas (Morris, 1981). Thompson y colaboradores (1993), realizaron cultivos
de Chaetoceros gracilis, Isochrysis galbana y Phaeodactylum tricornutum, en
diferentes condiciones de irradiancia, con el objeto de variar su composicién
bioquimica y evaluar su calidad nutricional en larvas de ostién de Crassostrea
gigas. Sin embargo, a pesar de no encontrar diferencias significantes en el
contenido de carbono, nitrégeno, proteinas, lipidos y carbohidratos, en estas
especies fitoplancténicas con respecto al nivel de irradiancia, la composicion de
acidos grasos varié. El rapido crecimiento de las larvas de C. gigas, estuvo
consistentemente asociado al incremento en la proporcién de &cidos grasos
saturados de cadena corta (14:0 + 16:0) obtenido en células cultivadas con alta
irradiancia.

Respecto a la influencia de la calidad de luz en la composicién
bioguimica de las microalgas, los estudios que se han llevado a cabo son
pocos, pero coinciden en que la luz azul promueve la sintesis de aminoacidos y
proteinas (Wallen y Geen, 1971 a, b; Brown y Geen, 1974, Flaak y Epifanio,
1978; Sanchez-Saavedra, 1994), mientras que la luz roja y/o blanca favorece la
sintesis de carbohidratos (Brown y Geen, 1974). Sin embargo, existen
excepciones, por ejemplo: Stephanophyaxis turris, en cultivos con luz verde-azul
aumenta 40% su contenido de lipidos y mantiene el contenido de proteinas

similar a células cultivadas con luz blanca (Jeffrey y Vesk, 1977a).



Por otro lado, la calidad de luz determina la concentracion y composicién
de los productos orgénicos extracelulares. Brown y Geen (1974) en cultivos de
C. reinhardtii reportan que del total de 'C incorporado por las células,
aproximadamente el 36% es exudado en luz blanca, mientras que en luz azul y
roja se exuda s6lo un 6.6% y 4%, respectivamente. Ademas, la composicion de
los exudados varié con la calidad de luz. En luz blanca los productos de
exudacion estuvieron constituidos principalmente por amino&cidos libres, acidos
organicos y azlcares, mientras que en luz azul fueron azlcares y en luz roja
acidos organicos.

Otro proceso evidente en las microalgas, es la fotoadaptacion
relacionada con el contenido y composicién de los pigmentos celulares. La
respuesta es similar en la mayoria de los organismos fotoautétrofos, el
contenido total de pigmentos por célula y la razén de los pigmentos accesorios
mayores respecto a las clorofilas varian inversamente con la irradiancia (Durbin,
1974; Chan, 1978; Claustre y Gostan, 1987: Lopez-Muiioz et al., 1992). Los
cambios en el contenido y la composicién pigmentaria, pueden estar también
determinados por la calidad de la luz. Debido a que, la luz en el medio ambiente
penetra de manera diferencial, la captacién de energia luminosa que es
utilizada para la excitacién de la clorofila a en el proceso fotosintético es
limitada, y las células se ven en la necesidad de fotoadaptarse a tales
condiciones mediante el aumento o decremento de sus pigmentos (Wallen y
Geen, 1971b; Cabrera y Montecino, 1987).

Jeffrey y Vesk (1977a, b), analizaron el contenido de pigmentos en 18
especies de fitoplancton cultivadas en luz blanca y verde-azul a irradiancia
constante (400 pW cm™). Quince de las especies, incrementaron de un 20-
146% su contenido de clorofilas en luz verde-azul, y sélo la cryptofita
Chroomonas sp presenté un incremento significativo en la proporcién relativa de
biliproteina:clorofila a, que sugiere que esta especie presenta una adaptacién

cromatica a la luz verde-azul. Diferencias en la concentracion relativa de
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pigmentos accesorios mayores y clorofilas, respecto a la calidad de luz han sido
reportados también para otras especies del fitoplancton (Wallen y Geen, 1971a,
b; Humprey, 1983).

Otro efecto importante de la luz, intimamente ligado con la respuesta en
la produccién de pigmentos, son los cambios estructurales en el aparato
fotosintético. Se ha observado que el nimero y tamafio de los cloroplastos asi
como el area, empaque y ntimero de tilacoides, la distribucién y tamafio de las
particulas asociadas a la membrana tilacoidal guardan una relacién inversa con
la intensidad de luz (Faust y Gantt, 1973; Falkowski y La Roche, 1991; Lewitus
y Caron, 1991). Independientemente del nivel de irradiancia de cultivo, la
influencia de la calidad de luz en el nimero de cloroplastos, su forma vy
estructura interna ha sido observada en diversas especies de fitoplancton
(Jeffrey y Vesk, 1977a, b).

Otros factores fisico-quimicos que han sido relacionados con los niveles
de irradiancia y el fotoperiodo, son la temperatura y la salinidad. Durbin (1974)
sefala que la temperatura y el fotoperiodo determinan los requerimientos de
irradiancia necesarios para que Thalassiosira nordenskiéldii alcance su maximo
crecimiento. Ostroff et al. (1980), realiz6 cultivos de Pseudopedinella pyriforme
con el objeto de conocer los niveles dptimos de luz, temperatura y salinidad. La
tasa de crecimiento se correlaciond directamente con la temperatura y la
irradiancia, mientras con la salinidad se dio una relacion inversa. A temperatura
de 5°C, la irradiancia necesaria para obtener maximas tasas de crecimiento fue
menor (285 yW cm™) que a temperatura de 15°C (571 yW cm) para todas las
salinidades analizadas. Estos resultados son consistentes con trabajos
anteriores de otros autores (Cloern, 1977: Morgan y Kalff, 1979).

Cloern (1977), ademas de estudiar el efecto de la luz y temperatura en la
tasa de crecimiento de Cryptomonas ovata, estudié las tasas de consumo de
nitrato, amonio y fosfato. Sus resultados indican que el consumo de nitrato y
amonio fue estimulado por luz y temperatura, mientras que el consumo de
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fosfato fue dependiente tinicamente de la temperatura. Morgan y Kalff (1979),
por su parte, estudiaron el consumo de carbono por Cryptomonas erosa en
diferentes condiciones de irradiancia y temperatura, encontraron que la
temperatura guarda una relacién directa con la méxima tasa de consumo de '“C
y la irradiancia a la cual el consumo de C es saturado e inhibido. Lépez-
Mufioz et al. (1992), evaluaron la composicién de pigmentos fotosintéticos en
cuatro microalgas cultivadas en diferentes condiciones de luz y temperatura,
encontraron que el contenido de clorofila a se relaciona directamente con la
temperatura e inversamente con la irradiancia.

La concentracién y especiacién de los macro y micronutrientes
(nitr6geno, fésforo y hierro, principalmente) son también factores fundamentales
que afectan el crecimiento, las funciones metabdlicas, la composicion
bioquimica y el rendimiento final en sistemas de produccion (Kaplan et al.,
1986; Fabregas et al, 1989; DeBoer, 1994). En cultivos estaticos de
Pyrenomonas salina, Lewitus y Caron (1990), reportan una correlacién directa
entre la densidad celular obtenida en la fase de crecimiento estacionario y la
concentracion inicial de nitrato (N:P de 0.2-4) o fosfato (N:P de 50-50000)
disponible en los medios de cultivo.

En la actualidad, se han realizado numerosos estudios que analizan por
un lado, las respuestas adaptativas de las microalgas a la irradiancia, Yy por otro
lado las respuestas a la limitacién de nutrientes importantes como el nitrégeno,
fésforo y hierro, entre otros. En estudios de limitacién de nutrientes, se han
obtenido respuestas adaptativas en el aparato fotosintético que muestran
ciertas similitudes con las respuestas fotoadaptativas observadas a altas
irradiancias (Falkowski et al., 1989; Herzig y Falkowski, 1989; Turpin, 1991;
Geider et al, 1993; Graziano et al, 1996). Herzig y Falkowski (1989), en
cultivos de Isochrysis galbana, a irradiancia contintia de 175 pmol quanta m?s™,
encuentran que las células cultivadas en limitacién de nitrégeno presentan

menores contenidos de clorofila a y pigmentos accesorios, que células
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cultivadas en medios ricos en nitrégeno. La respuesta a la limitacién de
nutrientes, en la razén de pigmentos accesorios mayores:clorofila a, presenta
una variabilidad interespecifica, mientras que la razén de carotenoides: clorofila
a normalmente se incrementa, y esta asociada a la funcién fotoprotectora de
estos pigmentos (Falkowski et al., 1989; Herzig y Falkowski, 1989; Turpin, 1991;
Geider et al., 1993).

En una revisién realizada por Turpin (1991), sobre los efectos de la
disponibilidad de nitrégeno inorgénico en la fotosintesis y el metabolismo del
carbono, se sefiala que la tasa de fotosintesis maxima (Pms), el nivel de
saturacion de luz (ly) y la eficiencia fotosintética celular, decrecen en respuesta
a la limitacion de N. Asimismo, la razén N:C, el contenido de N y proteinas
celulares decae, mientras la acumulacién de compuestos orgénicos de reserva
(carbohidratos y/o lipidos) aumenta (Morris, 1981; Syrett, 1981; Turpin, 1991).

La disminucion de los pigmentos o de algunas proteinas funcionales de
la fotosintesis localizadas en el cloroplasto (i.e. RubisCO, citocromos), sugieren
que en condiciones de limitacion por N, éstas sirven como reservorios
transitorios del N que serd usado para continuar con el crecimiento celular
(Falkowski ef al., 1989; Lewitus y Caron, 1990; Turpin, 1991; Geider et al.,
1993).

Las respuestas adaptativas en el aparato fotosintético debidas a la
limitacion por fésforo, son similares pero menos drasticas que las obtenidas por
limitacion de N. Graziano et al. (1996), en estudios de limitacién por P de
Dunaliella tertiolecta, reporta un decremento del contenido de clorofila a, razén
de clorofila aclorofila ¢, en el contenido de RubisCO y de la eficiencia
fotoquimica. Aunado a ello, la absorcién de la clorofila a, la pérdida de energia
por flourescencia, la razén C:P y la tasa méxima de consumo de fdsfato
incrementaron. En el caso concreto de D. tertiolecta, se reporta la presencia de
una proteina indicadora de estrés por deficiencia de P. Esta proteina no fue

observada en células cultivadas en medios ricos de nutrientes, ni de limitacion
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de N o Fe, pero si en condiciones de limitacién por P, donde su abundancia
estuvo correlacionada directamente con el grado de limitacidén del nutriente. La
actividad de las fosfatasas alcalinas, también fue evaluada, sin embargo, este
indicador respondié sélo a condiciones extremas de deficiencia de P y no a
ciertos grados de limitacion.

El efecto de la interaccién entre irradiancia y concentracion de
macronutrientes en el crecimiento del fitoplancton, ha sido poco estudiado y
hasta el momento no estd completamente bien entendido. Maddux y Jones
(1964), reportan que las diferencias en la concentracién de nutrientes, producen
cambios en los requerimientos de luz necesarios para obtener la tasa de
crecimiento maxima en cultivos de Nitzschia closterium'y Tetraselmis sp. Para
ambas especies, se tuvieron menores requerimientos de luz en cultivos con
bajo contenido de N y P, que los obtenidos para altos nutrientes. Asimismo, en
el intervalo de irradiancias evaluadas, las tasas de crecimiento en los cultivos
con altos nutrientes, fueron dos veces del valor correspondiente obtenido en
bajos nutrientes.

Una relacion diferente se observd en cultivos de Scenedesmus sp (Rhee
y Gotham, 1981) y Synechococcus linearis (Healey, 1985), donde los
requerimientos de nutrientes se incrementan conforme el nivel de irradiancia
disminuye. Ademas, para todas las irradiancias estudiadas, la concentracién
celular de N aumenta conforme el grado de limitacién del nutriente disminuye y
la tasa de crecimiento aumenta.

Lewitus y Caron (1990), al evaluar el efecto de la irradiancia y la
concentracion de nitrégeno y fésforo en la produccién de pigmentos por
Pyrenomonas salina, encuentran que, durante el crecimiento exponencial
cuando las concentraciones de nutrientes son altas, la luz es el factor
determinante en la contenido celular de ficoeritrina. Mientras que, en la fase de

crecimiento estacionario, cuando la limitacién por nutrientes es evidente, el
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contenido de ficoeritrina fue resultado de un efecto sinergistico entre la luz y la
disponibilidad de los nutrientes.

La primera etapa de este trabajo fue disefiada con el objetivo de
determinar el efecto simultaneo de las condiciones de luz y nutrientes (N y P) en
el crecimiento de Rhodomonas sp en sistemas de cultivo estatico. Para
posteriormente, evaluar el efecto de la luz azul en su crecimiento y composicién

bioquimica.
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3.- OBJETIVOS
3.1. Objetivo general

Estimar la relacién entre las condiciones de luz (intensidad vy calidad) y
concentracion de nutrientes (nitrato y fosfato) en la respuesta fisiolégica de la

microalga marina Rhodomonas sp (Cryptophyceae) en cultivos estéticos.
3.2. Objetivos particulares

3.2.1. Etapa 1: Efecto de la irradiancia y la concentracién de
nutrientes (nitratos y fosfatos) en la produccién de Rhodomonas sp.

Comparar el crecimiento, la tasa de consumo de nutrientes (*C, NOs y
PO,%) y la concentracién de clorofilas en cultivos estaticos de Rhodomonas sp
en voltimenes de 200 ml, expuestos a diferentes irradiancias y concentracién de
nutrientes (NOg" y PO,%).

3.2.2, Etapa 2: Efecto de la calidad de la luz en la produccién de
Rhodomonas sp.

Determinar el efecto de la calidad de luz (azul vs blanca) en la
produccion y la composicién préximal (cenizas, proteinas, carbohidratos y
lipidos) de Rhodomonas sp en cultivos estaticos de 18 L.
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1, Seleccidn de la especie.

La cepa de Rhodomonas sp con la cual se realizé este estudio, se
adquiri6 de la coleccién de cultivos unialgales que se encuentran en el
laboratorio de produccién de microalgas del Instituto de Investigaciones
Oceanoldgicas de la Universidad Auténoma de Baja California. Esta especie se
seleccioné como objeto de estudio debido al interés acuacultural que representa
como alimento vivo (Brown et al., 1998).

4.2. Etapa 1: Efecto de la irradiancia y la concentracién de nutrientes
(nitrato y fosfato) en la produccién de Rhodomonas sp.

Para conocer el efecto de la irradiancia y la concentracion de nitrogeno y
féstoro en el medio sobre la produccién de Rhodomonas sp, se cre6 un disefio
factorial 4x3, donde se establecieron cuatro niveles de irradiancia: 52, 68, 103 y
142 yE m?s™, y tres concentraciones de nutrientes: 661.8 y 29.3, 882.4 y 39
(control f/2) y 1323.6 y 58.5 yM de NaNO; y uM de NaH,PO4, respectivamente.
La elaboracién del medio de cultivo se basé en la formulacién del medio /2
propuesto por Guillard (1975), como se menciona anteriormente las variaciones
estuvieron dadas en la concentracién de nitrégeno y fésforo, manteniendo
siempre la razén N:P constante (~22.6). En cuanto a los demds constituyentes
del medio, éstos se mantuvieron constantes en las siguientes concentraciones:
NaEDTA (11.7 pM), FeCls (11.7 pM), CuSO,4 (0.04 pM), ZnSO,4 (0.08 pM),
CoClz  (0.05 pM), MnCl, (0.9 pM) y NaMoOy4 (0.03 pM), usados para la
preparacion de la solucién madre de metales traza; para vitaminas se preparé
una mezcla con soluciones preparadas de 0.1 mg L' de Tiamina
hidroclorhidrica, 0.5 pg L™ de Biotina y 0.5 ug L' de vitamina B, esta mezcla

fue esterilizada en autoclave durante 5 minutos a 121°C y 1.05 kg cm™.
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También se utilizé una solucién amortiguadora de TRIS-HCI preparada con 200
gL

Los cultivos experimentales se llevaron a cabo en un cuarto con
temperatura controlada de 20 + 1°C. EJ agua de mar utilizada para la
preparacion de los medios se traté mediante dos filtros de cartucho (cuno) de 1
y 0.65 pm y se irradié con un sistema de Juz ultravioleta modelo H-50. Los
cultivos se realizaron a nivel Erlenmeyer (200 ml) empleando un volumen de
medio de 190 ml, el cual se esterilizé en autoclave a 121°C y 1.05 kg cm™ de
presion durante 10 minutos. Una vez enfriados los medios y en una atmdsfera
aséptica generada por dos mecheros de alta temperatura, cada Erlenmeyer
recibié 190 pL de la mezcla de vitaminas Yy un volumen de indculo de 10 ml de
la cepa de Rhodomonas sp. El inoculo utilizado provenia de una condicién de
cultivo, aclimatada por cuatro semanas, con medio f/2 y 92 yEm?s™,

La iluminacién durante esta etapa experimental fue continta y estuvo
proporcionada por 4 ldmparas Day-light General Electrics de 8 pies y 75 watts
(nimero de catélogo F96T12-D-EX). La intensidad de luz fue medida
directamente con un irradiémeti'o PAR (modelo QSL-100, 4r sensor,
Biospherical Instruments), al centro en la base de los recipientes de cultivo. Se
mantuvé a todos los tratamientos aislados de la luz ambiental mediante la
instalacion de una cortina blanca en la mesa de cultivo. Los cultivos fueron
agitados diariamente para impedir el asentamiento de las células y favorecer el
intercambio gaseoso entre el medio y la atmésfera circundante.

Para cada combinacién propuesta de Iluz y nutrientes se trabajé con
cinco unidades de cultivo (réplicas), de todas las unidades se muestres diario y
de manera independiente un mililitro de cultivo para cuantificar la biomasa
microalgal.

La cuantificacion de las células se realizé mediante conteos directos al
microscopio compuesto con una camara Neubauer de 0.1 mm de profundidad.

De los resultados obtenidos de crecimiento se determind la tasa de crecimiento
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(b), divisiones por dia (D), tiempo de duplicacién (TD) y produccién diaria (PD)
de acuerdo a las metodologias propuestas por Guillard (1975) y De la Cruz y
Alfonso (1975).

De dos unidades se filtrdé diario un volumen de 8 ml de cultivo, mediante
filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 pm y 25 mm de didmetro, el agua del
filtrado se almacend en frascos de vidrio (8 ml) a -60°C para el analisis posterior
de nitrato y fosfato, mientras que el filtrado fue puesto en acetona al 90% para
la extraccion de clorofilas. La determinacién de nitrato, fosfato y clorofilas se
llevé a cabo de acuerdo a las metodologias descritas por Parsons et al. (1985).
Previo a la determinacién se realizaron curvas de calibracién para cada uno de
los nutrientes. Para conocer la concentracidn de clorofilas en las muestras se
utilizaron las ecuaciones tricomaticas propuestas por Millan-Nufiez y Alvarez-
Borrego (1978).

De otras dos unidades se filtr6 un volumen de 10 ml de cultivo, el agua
de filtrado fue puesta en frascos de 20 ml donde se llevd a cabo la incubacion
con 200 pL de NaH'*COj; de una densidad celular conocida proveniente de las
mismas unidades de cultivo, esto se realizd para proporcionar a las células las
mismas condiciones de cultivo. Una unidad mas de cultivo, fue puesta con el
objeto de contar con un respaldo y poder llevar un registro de salinidad
(refractdémetro manual Reichert-Jung, con una precisién de = 1), temperatura
(termdémetro Ertco con escala de -20 a +110°C con + 1°C de precision) y pH
(potenciometro Chemcadet Jr.), durante los siete dias de duracién del

experimento.

4.3. Etapa 2: Efecto de la calidad de la luz en la produccion de
Rhodomonas sp.

Una vez determinada la condicién éptima de irradiancia y concentracion
de nutrientes (NOs y PO.%), para el crecimiento de Rhodomonas sp, se

procedié a estudiar el efecto de la calidad de luz sobre su produccién y
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composicion préximal. Para ello, se utilizé cepa de Rhodomonas sp aclimatada
a 52 pE m* s™ de irradiancia con 1323.6 uM de NaNO3 y 58.5 pM de NaH,PO,
y calidad de luz azul (LA) y blanca (LB) por un periodo de 12 semanas. Durante
esta etapa la iluminacién de los cultivos fue continda. Las caracteristicas de la
luz blanca estan dadas en la etapa anterior, la luz azul fue proporcionada por
lamparas fluorescentes General Electrics de 4 pies y 40 watts (nimero de
catalogo F40B), que emiten principalmente en la banda experimental de luz azul
entre los 430 y 470 nm de longitud de onda (Sanchez-Saavedra, 1994).

Para esta etapa experimental se usaron tres niveles de cultivo:
Erlenmeyer (200 ml), Fernbach (2 L) y Garrafén (18 L).

La preparacién de los cultivos a nivel Erlenmeyer y Fernbach se realizé
bajo las mismas condiciones de esterilizacién e inoculacién expuestas en la
etapa 1, utilizandose al séptimo dia de cultivo los 200 mi generados a nivel
Erlenmeyer como inéculo para el nivel Fernbach. En ambos niveles se conté
con cuatro réplicas por condicién de luz, que fueron muestreadas diariamente
para conteos, determinacién de clorofilas, consumo de nutrientes y medicién de
pH.

A nivel Garrafén (18 L), el agua de mar usada para la preparacién de los
medios se traté mediante hipoclorito de sodio en una razén de 0.25 mi L' y se
dejé reposar por 24 horas. Posteriormente, se usé 0.1 ml L™ de tiosulfato de
sodio y aireacion por 3 horas (Pruder y Bolton, 1978). Realizado esto se empled
el volumen total del Fernbach, a su sexto dia de cultivo, para sembrar el
garrafon bajo las condiciones asépticas descritas con anterioridad. Durante este
nivel de cultivo se suministré un flujo de aire de 4.5 L min™ (flujémetro Gilmont)
mediante un compresor de aire seco Conde 12. _

A nivel Garrafén se conté con cuatro unidades de cultivo por condicién
de luz. De cada réplica fueron tomadas muestras diarias para determinar

densidad celular, consumo de nitrato y fosfato, concentracién de clorofilas,
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composicion préximal (proteinas, lipidos, carbohidratos y cenizas), pH,
temperatura y salinidad.

Para determinar composicién préximal, se filtré diario un volumen de
densidad celular conocida a través de filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 Hm'y
47 mm de diametro, previamente incinerados a 450°C. El volimen de filtrado
varié conforme aumenté el tiempo de cultivo, para las 0 y 24 horas de cultivo se
filtr6 un volumen de 250 ml de muestra; para las 48 y 72 horas 150 ml: para las
96 y 120 horas 100 ml, y finalmente para las 144 y 168 horas 80 ml. Una vez
filtrada la muestra, los filtros fueron lavados con formato de amonio al 2.25%
con el objeto de eliminar las sales. La biomasa retenida en los filtros se colocé
en sobres de papel aluminio y el agua del filtrado se recolecté en frascos de
vidrio de 8 ml. Inmediatamente después de tomadas las muestras se procedié a
su preservacion en un ultracongelador a -60°C.

Para deterrminar peso seco, las muestras fueron secadas durante 24
horas a 60°C y puestas a peso constante. Posteriormente, los filtros fueron
sometidos a combustién a 450°C por 6 horas y pesados, esto para remover el
material organico y determinar el peso del material inorgénico (Sorokin, 1973).

Previo a la cuantificacion de proteinas, lipidos y carbohidratos se
realizaron curvas de calibracién. Seroalbumina-bovina para proteinas, &cido
estearico para lipidos y D-glucosa para carbohidratos. La determinacion se
realizé en un espectrofotémetro digital Spectronic Genesys 2.

Para proteinas se realizé doble extraccién de las muestras a 100°C con 5
ml NaOH 1N por 10 minutos (Raush, 1981) y la cuantificacién se hizé por el
método de Bradford (1976). Los lipidos fueron extraidos de acuerdo al método
descrito por Bligh y Dyer (1959) con una mezcla de cloroformo:metanol:agua
(1:2:1) y la cuantificacion se estimé por el método de Pande et al. (1963). En
cuanto a los carbohidratos, se utilizé el método de fenol-sulftirico descrito por
Kochert (1978) previa hidrdlisis de las muestras con 10 ml de acido sulfdrico 2N
a 100°C durante dos horas.
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4.4. Tratamiento estadistico de los datos,

En ambas etapas experimentales, a los datos diarios por tratamiento se
les aplicé la Prueba de Normalidad Q-Q con el objeto de determinar si la
distribucion de los datos obtenidos correspondia o no a una distribucién normal.
Ya que no todos los tratamientos resultaron tener distribucidon normal, se llevé a
cabo el Analisis no-parametrico de Kruskal-Wallis. Este analisis, es andlogo al
ANOVA paramétrico, y se realizé con el objetivo de determinar diferencias entre
los tratamientos propuestos en cada etapa experimental. Cuando se
presentaron diferencias significativas entre tratamientos, se realizé |Ia
evaluaciéon de las medianas y las sumas de rangos obtenidas del andlisis
Kruskal-Wallis para estimar estas diferencias. El andlisis estadistico se efectus
con el programa MINITAB 12.1, manejando un nivel de confianza del 95%.



22

RESULTADOS

5.1. Etapa 1: Efecto de la irradiancia y la concentracién de nutrientes
(nitrato y fosfato) en la produccién de Rhodomonas sp.

Las condiciones fisico-quimicas promedios bajo las cuales se
desarrollaron los cultivos estaticos de Rhodomonas sp fueron: temperatura de
20 £1°C y salinidad de 32. El pH inicial de los cultivos fue 7.6 = 0.1, a partir del
cual, se incrementd hasta un pH de 10 para el tercer dia (Anexo A, Fig. 19). Del
cuarto al séptimo dia, el pH disminuyé a un valor promedio de 9.5. No hubo
diferencias significativas (p>0.05) en los valores de pH entre tratamientos
(Anexo C, Tabla XX).

5.1.1. Crecimiento microalgal

Para cada una de las 12 combinaciones resultantes del gradiente de
irradiancia y concentracién de nutrientes, se obtuvo una curva de crecimiento
promedio de los siete dias de cultivo (Fig. 1). Todos los tratamientos, iniciaron
con una densidad celular similar, la cual en promedio fue 5.7 x 10* células ml”
con una desviacion estandar de 1 x 10* células ml™ (Tablas I-1V).

La fase de crecimiento exponencial (Fexp), se presentd desde el primer
dia, en todos los tratamientos, y tuvo una duracién de 96 horas, culminando al
cuarto dia de cultivo (Anexo A, Fig. 18; Tablas I-IV). Durante las primeras 48
horas, se observé un incremento similar en la densidad celular de los cultivos
expuestos a distintas irradiancias y concentraciones de nutrientes. Para este
tiempo, no hubo diferencias significativas en la densidad celular entre
tratamientos (Anexo C, Tabla XX). Las diferencias en densidad celular entre
tratamientos, se presentaron a partir de las 48 horas (Dia 2A), e
independientemente del nivel de irradiancia el crecimiento de Rhodomonas sp

fue mayor en los cultivos con mayor concentracion inicial de nitrato y fosfato,
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seguido por los cultivos control (f/2) y de menor concentracion de nutrientes
respectivamente (Fig. 1).

A partir del cuarto dia, dio inicio la fase de crecimiento estacionario (Fest),
la cual se caracterizé por la reduccidn significativa en la division celular (y) vy el
aumento en el tiempo de duplicacién de la poblacién (TD; Tablas I-IV). En la
mayoria de los tratamientos, la Feq se presents del quinto al séptimo dia, a
excepcion de los cultivos con menor concentracion de nutrientes. Los cultivos
con menor concentracién de nutrientes, en todas las irradiancias estudiadas,
presentaron la fase de decaimiento (Fqec) después del sexto dia (Fig. 1: Tablas
I-1V).

En general, la méxima densidad celular se obtuvo al séptimo dia (Fig. 1),
ésta varié de 1.4-1.6 x 10° células mI” para los cultivos con mayor nutriente, de
1.1-1.19x 10° células mI" para los tratamientos control, y 0.77-0.84 x 10° células
ml”" para aquellos con menor nutriente (Anexo A, Tabla XVII).

Las tasas de crecimiento promedio (Uprom), por condicién de nutriente,
fueron en promedio de 0.45 +0.01 para los cultivos con mayor nutriente, 0.39 +
0.005 para los cultivos control y 0.45 +0.01 para los de menor nutriente (Anexo
A, Tabla XVII). Sin embargo, a pesar de que los parametros poblacionales
promedio de los tratamientos con menor nutriente fueron similares a los
obtenidos en tratamientos con mayor nutriente, el calculo para los de menor
nutriente se hizo tomando en consideracion sélo seis dias de cultivo, ya que al
séptimo dia se presentd la Fyee. Calculando Uprom, para los siete dias de cultivo
(Dia 0-7), los tratamientos con menor nutriente, presentan un valor de 0.38 +
0.009 dia™ con 0.55 = 0.01 divisiones dia™'. Ademas, las densidades celulares
finales obtenidas para estos tratamientos, en todas las irradiancias evaluadas,
fueron significativamente menores a las cuantificadas en los tratamientos
control y de mayor nutriente, respectivamente (Tablas I-1V).

Los parametros poblacionales maximos, durante el tiempo de

experimentacion, y la densidad celular final alcanzada en cada tratamiento se
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resumen en la tabla XVII (Anexo A). La méxima producciéon de biomasa
microalgal fue 1.61x 10° células mi™ y se obtuvo en condiciones de 52 pE m2s™
de irradiancia con 1323 uM de NaNO, y 58.5 pM de NaH,PO,. En esta
condicion, la tasa de crecimiento maxima (Ums) fue 0.96 dia™” con 1.39
divisiones por dia y un tiempo de duplicacién (TD) de 0.71 dias, para el tercer
dia de cultivo (Fexp). Asimismo, esta condicidn presenté los mejores parametros
poblacionales promedio, con ppom de 0.47 dia™, 0.68 divisiones dia™ y un
TDprom de 2.1 dias™ durante los siete dias de cultivo (Anexo A, Tabla XVII).
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Figura 1. Crecimiento promedio de Rhodomonas sp cultivada en volumen de
200 ml a diferentes irradiancias y concentracién de nutrientes (e 661 y 29.3, O
882y 39, ¢ 1323 y 58.5 uM de NaNO; y NaH,PO4, respectivamente). La barra
vertical indica el error estandar.
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Tabla 1. Valores poblacionales promedio de Rhodomonas sp cultivada en 200
ml a irradiancia de 52 YE m?s™ con diferentes concentraciones de nutrientes
(661 y 29.3, 882 y 39, 1323 y 58.5, pM de NaNO; y NaHyPO,,
respectivamente).

52 JEm™s™' con 661 uM de NaNO; y 29.3 uM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracién u D D PD
(dias) {células mi™) {dia™) (divisiones dia™) {dfas) (células mI'")
0 61111
1 91666 0.40 0.58 1.70 30555
2 156111 0.53 0.76 1.30 64445
3 356111 0.82 1.18 0.84 200000
4 762222 0.76 1.09 0.91 406111
5 780000 0.02 0.03 30.06 17778
6 855555 0.09 0.13 7.49 75555
7 826666
Promedio 0.44 0.63 7.05 132407

52 JEm™“s™ con 882 uM de NaNO; y 39 pM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracién y D D PD
(dias) (células mi™) (dia™") (divisiones dia’) (dias) (células mi™
0 74444
1 102777 0.32 0.46 2.14 28333
2 182777 0.57 0.83 1.20 80000
3 392222 0.76 1.10 0.90 209445
4 813333 0.72 1.05 0.95 421111
5 896666 0.09 0.14 7.10 83333
6 1186667 0.28 0.40 2.47 290001
7 1195556 0.007 0.01 92.88 8889
Promedio 0.40 0.59 17.6 182130
52 yE m*s™' con 1323 uM de NaNO; y 58.5 pM de NaH,PO,
Tiempo | Concentracién M D D PD
(dias) (células mI™) (dia™) (divisiones dia™) (dias) (células mI™")
0 56111
1 95555 0.53 0.76 1.30 39444
2 187777 0.67 0.97 1.02 92222
3 493888 0.96 1.39 0.71 306111
4 823333 0.51 0.73 1.35 329445
5 1000000 0.19 0.28 3.56 176667
6 1325556 0.28 0.40 2.45 325556
7 1612222 0.19 0.28 3.54 286666

Promedio 0.47 0.68 2.1 252778




27

Tabla Il. Valores poblacionales promedio de Rhodomonas sp cultivada en 200
ml a irradiancia de 68 UE m® s™ con diferentes concentraciones de nutrientes
(661 y 293, 882 y 39, 1323 y 58.5, uyM de NaNO; y NaHyPOQq,
respectivamente).

68 YEm™“s™ con 661 uM de NaNO; y 29.3 uM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracion M D D PD
(dias) (células mi™ (dia™ (divisiones dia™") (dias) (células mI™")
0 52777 - .- - -
1 105000 0.68 0.99 1.00 52223
2 160000 0.42 0.60 1.64 55000
3 315000 0.67 0.97 1.02 155000
4 622222 0.68 0.99 1.00 307222
5 791111 0.24 0.34 2.88 168889
6 950000 0.18 0.26 3.78 158889
7 773333 --- --- --- “--
Promedio 0.48 0.69 1.89 149537

68 NEm™s™ con 882 yM de NaNO; y 39 uM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracién y D D PD
(dias) (células mI™) (dia™) (divisiones dia™) (dias) (células mI™")
0 55555 --- -—- - -
1 106666 0.65 0.94 1.06 51111
2 176666 0.50 0.72 1.37 70000
3 378888 0.76 1.10 0.90 202222
4 790000 0.73 1.06 0.94 411112
5 882222 0.11 0.15 6.27 92222
6 1115556 0.23 0.33 2.95 233334
7 1180000 0.05 0.08 12.34 64444
Promedio 0.40 0.57 4.13 178889

68 JE m™s™" con 1323 uM de NaNO; y 58.5 pM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracién Y D D PD
(dias) (células mi™) (dia™ (divisiones dia™) (dfas) (células ml™")
0 59444
1 93333 0.45 0.65 1.53 33889
2 195555 0.73 1.06 0.93 102222
3 436666 0.80 1.15 0.86 241111
4 824444 0.63 0.91 1.09 387778
5 896666 0.08 0.12 8.25 72222
6 1266667 0.34 0.49 2.00 370001
7 1447778 0.13 0.19 5.18 181111

Promedio 0.45 0.65 3.05 225741




28

Tabla lll. Valores poblacionales promedio de Rhodomonas sp cultivada en 200
ml a iradiancia de 103 HE m®s™ con diferentes concentraciones de nutrientes
(661 y 29.3, 882 y 39, 1323 y 58.5, yM de NaNO; y NaHyPOy,
respectivamente).

103 PEm™s™ con 661 uM de NaNO; y 29.3 uM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracion 7 D TD PD
(dias) (células mi™) (dia™") (divisiones dia™) (dias) {células mI'™")
0 56666
1 100000 0.56 0.81 1.22 43334
2 167777 0.51 0.74 1.33 67777
3 277222 0.50 0.72 1.38 109445
4 733333 0.97 1.40 0.71 456111
5 807777 0.09 0.13 7.16 74444
6 846666 0.04 0.06 14.74 38889
7 803333
Promedio 0.45 0.64 4.42 131667

103 YJE m™s™ con 882 uM de NaNO; y 39 pM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracion M D D PD
(dias) (células mi™") (dia™) (divisiones dia™") (dias) (células mi™")
0 50000
1 100555 0.69 1.00 0.99 50555
2 171666 0.53 0.77 1.29 71111
3 327222 0.64 0.93 1.07 155556
4 778888 0.86 1.25 0.79 451666
5 916666 0.16 0.23 4.25 137778
6 1175556 0.24 0.35 2.78 25889
7 1185556 0.008 0.01 81.82 10000
Promedio 0.41 0.59 15.33 142000

103 yEm™s™" con 1323 uM de NaNO; y 58.5 pM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracion ¥ D D PD
(dias) (células mI™") (dia™") (divisiones dia™") (dias) (células mi™")
0 54444
1 104444 0.65 0.93 1.06 50000
2 187222 0.58 0.84 1.18 82778
3 444444 0.86 1.24 0.80 257222
4 822222 0.61 0.88 1.12 377778
5 920000 0.11 0.16 6.16 97778
6 1258889 0.31 0.45 2.21 338889
7 1530000 0.19 0.28 3.55 271111

Promedio 0.44 0.64 2.50 237593
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Tabla IV. Valores poblamonales promedlo de Rhodomonas sp cultivada en 200
ml a irradiancia de 142 pE m™?s™ con diferentes concentraciones de nutrientes
(661 y 29.3, 882 y 39, 1323 y 58.5, uM de NaNO; y NaHPO,,
respectivamente).

142 yEm™“s™ con 661 uM de NaNO; y 29.3 pM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracién u D D PD
(dias) (células mi™) (dia™ (divisiones dia™) (dias) (células mi™")
0 53333
1 102221 0.65 0.93 1.06 48888
2 147776 0.36 0.53 1.88 45555
3 264998 0.58 0.84 1.18 117222
4 698886 0.96 1.39 0.71 433888
5 768886 0.09 0.13 7.26 70000
6 873330 0.12 0.18 5.44 104444
7 847775
Promedio 0.46 0.67 2.92 136666

142 yEm™s™ con 882 uM de NaNO; y 39 pM de NaH,PO;,

Tiempo | Concentracién v D D PD
(dias) (células mi™ (dia™) (divisiones dia’™) (dias) (células mi™)
0 57222 ——- --- - -
1 101111 0.56 0.82 1.21 43889
2 175555 0.55 0.79 1.25 74444
3 323333 0.61 0.88 1.13 147778
4 742222 0.83 1.19 0.83 418889
5 794444 0.06 0.09 10.19 52222
6 1006667 0.23 0.34 2.92 212223
7 1110000 0.09 0.14 7.09 103333
Promedio 0.40 0.57 3.90 168148

142 yEm™s™ con 1323 uM de NaNO, y 58.5 pM de NaH,PO,

Tiempo | Concentracidn M D D PD
(dias) (células mI™ (dia’" (divisiones dia™) (dias) (células mlI'")
0 42777 - .- —-- ——
1 103333 0.88 1.27 0.78 60556
2 190000 0.60 0.87 1.13 86667
3 405555 0.75 1.09 0.91 215555
4 820000 0.70 1.01 0.98 414445
5 855555 0.04 0.06 16.32 35555
6 1332222 0.44 0.63 1.56 476667
7 1513333 0.12 0.18 5.43 181111

Promedio 0.44 0.64 4.39 235000
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5.1.2. Consumo de Nitrato y Fosfato

La variaciéon en la concentracion residual de NO3™ y PO.%, durante los
siete dias de cultivo de Rhodomonas sp en volumen de 200 ml, se presenta en
las figuras 2, 3 y tablas V-VI, respectivamente.

La concentracion residual de NOjz disminuye respecto al tiempo de
cultivo, mostrando una relacién inversa con el crecimiento (Figs. 1, 2). En los
cultivos con mayor concentracion inicial de nutrientes, fue similar el consumo
diario promedio de NOj" en las cuatro condiciones de irradiancia ensayadas
(Fig. 2; Tabla V-B).

En las primeras 24 horas, los cultivos control (f/2) expuestos a irradiancia
de 52 y 68 YE m? s, presentaron el mayor consumo de NOs, que fue 350 y
270 pM, respectivamente. A irradiancia de 142 uE m®s”el consumo de NO3 en
los cultivos control fue 197 UM, mientras a 103 pE m? s fue sélo de 9 pM.
Estas diferencias ocasionan que a partir del primer dia (24 horas), el consumo
de NOj3 en condiciones de baja irradiancia (52-68 pE m?s™) sea similar entre
los cultivos control y de menor concentracion de nutrientes. Mientras que, a alta
irradiancia (103-142 pE m® s™), el consumo de NOjz entre condicion de
nutrientes difiere (Fig. 2; Tabla V).

El consumo acumulado de NOj3™ para el cuarto dia de cultivo, en el cual
culmina Feyp, representé aproximadamente el 50, 80 y 95% respecto a la
concentracion inicial de NOg’, en la condicién de mayor nutriente, control y de
menor nutriente respectivamente. Esto indica que cuando la poblacién
microalgal entra a la Feq, los cultivos que inicialmente contenian una mayor
concentracion de nutrientes cuentan con 660 pM (50%) de NOjs™ disponibles en
el medio y 660 pM han sido consumidos. En los cultivos control hay 175 pM
(20%) en el medio y 707 pM consumidos, mientras en los de menor nutriente
sélo quedan 33 pM (5%) y han sido consumidos 628 uM. Es decir, que para un
periodo de cuatro dias (96 horas), la poblacion microalgal de Rhodomonas sp

con una densidad celular promedio, para los 12 tratamientos, de 7.7 x 10°
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células mlI”" ( 0.62 x 10° células mI”"), ha consumido entre 628 y 707 uM de
NOs3'.

Después del cuarto dia, las diferencias en la concentracién residual de
NOg3" entre tratamientos tiene una influencia directa en el comportamiento de las
curvas de crecimiento durante la Fes. Al cuarto dia, los cultivos con mayor
concentracion de nutrientes, tenian una concentracion residual de NOs de 660
UM, lo cual permiti¢ mantener a la poblacion microalgal con tasas de
crecimiento relativamente altas y generar densidades finales mayores en todas
las condiciones de irradiancia (Fig. 1; Tablas I-IV). Los resultados demuestran
que existe una correlacion directa entre la densidad celular final (Dia 7) y la
concentracion inicial de NaNOj, encontrandose valores de coeficientes de
correlacion (r) entre 0.95 y 0.99, para las diferentes condiciones de irradiancia
(Anexo A, Fig. 20).

La concentracion residual final (Dia 7) de NOg', presenté valores en un
intervalo de 40-80 pM en tratamientos con mayor nutriente, de 2-13 HM en los
control y de 4-18 uM en los cultivos con menor nutriente (Tabla V-A). A pesar
de que los cultivos control y de menor nutriente, tuvieron un intervalo de
concentraciones residuales finales similares (Dia 6-7), el consumo por célula
(Tabla V-C) fue menor en los tratamientos con menor nutriente, y fue sdlo en
éstos donde se presentd la Fge (Fig. 1).

El consumo de NOj3™ por célula, que se presenta en la Tabla V-C, fue
calculado en cada tratamiento a partir del consumo promedio de NOg (Tabla V-
B) y la densidad celular promedio (Tablas I-IV). Los valores del consumo de
NOs™ por célula, muestran una disminucién conforme aumenta el tiempo de
cultivo, lo cual se relaciona con la disminucién y disponibilidad del nutriente en
el medio. En las primeras 24 horas de cultivo, la mayoria de los tratamientos
presentaron altos valores de consumo (0.94-5.77 pg NO3 célula™), a excepcién
del tratamiento con 103 pE m?s™ de irradiancia y concentracién de nutrientes

control, donde se calculo un consumo de sélo 0.16 pg NOgz™ célula™.
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Durante la Feyp, el consumo celular de NO3” se relaciond inversamente con la
concentracion inicial de nutrientes, mientras que, con respecto al nivel de
irradiancia no se observé una tendencia definida. Para el tercer dia, el consumo
promedio por condicidn de nutriente, fue de 1.28 + 0.26 pg NOs célula™ en los
cultivos con menor nutriente, seguido de los control con 1.13 + 0.23 pg NO3’
célula” y de mayor nutriente con 0.77x 0.2 pg NOgs célula. Para el cuarto dia,
el consumo fue de 0.61+ 0.09, 0.58 + 0.39 y 0.55 + 0.19 pg NO3 célula™, para la
condicion de menor, control y mayor nutriente, respectivamente (Tabla V-C).

Durante el tiempo de cultivo correspondiente a la Fey (Dia 4-7), los
consumos celulares de NOz fueron mayores en los tratamientos de mayor
nutriente, seguidos por los control y de menor nutriente. Esto, como resultado
de las diferencias en la concentracion residual del nutriente en el medio, entre
los tratamientos, durante este tiempo (Tabla V-A).

La concentracién residual de PO4> en cultivos de Rhodomonas sp,
presentd también una relacion inversa respecto al tiempo de cultivo y al
crecimiento microalgal (Figs. 1, 3). Pero, a diferencia de la concentracion
residual de NOg', para el cuarto dia de cultivo (96 horas), el PO4* del medio casi
se ha agotado en todos los tratamientos. Como resultado, la concentracién
residual promedio de PO,> fue 2.93 pM (5%) en los cultivos con mayor
nutriente, 0.33 pM (0.83%) en los control y 0.24 M (0.8%) en aquellos con
menor nutriente (Tabla VI-A).

En términos del porciento respecto al valor inicial de PO,%, para el cuarto
dia, se consumié el 95% (55.6 pM), 99.17% (38.67 pM) y 99.2% (29 pM) del
PO,% contenido en los tratamientos con mayor, control y menor nutriente,
respectivamente. Estos datos reflejan, que existe una relacion directa entre la
concentracién de PO,* en el medio de cultivo y el consumo de este, en 6tfas
palabras, a mayor contenido de PO,*, mayor su consumo por parte de la
poblacién microalgal presente. Ademads, durante este periodo de tiempo (Dia 0-

4), el consumo de PO,* se relaciond de manera directa con la tasa de
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crecimiento y la produccién de biomasa en todos los tratamientos. A partir del
cuarto, quinto y sexto dia, la concentracién residual de PO,* se incrementd

ligeramente, en los cultivos con menor, control y mayor nutriente,
respectivamente (Fig. 3; Tabla VI-B).
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Figura 2. Cambio en la concentraciéon promedio de nitrato en cultivos de
Rhodomonas sp en volumen de 200 mi a diferentes irradiancias y concentracion
de nutrientes (® 661 y 29.3, 0 882 y 39, ¢ 1323 y 58.5 uM de NaNO; y
NaH,PO,, respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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Tabla V. Concentracién residual promedio (A), consumo diario promedio (B) y
consumo promedio por célula (C) de nitrato en cultivos estaticos de
Rhodomonas sp en volumen de 200 ml expuestos a diferente irradiancia vy
concentracion inicial de nutrientes.

A
Condicion de Cultivo Concentracion residual promedio de NO; (M)
Irradiancia (ME m™ s”) NaNO; (uM) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4g | Dia5 | Dia6 | Dia7
52 661 530 440 240 44 20 5 4
882 553 498 264 143 26 5 2
1323 1171 1102 943 675 511 136 43
68 661 611 561 301 92 72 19 18
882 610 557 325 196 59 11 9
1323 1176 1086 958 617 520 138 50
103 661 523 345 179 35 29 14 13
882 874 771 633 255 101 24 13
1323 1021 978 787 652 414 240 83
142 661 551 415 233 44 34 16 14
882 685 557 358 188 58 15 12
1323 1076 961 854 616 540 296 60
B
Condicién de Cultivo Consumo diario promedio de NO; (M)
Irradiancia (UE m7 s™) NaNQ; (uM) 0-1 1-2 2-3 3-4 4.5 5-6 6-7
52 661 131 90 200 196 24 15 1
882 329 55 234 121 117 21
1323 152 69 159 268 164 375 93
68 661 50 50 260 209 20 53 1
882 272 53 232 129 137 48
1323 147 90 128 341 97 382 88
103 661 138 178 166 144 6 14 1
882 8 103 138 378 154 77 11
1323 302 43 191 135 238 174 157
142 661 110 136 182 189 10 20 2
882 197 128 199 170 130 43 3
1323 247 115 107 238 76 244 236
C
Condicion de Cultivo Consumo promedio de NOy por célula (pg NOs célula™)
Irradiancia (WHE m” s™) NaNO; (uM) 0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7
52 661 2.144 | 0.982 1.281 0.550 | 0.031 | 0.019 | 0.001
882 4.419 0.535 1.280 0.308 | 0.144 | 0.023 | 0.003
1323 2.709 0.722 0.847 0.543 | 0.199 | 0.375 | 0.070
68 661 0.947 0.476 1.625 0.663 | 0.032 | 0.067 | 0.001
882 4.896 0.497 1.313 0.340 | 0.173 | 0.054 | 0.002
1323 2.473 0.964 | 0.655 0.781 | 0.118 | 0.426 | 0.069
103 661 2.435 1.780 0.989 0.519 | 0.008 | 0.017 | 0.001
882 0.160 1.024 | 0.804 1.155 | 0.198 | 0.084 | 0.009
1323 5.547 0.412 1.020 0.304 | 0.289 | 0.189 | 0.125
142 661 2.063 1.330 1.232 0.713 | 0.014 | 0.023 | 0.003
882 3.443 1.266 1.134 0.526 | 0.175 | 0.054 | 0.003
1323 5.774 1.118 0.563 0.587 | 0.093 | 0.285 | 0.177
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Figura 3. Cambio en la concentracion promedio de fosfato en cultivos de
Rhodomonas sp en volumen de 200 ml a diferentes irradiancias y concentracion
de nutrientes (e 661 y 29.3, 0 882 y 39, ¢ 1323 y 58.5 uM de NaNQ; y
NaH:PO4, respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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Tabla VI. Concentracién residual promedio (A) y consumo diario promedio (B)
de fosfato en cultivos estaticos de Rhodomonas sp en volumen de 200 ml
expuestos a diferente irradiancia y concentracién inicial de nutrientes.

Condicién de Cultivo Cﬁ\centracién residual promedio de PO, (uM)
Irradiancia (WME m® s™) | NaH,PO, (uM) Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
52 29.3 18.69 | 1250 | 2.72 | 0.21 | 0.39 | 0.46 | 1.12
39 22.32 | 20.47 | 8,53 | 0.35 | 0.32 | 0.35 | 0.57
58.5 43.66 | 32.99 | 23.9 | 4.11 | 0.75 | 0.46 | 0.79
68 29.3 19.60 | 11.33 | 2.64 | 0.21 | 0.35 | 0.79 | 1.34
39 24.14 | 20.38 | 843 | 0.32 | 0.32 | 0.39 | 0.75
58.5 41.77 | 3250 | 18.3 | 2.64 | 0.64 | 0.60 | 0.75
103 29.3 16.89 | 10.16 | 2.34 | 0.25 | 0.32 | 0.89 | 1.30
39 27.80 | 18.53 | 6.58 | 0.35 | 0.46 | 0.82 | 1.19
58.5 37.08 | 30.46 | 149 | 2.17 | 0.60 | 0.50 | 1.33
142 29.3 15.99 | 10.05 | 1.90 | 0.28 | 0.68 | 1.00 | 1.56
39 25.97 | 18.20 | 6.07 | 0.28 | 0.43 | 0.75 | 1.04
58.5 38.01 | 30.19 | 126 | 2.09 | 0.60 | 0.53 | 0.89

Condicién de Cultivo BConsumo diario promedio de PO,™ (uM)
Irradiancia (LE m*s™) | NaH,PO, (uM) 0-1 1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7

52 29.3 10.31 6.20 9.78 2.51 -0.18 | -0.07 | -0.66
39 16.68 1.85 11.94 | 8.18 0.04 | -0.04 | -0.21
58.5 14.34 10.67 9.00 19.88 | 3.36 0.29 -0.32
68 29.3 9.40 8.27 8.69 242 -0.14 | -0.43 | -0.55
39 1‘4.86 3.76 11.95 | 8.11 0.00 | -0.07 | -0.36
58.5 16.23 9.27 14.13 | 15.73 | 2.00 0.04 -0.14
103 29.3 12.41 6.73 7.82 2.09 -0.07 | -0.57 | -0.40
39 11.20 9.27 11.95 | 6.23 -0.11 | -0.36 | -0.37
58.5 21.42 6.62 16.49 | 12.80 1.56 0.1 -0.84
142 29.3 13.31 5.94 8.15 1.62 -0.39 | -0.33 | -0.56
39 13.03 7.77 12.13 | 5.78 -0.14 | -0.32 | -0.29
58.5 20.49 7.82 17.57 | 10.53 1.49 0.07 -0.36
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5.1.3. Contenido de Clorofilas

El contenido de clorofila a por célula y por volumen de cultivo se muestra
en las figuras 4, 5 y tabla VII, respectivamente. Durante los siete dias de
experimentacion, el contenido de clorofila a por unidad celular varié de 0.9 a 2.3
Pg, en los diferentes niveles de irradiancia y concentracién de nutrientes.

En condiciones de baja irradiancia (52-68 pE m2s™), los valores minimos
de clorofila a por célula se dieron el primer dia (24 horas) con variaciones entre
0.99-1.42 pg entre las distintas condiciones de nutrientes. Mientras que, al
quinto dia (120 horas), se obtuvieron valores maximos de 1.64-1.87 pg, a
excepcion de la condicién con 68 pE m? s y menor nutriente, cuyo valor
méximo fue 2.06 pg clorofila a célula™ para el tercer dia de cultivo (Fig. 4; Tabla
VII-A).

En los cultivos expuestos a altas irradiancias (103 y 142 pE m?s™), se
obtuvieron valores maximos de clorofila a por célula entre 1.52-2.30 pg para el
tercer dia. A partir de este tiempo y durante el resto del cultivo, el contenido de
este pigmento disminuyé a valores de 0.9-1.14 pg célula™ (Dia 7).

En los diferentes niveles de irradiancia, los tratamientos con menor
concentracion de nutrientes presentaron valores més altos de clorofila a por
célula, mientras que los cultivos con mayor nutriente y control presentaron
valores diarios similares (Fig. 4). Sin embargo, el contenido de clorofila a por
célula fue significativamente diferente (p<0.05) entre tratamientos para los siete
dias de cultivo (Anexo C, Tabla XX).

Con el objetivo de determinar si las diferencias en el contenido de
clorofila a célula™ respondian a la concentracién de nutrientes o al nivel de
irradiancia, se realizé un analisis Kruskal-Wallis para los datos bloqueados por
concentracion inicial de nutrientes (Anexo C, Tabla XXI-A), y otro andlisis para
los datos bloqueados por nivel de irradiancia (Anexo C, Tabla XXI-B).
Contrastando los valores de significancia (p) de ambos andlisis, se observé que

del primer al tercer dia (Dia 1-3), las diferencias son explicadas por las
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condiciones iniciales de nutrientes. Mientras que, del quinto al séptimo dia (Dia
5-7), el contenido de clorofila a celular responde al nivel de irradiancia. El cuarto
dia, existieron diferencias significativas tanto por condicién de nutrientes como
de irradiancia, lo cual significa que el contenido de clorofila a célula™ fue
resultado de la interacciéon de ambos factores.

El contenido de clorofila a por célula, al culminar la Fegp (Dia 4) y la Feg
(Dia 6), present6 una relacién inversa con el nivel de irradiancia de cultivo
(Anexo A, Fig. 24). El contenido de clorofila a en células cultivadas a baja
irradiancia fue mayor que el obtenido a alta irradiancia. Ademas, durante la Feyp,
los tratamientos con menor concentracién de nutrientes presentaron mayor
contenido de clorofila a por célula que los tratamientos control y de mayor
nutriente (Anexo A, Fig. 24-A). Mientras que, en Feg, el contenido celular de
clorofila a entre condiciones de nutrientes fue similar (Anexo A, Fig. 24-B).

En los 12 tratamientos, la concentracién de clorofila a por volumen de
cultivo presenté valores minimos de 102 a 136 pg x 10° L™ para el primer dia, y
maximos de 810 a 1978 pg x 10° L™ al séptimo dia de cultivo (Fig. 5: Tabla VII-
B). Al analizar los datos estadisticos, se encontrd que el primer y segundo dia
no hubo diferencias significativas (p<0.05) en la concentracién total de clorofila
a entre tratamientos, pero a partir del tercer dia existen diferencias significativas
(Anexo C, Tabla XX).

En los diferentes niveles de irradiancia, los cultivos con mayor nutriente
presentaron mayor concentracion de clorofila a por volumen, seguidos por los
cultivo control y de menor nutriente. Asimismo, a partir del cuarto dia las
diferencias en la concentracion de clorofila a por litro de cultivo son muy
marcadas entre los tratamientos, y se observa que conforme aumenta el nivel
de irradiancia disminuye el contenido total de clorofila a (Fig. 5; Tabla VII-B)V.

Al correlacionar las variables de clorofila a por volumen y densidad
celular (Figs. 1, 5) para los 12 tratamientos estudiados, se encontrd una relacién

directa. Los valores de los coeficientes de correlacion (r) estuvieron entre 0.92 y
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0.99 (Anexo A, Fig. 21). Por otra parte, ya que existe una relacién directa entre
densidad celular y tiempo de cultivo, el contenido de clorofila a por volumen y el
tiempo de cultivo estuvieron también directamente relacionados.

La maxima concentracién de clorofila a por volumen de cultivo obtenida
fue 1978 pg x 10° L, y se alcanzé en la condicién de 52 HE m? s de
irradiancia con 1323 uM de NaNO, y 58.5 UM de NaH,POy (Fig. 5).

Los resultados del contenido de clorofila ¢ por unidad celular y volumen
de cultivo se muestran en las figuras 6, 7 y tabla Vill, respectivamente. La
concentracion de clorofila ¢ por célula varié de 0.12-0.59 pg, entre los 12
tratamientos durante los siete dias de cultivo. A diferencia de los datos de
clorofila a por célula, los valores maximos de clorofila ¢ por céiula se
presentaron al tercer dia, con concentraciones de 0.4-0.56 pg vy los minimos
para el sexto dia con 0.12-0.24 pg (Tabla Vill-A). No hubo una tendencia
definida en los datos de clorofila ¢ célula™, con variaciones entre 0.18-0. 59 pg a
52 uE mZs’ de irradiancia, 0.17-0.56 pg a 68 HE m?s™, 0.14-0.49 pg a 103 pE
m?sy0.12- -0.40 pg a 142 yE m2s ! (Fig. 6).

El contenido de clorofila ¢ por célula, al culminar la Fes (Dia 6), presenté
una relacion inversa con el nivel de irradiancia de cultivo (Anexo A, Fig. 24-D).
Mientras que, al final de la Fexp, €l contenido de clorofila ¢ por célula respecto al
nivel de irradiancia no presenté una tendencia definida (Anexo A, Fig. 24-C).
Ademas, durante la Fo, los tratamientos con menor concentracion de nutrientes
presentaron menor contenido de clorofila ¢ por célula que los tratamientos
control y de mayor nutriente (Anexo A, Fig. 24-D).

El contenido de clorofila ¢ por unidad de volumen de cultivo, mostré un
incremento del primer al quinto dia, en el cual alcanzé valores méximos entre
207-428 pg x 108 L' para las diferentes condiciones. Del quinto al sexto dia
disminuye, mientras del sexto al séptimo aumenta de nuevo y alcanza un

segundo maximo, que en algunos casos resulté ser mayor que el maximo del
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quinto dia (Fig.7). Las diferencias entre tratamientos fueron significativas para
los dias 3, 5, 6y 7 (Anexo C, Tabla XX).

La diferencia en el contenido de clorofila ¢ por volumen, respecto a la
concentracion de nutrientes en altas irradiancias (103 y 142 pE m? s™), fue
similar a la observada para clorofila a por volumen. Bajo estas irradiancias, la
relacion clorofila ¢ por volumen y concentracion de nutrientes fue directa (Fig. 7;
Tabla VIII-B). Mientras que, para los tratamientos expuestos a bajas irradiancias
(52-68 UE m? ™) los primeros cinco dias no se observé esta relacion, ya que
existe traslape de las curvas de mayor, control y menor nutriente. Del quinto al
séptimo dia, se establecio la relacion directa.

La influencia de la irradiancia en la concentracién de clorofila ¢ por
unidad de volumen fue inversa. Lo cual, significa que a mayor irradiancia,
menor concentracion de clorofila ¢ por unidad de volumen de cultivo (Tabla VIII-
B).
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Figura 4. Concentracién promedio de clorofila a de Rhodomonas sp cultivada
en volumen de 200 mi a diferentes irradiancias y concentracion de nutrientes
(@ 661 y 293, 0 882 y 39, ¢ 1323 y 585 MM de NaNOz y NaH,POQ,
respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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estaticos de Rhodomonas sp de 200 ml a diferentes irradiancias y
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Tabla VII. Concentracién promedio de Clorofila a por unidad celular (A) y por
volumen de cultivo (B) de Rhodomonas sp cultivada en volumen de 200 ml

expuestos a diferente irradiancia y concentracién inicial de nutrientes.

Condicién de Cultivo Concen'tAracién promedio de Clorofila a (pg célula™)
Irradiancia NaNO;-NaH,PO, Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia s Dia 6 Dia7
(HEm?s™) (um)

52 661-29.3 117 1 1.65| 1.78 | 1.65 1.81 1.57 | 1.56
882-39 1.12 11.31 | 1.59 | 1.54 1.87 1.45 | 1.54
1323-58.5 | 142 |151| 1.32 | 1.56 1.67 1.38 | 1.23

68 661-29.3 1.04 | 1.62| 2.06 | 1.67 1.62 1.30 | 1.46
882-39 0.99 11.38 | 1.47 | 1.40 1.64 1.33 | 1.24

1323-58.5 [ 1.41]1.35| 1.54 | 1.43 1.74 1.29 | 1.38

103 661-29.3 1.03/1.48| 223 | 1.46 1.39 1.22 | 1.11
882-39 1.2011.26 | 1.78 | 1.31 1.35 1.09 | 0.98

1323-58.5 [1.02]|1.27| 1.52 | 1.32 1.43 1.19 | 1.14

142 661-29.3 112 1156 | 2.30 | 1.41 1.15 1.16 | 0.96
882-39 1.0311.24| 193 | 1.31 1.47 1.11 0.96

1323-568.5 |1.241135| 157 | 1.26 1.41 0.97 | 0.90

B

Condicién de Cuitivo Concentracién promedio de Clorofila a (pg x 10° L)
Irradiancia NaNO;-NaH,PO, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia7
(LE m* s™) (1M)

52 661-29.3 108 | 257 | 631 1251 1406 | 1337 | 1273
882-39 115 | 239 | 622 | 1251 1671 1717 | 1830

1323-58.5 | 136 | 262 | 649 | 1267 | 1660 | 1818 | 1978

68 661-29.3 109 | 259 | 647 | 1046 | 1260 | 1235 | 1126
882-39 106 | 243 | 557 | 1103 | 1449 | 1488 | 1455

1323-58.5 | 122 | 239 | 671 1182 | 1557 | 1631 | 1808

103 661-29.3 102 | 247 | 614 | 1069 | 1111 1031 | 896
882-39 120 | 216 | 580 | 1022 | 1228 | 1277 | 1160

1323-58.5 | 110 | 261 | 670 | 1079 | 1319 | 1502 | 1688

142 661-29.3 114 | 229 | 600 863 1000 893 810
882-39 104 | 216 | 599 966 1169 | 1111 | 1069

1323-58.5 | 107 | 227 | 637 | 1023 | 1205 | 1285 | 1364
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Figura 6. Concentracion promedio de clorofila ¢ de Rhodomonas sp cultivada
en volumen de 200 ml a diferentes irradiancias y concentracion de nutrientes
(@ 661 y 29.3, 0 882 y 39, ¢ 1323 y 585 uM de NaNOs y NaH,PQ,,
respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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Figura 7. Concentraciéon promedio de clorofila ¢ por volumen en cultivos
estaticos de Rhodomonas sp de 200 ml a diferentes irradiancias y
concentracion de nutrientes (e 661 y 29.3, 1882 y 39, ¢ 1323 y 58.5 uM de
NaNOs y NaH:POy, respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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Tabla VIII. Concentracién promedio de Clorofila ¢ por unidad celular (A) y por
volumen de cultivo (B) de Rhodomonas sp cultivada en volumen de 200 ml

expuestos a diferente irradiancia y concentracién inicial de nutrientes.

Condicion de Cultivo Concenf:acio’n promedio de Clorofila ¢ (pg célula™)
Irradiancia NaNO;-NaH,PO, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
(UE m*s™) (M)

52 661-29.3 --- | 028 | 0.39 | 0.35 | 0.40 | 0.18 | 0.31
882-39 0.35] 0.34 | 0.53 | 0.24 | 048 | 0.24 | 0.35

1323-58.5 [0.40| 059 | 025 | 0.29 | 0.42 | 0.29 | 0.28

68 661-29.3 0.41] 044 | 0.56 | 0.19 | 040 | 0.17 | 0.32
882-39 0.39] 0.28 | 0.33 | 0.29 | 0.39 | 0.20 | 0.28

1323-58.5 [0.33| 0.38 | 0.44 | 0.31 | 0.44 | 0.24 | 0.29

103 661-29.3 0.44] 048 | 0.38 | 0.28 | 0.28 | 0.14 | 0.19
882-39 0.23] 0.30 | 045 | 0.29 | 0.31 | 0.19 | 0.18

1323-58.5 | 0.38| 0.49 | 0.30 | 0.29 | 0.33 | 0.20 | 0.28

142 661-29.3 0.38 | 0.38 | 0.40 | 0.21 0.24 | 0.14 | 0.19
882-39 --- 1038 | 0.32 | 0.30 | 0.32 | 0.12 | 0.21

1323-58.5 10.38| 0.24 | 0.40 | 0.32 | 0.36 | 0.13 | 0.20

B

Condicién de Cultivo Concentracién promedio de Clorofila ¢ (pg x 10° L)
Irradiancia NaNO;-NaH,PO, Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
(UEm*s™) {1M)

52 661-29.3 ---n 43 140 263 311 152 255
882-39 35 63 213 192 428 282 415

1323-58.5 32 99 105 242 416 385 397

68 661-29.3 41 70 177 122 313 161 249
882-39 41 50 123 232 346 227 328

1323-58.5 31 89 190 257 345 298 416

103 661-29.3 45 80 105 209 224 120 158
882-39 23 54 150 226 287 223 211

1323-58.5 40 76 168 233 304 253 381

142 661-29.3 40 60 105 150 207 109 154
882-39 -om 63 102 215 251 122 233

1323-58.5 38 46 161 258 312 172 308
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5.1.4. Fijacién de Carbono

Los resultados presentados en las figuras 8, 9 y tabla IX, muestran la
tasa de fijacién de carbono por unidad celular y por unidad de clorofila a, para
las 12 tratamientos en los siete dias de cultivo.

Se observd un patrén similar en la fijacién de carbono, tanto por unidad
celular como por clorofila a. Al inicio de la Fey, (Dia 1-2), no hubo diferencias en
la tasa de fijaciéon de carbono entre los dias de cultivo, pero a partir del segundo
dia, la fijacion aumenté a valores maximos en todos los tratamientos (Figs. 8 y
9). La maxima fijacién de carbono se dio al cuarto dia, y vario entre tratamientos
de 20-51 pg C célula” hr'y 12.8-33.6 pg C pg Clorofila a hr' (Tabla IXA-B).

Del cuarto dia en adelante, los valores de fijacion disminuyen
gradualmente hasta valores similares, y en algunos casos inferiores, a los
determinados para el primer y segundo dia de cultivo (Figs. 8 y 9). El aumento
en la fijacion de carbono coincidié con la Fey, y se observé una relacion directa
con la tasa de crecimiento diaria (Ugiara). Mientras que, la disminucién en la
fijacion de carbono coincide con la Fegt Yy muestra también una relacién directa
con las tasas de crecimiento para este periodo de tiempo, sin embargo la
disminucion del crecimiento resulté menos drastica que la observada en las
tasas de fijacién de carbono. Ademas, durante la Feg, la disminucidn de la tasa
de fijacion coincide con valores altos de pH (Anexo A, Fig. 19).

En la figura 23 (Anexo A) se da la relacion del nivel de irradiancia con la
tasa de fijacion de C por célula, para cada concentracién de nutrientes por dia
de cultivo. En esta gréfica, se puede observar claramente el efecto de la edad
del cultivo y las fases de crecimiento en las tasas de fijacién. Durante las
primeras 48 horas de la Fep (linea roja), se obtuvieron tasas bajas de fijacion,
que resultan similares entre tratamientos. En Fey, (linea verde), hay un aurhento
significativo en las tasas de fijacién de carbono, siendo mayor este en los
tratamientos de menor nutriente, seguido de los control y mayor nutriente

respectivamente. En Feq (linea azul), disminuyé de forma gradual la tasa de
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fijacion y se alcanzaron tasas tan bajas o inclusive menores que las obtenidas
al inicio de los cultivos. En la Fge (linea rosa), presente sélo en los tratamientos
con menor nutriente, se presentaron las minimas tasas de fijacion.

La tasa de fijacion de carbono, por célula o por unidad de clorofila a, se
relaciond inversamente con la concentraciéon de nutrientes. Para todos los
niveles de irradiancia, hubo mayor fijaciéon en los tratamientos con menor
nutriente, seguida por los cultivos control y de mayor nutriente. La méaxima tasa
de fijacion (Dia 4), presenté valores promedio de 45.7 + 0.5 pg C célula™ hr' en
los tratamientos con menor nutriente, 33.7 £ 4.6 pg C célula™ hr' en los control y
23.5+4.1pgCcélula™ hr' en los de mayor nutriente (Tabla IX-A). Mientras que,
la tasa de fijacion expresada por unidad de clorofila a, presenté valores
promedio de: 19.6 3.9, 24.5 + 4.8 y 17.2 £ 4.5 pg C por pg clorofila a hr', para
los tratamientos de menor, control y mayor nutriente, respectivamente (Tabla
IX-B).

Las tasas de fijacion de carbono por unidad celular, entre tratamientos,
fueron significativas del segundo al cuarto dia (Anexo C, Tabla XX). Sin
embargo, el valor de significancia (p), para algunos dias, estuvo en su valor
limite para rechazar o aceptar la hipétesis nula de que al menos un tratamiento
era diferente. Por lo tanto, se realizé un analisis estadistico de Kruskal-Wallis de
los datos bloqueados por condicién de nutrientes, y otro para los datos
bloqueados por nivel de irradiancia (Anexo C, Tabla XXIl). Los resultados
muestran que, entre los tratamientos por concentraciéon de nutrientes, existen
diferencias en la fijacién de carbono por célula los dias 1, 2, 4, 5 y 6. Mientras

que, por nivel de irradiancia las diferencias se presentaron los dias 1, 3y 7.
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Figura 8. Tasa promedio de fijacién de carbono por Rhodomonas sp cultivada
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respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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Figura 9. Tasa promedio de fijacion de carbono por unidad de clorofila a en
cultivos de Rhodomonas sp en 200 ml a diferentes irradiancias y concentracién
de nutrientes (e 661 y 29.3, 0 882 y 39, ¢ 1323 y 58.5 uM de NaNO; y
NaH.PO,, respectivamente). La barra vertical indica el error estandar.
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Tabla IX. Fijacién promedio de Carbono por unidad celular (A) y por unidad de
clorofila a (B) en cultivos estaticos de Rhodomonas sp en volumen de 200 ml
expuestos a diferente irradiancia y concentracién inicial de nutrientes.

A
Condicién de Cultivo Fijacion promedio de Carbono por unidad celular (pg C célula ' hr')
Irradiancia NaNO;-NaH,PO, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia s Dia 6 Dia7
(HEm?s™) (M)
52 661-29.3 5.5 7.7 14.4 40.1 | 344 (176 9.8

882-39 5.9 5.9 16.7 | 314 | 252 | 11.6]10.9
1323-58.5 | 5.7 5.8 13.0 | 20.0 | 13.0 | 10.5 | 14.1
68 661-29.3 95 ] 10.2 19.6 | 51.9 | 39.2 | 119 8.6

882-39 8.2 6.5 18.8 28.5 | 30.3 |13.9]10.9
1323-58.5 | 6.8 | 6.1 19.1 212 | 11.9 | 8.0 | 8.7
103 661-29.3 |10.2| 10.7 | 33.8 434 | 29.1 |124| 7.2

882-39 7.9 8.1 33.5 38.6 | 16.7 | 9.0 | 8.1
1323-58.5 | 6.1 6.4 23.5 23.5 | 11.2 | 8.3 | 6.9
142 661-29.3 | 11.1| 12,5 36.5 475 | 36.0 | 94 | 6.7

882-39 109 | 7.6 39.0 | 36.6 | 25.0 [12.1| 6.8
1323-58.5 | 6.1 6.9 18.2 29.2 | 11.0 | 46 | 45

B
Condicidn de Cuitivo Fijacion promedio de Carbono por unidad de clorofila a (pg Cxpg
Clorotila a hr'')
Irradiancia NaNO,-NaH,PO, Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5s Dia 6 Dia7
(MEm?s™) (um)
52 661-29.3 4.6 4.7 8.1 24.3 | 19.0 [11.2]| 6.3

882-39 5.2 | 4.5 10.5 204 | 13,5 | 8.0 | 7.1
1323-58.5 | 4.0 | 3.8 9.0 128 | 78 | 7.6 |11.4
68 661-29.3 9.1 6.3 9.5 31.0 | 242 | 9.1 | 5.9

882-39 83 | 47 12.7 | 204 | 184 | 10.4| 8.8
1323-58.5 | 4.8 | 4.5 12.5 147 | 68 | 6.2 | 6.3
103 661-29.3 9.9 7.2 15.2 298 | 21.0 |10.2 | 6.5

882-39 6.6 6.5 18.8 294 | 123 | 8.2 | 8.3
1323-585 | 6.0 | 5.0 15.5 178 | 78 | 6.9 | 6.1
142 661-29.3 |10.0| 8.0 15.9 33.6 | 315 | 8.0 | 6.9

882-39 10.6 | 6.2 20.2 279 | 169 109 7.0
1323-58.5 | 4.9 5.1 116 | 232 | 78 | 48 | 5.0
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5.2. Etapa 2: Efecto de la calidad de luz en la produccién de Rhodomonas
sp.

En la etapa experimental 2, los cultivos a nivel Erlenmeyer (200 ml) y
Fernbach (2 L), tanto en luz azul (LA) como en luz blanca (LB) presentaron
valores similares de temperatura, salinidad y pH (Anexo B, Fig. 27) a los
obtenidos en los cultivos de la etapa experimental 1. Las diferencias diarias de
pH, en ambos niveles de cultivo, no fueron significativas (p>0.05) entre
condiciones de luz (Anexo C, Tablas XXIII- XXIV).

A nivel Garrafon (18 L), la temperatura promedio fue 19 + 1°C, salinidad de
32 y pH inicial de 8.0 £ 0.1 en ambas condiciones de luz. Durante la Fey, (Dia 0-
3), el pH aumenté hasta un maximo de 8.6 y 8.9 en LA y LB respectivamente.
Posteriormente, durante la Feg (Dia 3-7), el pH disminuyé a valores de 8.3 0.2
en LAy 88 =04 en LB (Anexo A, Fig. 25-C). Las diferencias de pH entre
condiciones de luz, resultaron significativas (p<0.05) a partir del tercer dia de
cultivo (Anexo C, Tabla XXV).

5.2.1. Crecimiento microalgal

El crecimiento microalgal promedio, en los tres niveles de cultivo y las
dos condiciones de luz estudiadas en esta etapa experimental, se observa en la
figura 10.

A nivel Erlenmeyer la densidad celular inicial, en los cultivos con LA
como LB, fue de 0.46 x 10° células mI™ (Fig. 10-A). Tanto en los cultivos con LA
como con LB, la fase de retardo (Fi5g) tuvé una duracion de 24 horas, y la Fexp
se presentd a partir del primer dia. Esta fase tuvo una duracién de 96 horas y
culminé al quinto dia para dar paso a la Fegt. Sélo los cultivos expuestos a LB,
presentaron la Fyec del sexto al séptimo dia. Aln asi, la densidad celular‘final,
para el séptimo dia de cultivo, fue mayor en LB que en LA (1.37 vs 1.10 x 10°
células ml™). La Horom, €N los siete dias de cultivo a nivel Erlenmeyer y LA, fue

de 0.45 dia™ con 0.65 divisiones por dia (Tabla X). Mientras que, la tipom, para
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seis dias de cultivo en LB fue 0.57 dia™” con 0.82 divisiones dfa™. Calculando
Hprom, Para los siete dias de cultivo en la condicidn con LB, se obtuvo un valor
de 0.48 dia™ con 0.69 divisiones dia™. Aun cuando en las condiciones con LB
se presento la Fyec al final de los cultivos, la velocidad de crecimiento promedio
fue ligeramente mayor que la obtenida para los cultivos en LA. Lo anterior, se
refleja también en las diferencias en la densidad celular, durante los dias 4, 6 y
7, obtenidas entre las condiciones de luz estudiadas (Anexo C, Tabla XXIII).

En los cultivos a nivel Fernbach (2 L), la densidad celular inicial (Dia 0)
fue de 0.90 y 0.98 x 10° células mI" en LAy LB respectivamente (Fig. 1-B). En
este nivel y para ambas condiciones de luz, la Fey, se presentd desde el inicio
de los cultivos y tuvo una duracion de 72 horas (Dia 0-3). Mientras que, la Fest,
se presento a partir del tercer dia y culminé al sexto dia de cultivo (Anexo B,
Fig. 25-B). Diferencias en la densidad celular, entre los cultivos con LA y LB,
fueron detectadas sélo para al cuarto y quinto dia (Anexo C, Tabla XXIV). La
densidad celular final alcanzada en este nivel (2L), fue de 0.88 x 10° células m!™
en LA y 0.92 x 10° células mI™" en LB. Los parametros poblacionales promedio
fueron similares entre condiciones de luz, con un valor de Lipom de 0.38 y 0.37
dia™ con 0.54 y 0.53 divisiones por dia en LA y LB, respectivamente (Tabla XI).

A nivel Garrafén (18 L), la densidad celular inicial fue similar entre los
cultivos con LA y LB, con aproximadamente 1.03 x 10° células ml™" (+ 0.023 x
10°% Fig. 1-C, Tabla Xll). En este nivel, al igual que en el anterior, la Fey €n
ambas condiciones de luz, se observé desde el inicio de los cultivos hasta el
tercer dia (Dia 0-3). A partir de este tiempo (Dia 3), se present6 la Feq, que durd
hasta al séptimo dia. La Fes, Se caracterizé por la disminucién en la tasa de
crecimiento (Tabla XIl). Sin embargo, a pesar de la disminucién en las tasas de
crecimiento y el aumento en los tiempos de duplicacién de la poblacién, los
cultivos continuaron creciendo hasta alcanzar densidades celulares finales de
1.25y 1.50 x 10° células mI”" en LA y LB, respectivamente. La pom, durante los
siete dias de cultivo, fue 0.35 dia” en LA y 0.38 dia™ en LB, con 0.50 y 0.55



55

divisiones por dia, respectivamente (Tabla XII). A nivel Garrafén, la densidad
celular entre condiciones de luz, presenté diferencias significativas (p<0.05)

durante los dias correspondientes a la Fes; (Anexo C, Tabla XXV).
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Figura 10. Crecimiento promedio de Rhodomonas sp en diferentes volimenes
de cultivo: A) Erlenmeyer de 200 ml, B) Fernbach de 2 L y C) Garrafén de 18 L,
expuestos a condiciones de luz blanca (0) y luz azul (e). La barra indica el error
estandar.
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Tabla X. Valores poblacionales promedio de Rhodomonas sp cultivada en nivel

luz azul y (B) luz blanca, a irradiancia de 52 uE m™
Yy 58.5 UM de NaH2P04.

Erlenmeyer (200 mi) con (A)
s™ con 1323.6 pM de NaNO;

A) LUZ AZUL
Tiempo | Concentracion H D TD PD
(dias) (células mI™) (dia™) {divisiones dia™") (dias) (células mI™)
0 46666 --- - --- -
1 73333 0.45 0.65 1.53 26667
2 195000 0.97 1.41 0.70 121667
3 368333 0.63 0.91 1.08 173333
4 523333 0.35 0.50 1.97 155000
5 1026667 0.67 0.97 1.02 503334
6 1055000 0.02 0.03 25.46 28333
7 1108333 0.04 0.07 14.05 53333
Promedio 0.45 0.65 6.54 151667
B) LUZ BLANCA
Tiempo | Concentracién D ™D PD
(dias) (células mi™) (dia") (divisiones dia™) (dias) (células mi™)
0 46666 --- --= --- -=-
1 80000 0.53 0.77 1.28 33334
2 188333 0.85 1.23 0.80 108333
3 388333 0.72 1.04 0.95 200000
4 678333 0.55 0.80 1.24 290000
5 1113333 0.49 0.71 1.39 435000
6 1431667 0.25 0.36 2.75 318334
7 1371667 -—- - - .-
Promedio 0.57 0.82 1.40 230834
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Tabla XI. Valores poblacionales promedio de Rhodomonas sp cultivada en nivel
Ferbach (2 L) con (A) luz azul y (B) luz blanca, a irradiancia de 52 yE m? s™
con 1323.6 pM de NaNO3; y 58.5 pM de NaH,PO..

A) LUZ AZUL
Tiempo | Concentracion D TD PD
(dias) (células mi'") (dia™ (divisiones dia™") (dias) (células mI'™")
0 90000 --- - --- —
1 176666 0.67 0.97 1.02 86666
2 380000 0.76 1.10 0.90 203334
3 490000 0.25 0.36 2.72 110000
4 566666 0.14 0.20 4,76 76666
5 783333 0.32 0.46 2.14 216667
6 880000 0.11 0.16 5.95 96667
Promedio 0.38 0.54 2.92 131667
B) LUZ BLANCA
Tiempo | Concentracion D TD PD
(dias) (células ml™") (dia™) (divisiones dia™") (dias) (células mI'")
0 98333 ——- --- --- e
1 186666 0.64 0.92 1.08 88333
2 320000 0.53 0.77 1.28 133334
3 526666 0.49 0.71 1.39 206666
4 703333 0.28 0.41 2.39 176667
5 876666 0.22 0.31 3.14 173333
6 926666 0.05 0.08 12.49 50000
Promedio 0.37 0.53 3.63 138056
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Tabla Xll. Valores poblacionales promedio de Rhodomonas sp cultivada en

nivel Garrafén (18 L) con (A) luz azul y (B) luz blanca, a irradiancia de 52 yE m’

s con 1323.6 uM de NaNQg y 58.5 uM de NaH,POs.

2

A) LUZ AZUL

Tiempo | Concentracion D D PD
(dias) (células mI'™ (dia™") (divisiones dia™) (dias) (células ml™)

0 105000

1 198333 0.63 0.91 1.08 93333
2 368333 0.61 0.89 1.11 170000
3 619166 0.51 0.74 1.33 250833
4 827500 0.29 0.41 2.38 208334
5 990833 0.18 0.25 3.84 163333
6 1068333 0.07 0.10 9.20 77500
7 1257778 0.16 0.23 4.24 189445
Promedio 0.35 0.50 3.31 164683
BO LUZ BLANCA

Tiempo | Concentracion D D PD
(dias) (células ml™) (dia™") (divisiones dia™) (dias) (células mi'")

0 101666
1 213333 0.74 1.06 0.93 111667
2 457500 0.76 1.10 0.90 244167
3 690000 0.41 0.59 1.68 232500
4 842500 0.19 0.28 3.47 152500
5 1125833 0.28 0.41 2.39 283333
6 1310000 0.15 0.21 4,57 184167
7 1504167 0.13 0.19 5.01 194167
Promedio 0.38 0.55 2.71 200357




61

A nivel Garrafén (18 L), debido al remanente de NOjz en los cultivos
utilizados como inoculo, la concentracion inicial de NOs™ en los cultivos con LA
fue 1382.4 pMy 1378.9 uM para aquellos expuestos a LB (Fig. 11-C; Tabla XlI!-
C). La diferencia en la concentracién inicial de NO3™ no fue significativa (p>0.05).
Sin embargo, del primer al séptimo dia, la concentracién residual de NOj5 difiere
entre las condiciones de luz debido al consumo diferencial que se observd
durante las primeras 48 horas de cultivo. Para el segundo dia, el consumo
acumulado de NOg3 en los cultivos con LB fue mayor que el determinado en
cultivos con LA (336.9 vs 257.4 uM de NOj'). Mientras que, el promedio para las
primeras 48 horas, del consumo de NOg por célula fue 1.07 pg en LB y 0.83 =
0.06 pg en LA (Tabla XIlI-C).

Durante la Fest (Dia 3-7), el consumo diario total de NO3 fue superior a
100 pM y resulté similar entre los cultivos con LA y LB (Tabla XIII-C; Anexo C,
Tabla XXIV). El consumo total de NOg, en este mismo periodo de tiempo,
disminuyd de 155.2 a 106.9 uM en LA y de 179 a 117.62 pM en LB. Mientras
que, por célula, el consumo disminuyé de 0.40 a 0.09 pg NOs en ambas
condiciones de luz (Tabla XIII-C).

Al final del cultivo (Dia 7), bajo condiciones de LA, el consumo
acumulado de NO3™ represent6 el 68.4% (945.4 pM) del NO;' inicial, quedando
en el medio 31.6% (437 pM). Mientras que, en cultivos expuestos a LB, se
consumid el 79.6% (1097.4 uM) del NOj' inicial y quedé el 20.4% (281.5 pM)
disponible (Tabla XilI-C).

La concentracién residual de PO,* y el consumo diario total de este
nutriente por Rhodomonas sp, se puede observar en la figura 12 y tabla XIV.

A nivel Erlenmeyer y Fernbach, el consumo de PO4* aumenté durante
las primeras 72 horas de cultivo (Fig. 12-A y B), midiéndose un consumo
acumulado de PO,* a nivel Erlenmeyer del 86.1% (50.4 pM) en LA y 68.9%
(40.4 uM) en LB. Mientras que, a nivel Fernbach, el consumo acumulado, fue
88.8% (52 pM) y 84.5% (49.5 pM), respectivamente. Durante este periodo (Dia
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0-3), se observaron también las mayores tasas diarias de consumo de PO.* por
célula, en ambos niveles (Tabla XIV-A y B). Ademas, a partir del tercer dia, la
concentracion residual y el consumo de PO,%, total y por célula, disminuyé
significativamente.

A nivel Erlenmeyer, la concentracién residual minima de PO, se
presentd al sexto dia de cultivo con 0.85 pM en LA y 0.91 uM en LB. Del sexto
al séptimo dia, en ambas condiciones de luz, la concentracién de PO, en el
medio aumentd a 1.38 pM en LA y 1.67 uM en LB.

A nivel Fernbach, la minima concentracidn de PO en el medio se -
obtuvo también el sexto dia de cultivo con valores de 0.61 y0.67 uMen LAy LB
respectivamente.

Durante el tiempo de cultivo, la concentracién residual y el consumo
diario de PO, para ambos niveles, fue similar entre condiciones de LA y LB
(Anexo C, Tabla XXIIl y XXIV).

A nivel Garrafdn, los cultivos con LA iniciaron con concentraciones de
PO,% de 70.42 MM, mientras que, los cultivos con LB inician con 69.23 uM. Esta
diferencia en concentracién inicial, no fue significativa (p>0.05; Anexo C, Tabla
XXIV). Durante las primeras 48 horas, tanto en LA como en LB, el consumo de
PO, aumenté de 11.4 a 25.3 UM dia”. Para el segundo dia de cultivo, el
consumo acumulado de PO, representd mas del 50% de la concentracidn
inicial del nutriente en ambas condiciones de luz (Fig. 12-C).

Del segundo al tercer dia, el consumo de PO,* disminuyé a 3.55 pM en
LAy 4.44 uM en LB, y a partir de este tiempo, tanto la concentracién residual
como el consumo total de PO,%, resultaron significativos entre condiciones de
luz (p<0.05; Anexo C, Tabla XXV).

Durante el periodo que corresponde a la Fest (Dia 3-7), el consumo total

diario de PO,% varié de 2.69-4.77 M en'LA'y 4.44-6.13 pM en LB (Tabla XIV-
C). Encontréandose, para el séptimo dia de cultivo, una concentracién residual
promedio de 16.52 pM (23.5%) de PO,* en LA y6.11 pM (8.9%) en LB.
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Las diferencias en la concentracién residual final de PO, indican que
en los cultivos expuestos a LB se consumié mas PO,* (91.1%, 63.1 UM) que en
aquellos expuestos a LA (76.5%, 53.9 uM). Este consumo diferencial, fue
producto de las diferencias en las tasas de consumo por célula medidas para
LAy LB. Del primer al cuarto dia de cultivo, el consumo de PO,* por célula, fue
similar entre condiciones de luz. Pero a partir del cuarto dia, el consumo de

PO,% fue mayor en las células cultivadas con LB, respecto a las células en LA
(Tabla XIV-C).
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Figura 11. Concentracién residual promedio (circulos) y consumo diario promedio
(tridngulos) de nitrato por Rhodomonas sp en diferentes volimenes de cultivo: A)
Erlenmeyer de 200 ml, B) Fernbach de 2 L y C) Garrafén de 18 L, expuestos a
condiciones de luz blanca (simbolos abiertos) y luz azul (simbolos cerrados). La barra
indica el error estandar.
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Tabla XIll. Concentracién residual y consumo diario promedio de nitrato en
cultivos estaticos de Rhodomonas sp en volumen de 200 ml (A),2L(B)y18L
(C) expuestos a luz azul y luz blanca.

A) NIVEL ERLENMEYER

LUZ AZUL LUZ BLANCA
Conc. Consumo Consumo ole} Conc. Consumo Consum pg
Dia | residual (uMdia™) acumulado NO; | residual (pMdia™) acumulado NOs
(uM) (M) % cél’ (LM) (uM) % cél”
0 | 13236 = - 113236
1 974.16 34945 349.45 26.4 749 | 1003.8 319.76 319.76 242 6.85
2 863.03 111.13 460.58 34.8 1.52 | 904.80 99.05 418.81 316 1.28
3 667.47 195.56 656.14 49.6 1.00 | 641.78 263.02 681.83 515 1.39
4 483.16 184.31 840.45 63.5 0.50 | 437.35 204.43 886.26 67.0 0.52
5 306.30 176.86 1017.3  76.9 0.34 | 235.10 202.25 1088.5 82.2 0.29
6 144,91 161.40 1178.7 89.1 0.16 5917 175.92 1264.4 955 0.15
7 39.19 105.72 1284.4 97.0 0.10 11.43 47.75 13121 99.1 0.03
B ) NIVEL FERNBACH
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Conc. Consumo Consumo Pg Conc. Consumo Consum pg
Dia residual (M dl'a") acumulado NO3’ residual  (uM dl'a") acumulado NO3’
(M) (M) % cél’ (UM) (M) % cel’!
0 | 13236 = = 113236
1 949.76 373.85 373.85 28.2 4.15 | 945.37 378.24 37824 286 3.85
2 826.59 12317 497.02 376 0.70 | 784.25 161.12 539.36 40.7 0.86
3 657.92 168.67 665.69 50.3 0.44 | 659.38 124.87 664.23 50.2 0.39
4 576.03 81.89 74758 56.5 0.17 | 609.08 50.29 71452 540 0.10
5 520.53 55.5 803.08 60.7 0.10 | 540.58 68.51 783.03 592 0.10
6 484.84 35.69 838.77 63.4 0.05 | 472.69 67.89 850.92 64.3 0.08
C) NIVEL GARRAFON
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Conc. Consumo Consumo pg Conc. Consumo Consum Pg
Dia | rtesidual  (uMdia™) acumulado NO; | residual  (uM dia™ acumulado NOy
(M) (M) % o cél' | (uM) WM % cel
0 | 13824 == - | 1378.8
1 1299.6 82.79 82.79 6.0 0.79 | 1269.9 108.94 108.94 7.9 1.07
2 1125 17463 25742 186 0.88 1042 227.93 336.87 244 1.07
3 969.8 155.19 41261 298 042 |862.93 179.07 51594 37.4 0.39
4 |78464 18517 597.78 43.2 030 | 670.22 192,71 70865 51.4 0.28
5 | 65537 129.27 727.05 52.6 0.16 | 529.46 140.75 8494 616 0.17
6 |54393 111.44 83849 60.7 0.11 | 399.14 130.32 979.72 711 0.12
7 | 437.06 106.87 94536 68.4 0.10 | 281.52 117.62 1097.3 79.6 0.09
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Figura 12. Concentracién residual promedio (circutos) y consumo diario promedio
(tridngulos) de fosfato por Rhodomonas sp en diferentes volimenes de cultivo: A)
Erlenmeyer de 200 ml, B) Fernbach de 2 L y C) Garrafén de 18 L, expuestos a
condiciones de luz blanca (simbolos abiertos) y luz azul (simbolos cerrados). La barra
indica el error estandar.
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y consumo diario promedio de fosfato en

cultivos estaticos de Rhodomonas sp en volumen de 200 ml (A), 2 L (B) y 18 L
(C) expuestos a luz azul y luz blanca.
A) NIVEL ERLENMEYER
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Conc. Consumo pg x Conc. Consumo pg x
Dia | residual  Consumo acumulado 10° residual  Consumo acumulado 107
(M) (UM dia™) (M) % cél’ (M) (UM dia™) (M) % cél”
0 | 58.55 --- | 58.55
1 14824 1031 10.31 17.6 22.0 53.24 5.3 5.3 9.1 114
2 13209 16.15 26.46 452 22.0|33.03 20.22 2552 43.6 25.3
3 | 813 2396 5042 861 122 18.2 14.83 40.35 68.9 7.87
4 | 247 5.65 56.07 958 1.53| 2.04 16.16 56.51 96.5 4.16
5 | 085 1.63 577 985 0.31| 1.08 0.96 5747 982 0.14
6 | 0.85 0 57.7 985 - | 0.91 0.17 57.64 984 0.02
7 | 1.38 577 985 - 1.67 --- 57.64 984  ---
B) NIVEL FERNBACH
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Conc. Consumo pg x Conc. Consumo pg x
Dia | residual  Consumo acumulado 10? | residual  Consumo acumulado 10
(M) (UM dia™) (uM) % cél” (uM) (UM dia™) (uM) % cél”
0 [58.55 --- --- | 58.55
1 14364 1491 1491 255 165 41.74 16.81 16.81 28.7 17.1
2 |26.54 171 32.01 54.7 968 271 14,64 3145 537 7.84
3 | 657 19.98 51.99 888 526 9.1 18 4945 845 5.62
4 | 3.89 2.68 54.67 93.4 0.55| 4.63 447 53.92 921 0.85
5 | 1.08 281 5748 982 050 1.49 3.14 57.06 975 045
6 | 0.61 046 5794 99.0 0.06| 0.67 0.82 57.88 98.9 0.09
C) NIVEL GARRAFON
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Conc. Consumo pg x Conc. Consumo pg x
Dia | residual  Consumo acumulado 10? residual  Consumo acumulado 102
(uM) (UM dia™) (V) % cél’ (uv) (UM dia™) (uM) % cél"
0 |70.42 - —- - [6923  —
115871 1171 1171 16.6 11.1 5791 1132 11.32 164 11.1
2 13434 2437 36.08 512 12.3 |31 69 2622 3754 542 123
3 [30.79 355 3963 56.2 0.96 27.25 444 4198 60.6 0.97
4 12696 3.83 4346 61.7 0.62 22.65 459 46.57 67.3 0.67
5 | 2427 269 46.15 655 0.32 16.52 6.13 52.7 76.1 0.73
6 12129 297 4912 69.7 0.30 | 11 26 526 5796 83.7 047
7 11652 477 5389 765 0.45 6.11 5.14 63.1 91.1 0.39
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5.2.3. Contenido de Clorofilas

El contenido de clorofila a y ¢, por unidad celular y volumen de cultivo,
para los diferentes niveles se muestran en las figuras 13y 14, y tabla XV. Tanto
en los cultivos a nivel Erlenmeyer como Fernbach expuestos a LB, el contenido
de clorofila a por célula aumenté durante las primeras 72 horas (Fig. 13-A y B).
La variacion en el contenido de clorofila a en cultivos con LB, del primer al
tercer dia, fue 1.26-2.06 pg célula™ en nivel Erlenmeyer y 1.29-1.88 pg célula™
en Fernbach (Tabla XV-A y B).

En celulas expuestas a LA, tanto en nivel Erlenmeyer como Fernbach, se
observo un comportamiento similar, éstas aumentaron su contenido de clorofila
a por celula conforme transcurrié el tiempo de cultivo y su méximo contenido se
presento al cuarto dia. En estos casos, la concentracién de clorofila a, aumenté
de 1.25 a 1.99 pg célula™ en nivel Erlenmeyer y 0.95 a 2.23 pg célula™ en
Fernbach. Posterior al maximo obtenido en cada condicién de luz y volumen de
cultivo, se observé una disminucidn en el contenido de este pigmento. A nivel
Erlenmeyer, el contenido de clorofila a por célula para el séptimo dia de cultivo
fue 1.09 pg en LA y 1.41 pg en LB. Mientras que, a nivel Fernbach fue 1.61 y
1.69 pg clorofila acélula™ en LAy LB respectivamente (Tabla XV-A y B).

A nivel Garrafén, el contenido de clorofila a por célula fue similar entre las
condiciones de luz. Los valores iniciales promedio fueron 1.58 pg célula™ en LA
y 1.46 pg célula™ en LB. A partir del primer dia, en ambas condiciones de luz,
se dio un ligero incremento en el contenido celular de este pigmento (Fig. 13-C).
Durante el periodo de cultivo, en células expuestas a LA el contenido de
clorofila a aumentd de 1.58 a 2.10 pg célula™, mientras que, en LB el aumento
fue de 1.46 a 2.15 pg (Tabla XV-C).

No hubo diferencias significativas (p>0.05) en la concentracion de
clorofila a por célula entre LA y LB, para ninguno de los niveles de cultivo
evaluado (Anexo C, Tablas XXII-XXV).
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El contenido de clorofila a por volumen de cultivo, en los diferentes
volumenes y condiciones de luz, reflejé una correlacion directa con la edad del
cultivo (Fig. 13) y la densidad celular (Anexo B, Fig. 28-A).

El patron de esta variable, en cultivos a nivel Erlenmeyer expuestos a LB,
coincidio con lo observado en cultivos de la etapa experimental 1 que fueron
expuestos a las mismas condiciones de luz y concentracion de nutrientes (Fig.
5; Tabla VII). A nivel Erlenmeyer, el maximo contenido de clorofila a por
volumen de cultivo se presenté al sexto dia con 1364.3 pg x 10° L™ en LA y
2182.8 pg x 10° L' en LB (Fig. 13-A; Tabla XV-A). Del cuarto dia de cultivo en
adelante, el contenido de clorofila a por volumen mostré diferencias
significativas (p<0.05) entre las condiciones de luz (Anexo C, Tabla XX,

A nivel Fernbach, la méxima concentracién de clorofila a por volumen de
cultivo se presentd el Gltimo dia (Dia 6) con 1415.4 y 1568.9 pg x 10° L™ en
cultivos con LA y LB respectivamente (Fig. 13-B; Tabla XV-B). En este nivel, no
hubo diferencias en el contenido de clorofila a por volumen de cultivo entre la
condicion de LA y LB (Anexo C, Tabla XXIV).

A nivel Garrafén, se obtuvo la mayor concentracion de clorofila a por
volumen el séptimo dia de cultivo en ambas condiciones (Fig. 13-C). Tanto en
condiciones de LA como LB, la concentracién de clorofila a por litro que se
determiné en este nivel fue superior a la estimada en nivel Erlenmeyer vy
Fernbach (Fig. 13). La maxima concentracién de clorofila a fue 2642.6 pg x 10°
L™ en cultivos con LA y 3221 pg x 108 L"! en LB. La diferencia en concentracion
final de clorofila a por litro entre niveles de cultivo, estuvo directamente
asociada con la densidad celular que se alcanzé en cada uno de ellos (Anexo
B, Fig. 28-A).

Respecto al contenido de clorofila ¢ por célula y por volumen de cuiltivo,
se tuvo un comportamiento similar al observado con el contenido de clorofila a

(Fig. 13 vs 14). La diferencia se dio en el orden de magnitud de los valores, ya
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que la clorofila ¢ es un pigmento accesorio (secundario) su contenido en las
células fue menor que el de clorofila a (pigmento primario).

A nivel Erlenmeyer, el intervalo de concentracién de clorofila ¢ por célula
fue 0.2-0.5 pg en LA y 0.41-0.65 pg en LB, mientras que el contenido por
volumen aumenté de 39-333.8 y 38-636.6 pg x 10° L' en LA y LB,
respectivamente (Fig. 14-A; Tabla XV-A). En el contenido de clorofila ¢ por
célula no hubo diferencias durante el tiempo de cultivo entre las condiciones de
luz, mientras que en contenido de clorofila ¢ por volumen, se dieron diferencias
del cuarto dia en adelante (Anexo C, Tabla XXII.

A nivel Fernbach, la concentracién de clorofila ¢ por célula durante los
seis dias de cultivo, varié de 0.19-0.6 pg en LA y 0.4-0.53 pg en LB. Del primer
al sexto dia, el contenido de clorofila ¢ por volumen aumenté de 32-403.6 pg X
10° L™ en cultivos con LA y de 73.8-394.6 pg x 10° L' en LB (Fig. 14-B; Tabla
XV-B).

El contenido de clorofila ¢ por célula, en cultivos de 18 L, varié de 0.41-
0.64 pg en LA y 0.38-0.66 pg en LB, mientras que, su contenido por volumen
aument6 de 76.3-788.8 pg x 10° L' y 86.6-992.3 pg x 10° L en LA y LB
respectivamente (Fig. 14-C; Tabla XV-C).

En los niveles Fernbach y Garrafén, las diferencias en el contenido de
clorofila ¢ entre condiciones de luz no fueron significativas (p> 0.05; Anexo C;
Tabla XXIV y XXV).

Durante los diferentes tiempos de cultivo, de cada nivel de esta etapa
experimental, se observé una relacién directa entre el contenido de clorofila ¢
por unidad de volumen y la densidad celular (Anexo B, Fig. 28-B). Asimismo, al
igual que el contenido de clorofila a por volumen, el valor de clorofila ¢ para el
ultimo dia de cultivo, en cada nivel, estuvé directamente relacionado co’n su
densidad final.

A pesar de los cambios en el contenido de clorofila a y ¢, los datos

obtenidos de la razén a/c por célula, muestran que no existe una variacion
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significativa respecto al tiempo, nivel 6 condicién de luz (Tabla XV). En general,
el 85% de los valores de la razén a/c estuvieron entre 3 y 4, lo que indicaria,
que en la mayoria de los casos hubo de tres a cuatro veces mas clorofila a que

clorofila c.
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Figura 13. Concentracién promedio de clorofila a por unidad celular (pg célula™)
y volumen (pg x 10° L") en diferentes niveles de cultivo de Rhodomonas sp: A)
Erlenmeyer de 200 ml, B) Fernbach de 2 L y C) Garrafén de 18 L, expuestos a
condiciones de luz blanca (0) y luz azul (e). La barra indica el error estandar.
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Tabla XV. Concentracién promedio de Clorofila a'y ¢ por célula (pg célula™) y por
volumen de cultivo (pg x 10° L") de Rhodomonas sp en unidades experimentales
de 200 ml (A), 2 L (B) y 18 L (C) expuestos a luz azul y luz blanca.

A) NIVEL ERLENMEYER

LUZ AZUL LUZ BLANCA
Dia Clorofila a Clorofila ¢ | Razén | Clorofila a Clorofila ¢ | Razén
pg x 10° 10° P 10° 10°
s | e PO | a@le | 30 PORIO | RS ReXIT ) alc
0 —— —— —— —— —— —_— —— —— ——— -
1 1.25 90.3 --- - - 1.26 102.3 0.49 381 2.57
2 1.27 248.7 0.20 39 6.35 1.44 272.8 0.41 78 3.51
3 1.94 712.6 0.43 159.4 4.51 2.06 801.5 0.65 251 3.16
4 1.99 1040.2 | 0.50 264.7 3.98 1.91 1296 0.57 388.2 3.35
5 124 12619 | 0.33 333.8 3.75 1.56 17394 | 0.48 534.9 3.25
6 1.30 1364.3 | 0.28 299.4 4.64 1.52 2182.8 | 0.44 636.6 3.45
7 1.09 1210.7 | 0.30 332.7 3.63 1.41 1927 0.42 579.8 3.35
B) NIVEL FERNBACH
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Dia Clorofila a Clorofila ¢ | Razén | Clorofila a Clorofila ¢ | Razén
10° 10° P 10° 10°
BTN nT [alc | Fa mEl | R pEP | ale
0 —— — ——— —— ——— —— — ——— —— -
1 0.95 166.3 0.19 32 5 1.29 238.7 0.40 73.8 3.22
2 1.35 511.6 0.36 1354 3.75 1.66 528.6 0.38 120.7 4.36
3 1.69 954.9 0.46 285.8 3.67 1.88 088.9 0.563 276.5 3.56
4 223 10914 | 0.60 293.7 3.71 1.65 11596 | 0.44 3123 3.75
5 1.74 1364.3 | 0.50 391.7 3.48 1.59 13984 | 0.45 3946 3.53
6 1.61 1415.4 | 0.46 403.6 3.5 1.69 1568.9 | 0.42 389.7 4.02
C) NIVEL GARRAFON
LUZ AZUL LUZ BLANCA
Dia Clorofila a Clorofila ¢ | Razén | Clorofila a Clorofila ¢ | Razén
10° 10° P 10° 10°
B TR [ A P lale | ma | g omeoase
0 —— —— —— —— — — ——— —— —— —
1 1.58 293 0.41 76.3 3.85 1.46 334.4 0.38 866 | 3.84
2 1.72 662.3 0.49 189.5 3.51 1.61 723.1 0.47 209.8 3.42
3 1.66 1009.5 | 0.48 293 3.45 1.65 1143.2 | 0.49 339 3.36
4 1.90 1487 0.56 4401 3.39 2.04 1654.8 | 0.62 504.3 3.29
5 1.59 1607.1 | 0.46 461.7 3.45 1.85 2128.2 | 0.57 662.1 3.24
6 2.10 2298.8 | 0.64 705.7 328 | 203 2643.2 | 0.64 8344 3.17
7 2.10 26426 | 0.63 788.8 3.33 2.15 3221 0.66 992.3 3.25
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3.2.4. Composicién préximal en voliimenes de 18 litros (Garrafén)

Alinicio de los cultivos, la concentracién promedio de proteina por unidad
celular present6 su valor maximo en ambas condiciones de luz, con 27.8 pg en
LA vs 31 pg en LB (Fig. 15-A, Tabla XVI). A pesar de la diferencia en la
concentracion inicial de proteina por célula entre condiciones de luz (p<0.05;
Anexo G, Tabla XXV), la proporcién que representa este constituyente con
respecto al peso organico (%P.0.) fue igual en LA y LB (19.5%,; Fig. 17-A; Tabla
XVI).

El contenido promedio de proteinas, carbohidratos y lipidos en
Rhodomonas sp, disminuyé durante las primeras 72 horas (Dia 0-3) en los
cultivos con LA y LB (Fig. 15). La concentracién de proteina fue de 25.3 a 18.7
pg célula” en LA y de 26.3 a 16.2 pg célula™ en LB. Del tercer al sexto dia, la
concentracion celular de proteina permanecié constante, y hacia el séptimo dia
mostré un ligero incremento (Fig. 15-A). Los valores de concentracion final
fueron de 23.1 (23.6%) y 19.2 (22.2%) pg de proteina por célula en LA y LB
respectivamente (Tabla XVI).

A excepcion de las primeras 48 horas (Dia 0-1), la concentracién diaria
de proteinas por célula en los cultivos con LA fue mayor que la estimada para
cultivos con LB (Fig. 15-A). Sin embargo, sélo hay diferencias estadisticas los
dias 2, 3, 4 y 7 (Anexo C, Tabla XXV).

El porciento de proteinas, aumenté durante las primeras 24 horas en
cultivos con LA, mientras que en LB este aumento se dio en 48 horas,El resto
del tiempo de cultivo los porcentajes de proteina se mantuvieron constantes en
ambas condiciones de luz (Fig 17-A). En células expuestas a LA, se presenté
una variacion de 19.5-27.3%, mientras que en cultivos con LB fue 19.5-23.8%
(Tabla XVI).

El contenido de carbohidratos por célula, al inicio de los cultivos (Dia 0),
fue significativo entre condiciones de luz (p<0.05; Anexo C, Tabla XXV). En

cultivos con LA, el contenido inicial de carbohidratos fue 18.85 pg (13.2%) y en
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LB 25.59 pg (16%; Fig. 15-B y 17-B). A las 24 horas de cultivo (Dia 1), se
presenté el maximo contenido de este constituyente en LA y LB, con 25.58
(25.6%) y 29.76 (22.7%) pg célula’ respectivamente (Fig. 15-B y 17-B).
Después de este dia, el contenido celular de carbohidratos disminuyé hasta
8.94 pg célula” (11.9%) en LA y 9.54 pg célula™ (13.2%) en LB, para el tercer
dia. El tiempo restante (Dia 3-7), la concentracién de carbohidratos fue
constante entre valores de 8.89 + 0.34 pg célula” en LA vs 9.68 = 0.55 o]s]
célula™ en LB (Tabla XVI).

El contenido de carbohidratos, expresado en porciento y concentracion,
fue mayor y significativo en las células con LB, durante seis dias de cultivo (Fig.
15-By 17-B; Anexo C, Tabla XXV).

Las figuras 15-C y 17-C, muestran los resultados del contenido de
lipidos, para cada condicién de luz. Al inicio (Dia 0), el contenido de lipidos en
células expuestas a LB fue mayor y significativo (p<0.05) respecto al contenido
en LA (21.47 vs 19.26 pg célula™). Al igual que el contenido de proteinas y
carbohidratos, el contenido de lipidos por célula en ambas condiciones de luz
disminuyé de 19.26-11.34 pg en cultivos con LA, y de 21.47-10.64 pg en LB,
durante el periodo de tiempo que comprende la Feyp (Dia 0-3; Fig. 15-C).

Durante la Fegt (Dia 3-7), en ambas condiciones de luz, el contenido de
lipidos aumenté a 18.03 pg célula™ en LA y 14.65 pg célula™ en LB (Fig. 15-C;
Tabla XVI).

A excepcion del dia de inoculacidn (Dia 0), el resto del tiempo de cultivo,
el contenido de lipidos en células expuestas a LA fue mayor y significativo
(p<0.05) respecto al obtenido en células con LB (Anexo C, Tabla XXV).

En cultivos con LA, la variacién en el contenido porcentual de lipidos fue
mayor que en cultivos con LB, el intervalo varié de 13.2-23.6% en LA, y de 12.3-
16.9% en LB (Fig. 17-C; Tabla XVI). No se observé una tendencia definida, en
el porciento de lipidos para ninguna condicién de luz. Sin embargo, si se

comparan los resultados en porciento de proteinas contra el de lipidos en la
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condicién de LA, el patrén de las curvas es el mismo. Mientras que en los
“cultivos con LB, el comportamiento coincide sélo del cuarto dia en adelante
(Fig. 15-A vs 15-C).

En cuanto a peso seco, peso organico y cenizas por célula, se observé
un patron similar entre variables y condiciones de luz (Fig. 16). El dia de
inoculacion (Dia 0), el valor de las tres variables es maximo y, de este al tercer
dia se da una disminucién significativa. Del tercer al sexto dia, los valores se
mantienen constantes y aumentan ligeramente para el séptimo dia de cultivo
(Tabla XVI). Las diferencias entre condiciones de luz, se presentaron los dias
1,2y 6 para la variable peso seco, los dias 1,2 y 7 para peso organico y los dfas
1,2,4 'y 7 para cenizas (Anexo C, Tabla XXV).

La concentracién promedio de los constituyentes bioquimicos y el
contenido de material orgénico por unidad de volumen de cultivo se presenta en
la figura 29 (Anexo B), Tabla XVI. En ambas condiciones de luz, los
constituyentes bioquimicos aumentan su concentracion respecto al tiempo de
cultivo, como resultado del crecimiento poblacional.

A pesar de las diferencias en el contenido celular de proteinas, la
concentracion de proteinas por litro de cultivo, fue similar entre condiciones de
luz, durante los siete dias de cultivo (Anexo B, Fig. 29-A). Sin embargo, la
concentracion de carbohidratos, lipidos y material organico presenté diferencias
entre condiciones de luz. En LA, la concentracién de lipidos por litro de cultivo
fue mayor que en LB, del tercer al séptimo dia (Anexo B, Fig. 29-C). Mientras
que, en LB el contenido de carbohidratos y material organico por litro fue mayor
que en LA, en todo el tiempo de cultivo (Anexo B, Fig. 29-B y D).
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Figura 15. Composicion promedio de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos
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Figura 16. Peso seco (A), peso organico (B) y cenizas (C) de Rhodomonas sp

en cultivos a nivel Garrafén con 18 L, expuestos a condiciones de luz blanca

y luz azul (e). La barra indica el error estandar.
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Figura 17. Porcentaje promedio de proteinas (A), carbohidratos (B) vy lipidos
(C), con respecto a peso organico, de Rhodomonas Sp en cultivos a nivel
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barra indica el error estandard.
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Tabla XVI. Composicién préximal promedio de Rhodomonas sp expresada en
pg por célula, porcentaje con respecto al peso orgédnico (% P.O.) y mg por litro
de cultivo, en volumen de 18 L (Garrafén) expuestos a luz azul (A) y luz blanca
(B).

A) LUZ AZUL

Proteinas Carbohidratos Lipidos Cenizas P.O.

PR T % ma| m % m| m % m| % m| m

cél  P.O. L cél PO L cél P.O. L cél P.O. L L

0 |278 194 29 | 188 132 20 | 193 135 20 | 1047 733 110 15.0
1 | 253 253 50 | 255 256 651 | 173 174 34 | 474 475 94 | 198
2 |222 237 82| 123 131 45 | 123 132 45 | 387 413 143 | 345
3 |187 250 116 894 119 55| 113 151 70 | 30.1 403 187 | 46.3
4 | 193 272 159 885 125 73 | 149 210 123]| 254 359 210 585
S | 171 241 170| 841 118 83 | 168 236 167 | 237 333 235 705
6 | 176 209 189 887 105 95 | 147 174 157| 252 299 269 | 90.0
7/ 231 236 29.1| 936 96 11.8| 180 184 227 | 424 427 533 | 123.0

B) LUZ BLANCA

Proteinas Carbohidratos Lipidos Cenizas P.O.

Dia pg % mg | pg % ma | pa % mg | pg % mg | mg

cél  P.O. L cél  PO. L cél P.O. L cél P.O. L L

O |310 195 32| 256 161 26 | 215 135 22 | 925 580 9.4 | 16.2
1 |263 201 56| 208 227 63| 161 123 34 | 628 479 134 280
2 |178 238 82 | 122 163 56 | 94 125 43 | 284 379 13.0| 342
3 |162 224 112| 95 132 6.6 | 106 147 7.3 | 246 3840 17.0| 500
4 172 234 145| 100 136 84 | 114 156 9.6 | 249 339 210 620
5 | 163 207 184 | 102 129 114 116 148 131 | 222 282 250 885
6 |166 200 218| 99 119 130 113 136 148 | 248 299 325 108.8
7 | 192 222 289 | 88 102 132| 146 169 22.0| 369 429 563 | 130.0
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6. DISCUSIONES

6.1. Etapa 1: Efecto de la irradiancia y la concentracion de
nutrientes (nitrato y fosfato)

6.1.1. Generalidades

La temperatura que se seleccioné para los experimentos fue 20+ 1°C, y
representa el promedio del intervalo de temperaturas (16-25°C) que han sido
reportadas para el cultivo de especies de este género (Jonasdéttir, 1994; Brown
et al, 1997). Debido a que este pardmetro se mantuvé constante entre
tratamientos, los resultados expuestos aqui no presentan una influencia directa
de este factor en la fisiologia de Rhodomonas sp.

El intervalo de irradiancias ensayadas en este estudio, se seleccioné a
partir de un experimento previo, donde se evalud la tasa de crecimiento de
Rhodomonas sp durante la Fe, bajo diferentes irradiancias (Anexo A, Fig. 22-
A). En este experimento previo, el valor de irradiancia necesario para alcanzar
el crecimiento méximo (ly) fue 90 PE m? s™ con una pmax de 0.9 dia”’. Sin
embargo, en el trabajo reportado aqui, la maxima tasa de crecimiento fue
menor (0.73 dia™). Esto posiblemente, dada la diferencia en la calidad de luz,
entre experimentos. En el trabajo previo, se utilizé luz blanca fria (cool-white),
mientras que, para la etapa experimental 1 se usé luz blanca “Daylight’. La
influencia de la composicién espectral de la luz en el crecimiento celular, ha
sido reportada también para otras especies de fitoplancton (Wallen y Geen,
1971ay b; Brown y Geen, 1974; Sanchez-Saavedra, 1994).

El pH inicial (Dia 0), en todos los tratamientos fue 7.6 + 0.1. El pH diario
de los cultivos, no presenté diferencias entre tratamientos (Anexo C, Tabla XX).
Sin embargo, respecto al tiempo de cultivo, presenté cambios significativos
(Anexo A, Fig. 19). Estos cambios, estuvieron asociados al crecimiento
poblacional y a la actividad fotosintética (Figs. 1, 8). En todos los tratamientos,

la variacion del pH se correlacioné directamente con la tasa de crecimiento (u)
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y de fijacién de carbono, ya que, durante el crecimiento exponencial (Fexp, Dia
2-4), conforme la biomasa se incrementa, existe un mayor consumo de
carbono. Lo que ocasiona que la concentracién de CO, en el medio disminuya,
y se origine un incremento del pH, hasta valores de 10 (Anexo A, Fig. 19). En
este trabajo, bajo la condicién inicial promedio de pH, la mayor parte (> 95%)
del carbono inorganico, que esta disponible para el crecimiento microalgal, se
encuentra en forma de bicarbonato (Falkowski y Raven, 1997). Cuando el
carbono del HCOg es utilizado para la fotosintesis microalgal, parte del COg*
contenido en el medio toma protones del agua para formar HCO3  con el objeto
de compensar la disminucién en su concentracién. Este proceso, de nuevo
equilibra al medio, donde debido a la liberaciéon de iones OH’, el pH se
incrementa, mientras la concentracién de carbono inorgéanico disminuye
(Uusitalo, 1996).

En las doce condiciones experimentales, el crecimiento y la tasa de
fijacion de carbono disminuyen significativamente (Figs. 1, 8), después del
maximo valor de pH alcanzando (Dia 4). La presencia de la Fqg y la disminucion
en el consumo de carbono, pueden estar asociadas con el efecto del pH sobre
la disponibilidad del carbono. Ya que, las concentraciones relativas de las
especies quimicas de carbono, estdn en funcién del pH (DeBoer, 1994;
Falkowski y Raven, 1997). A pH mayor a 9, el sistema del CO,, se desplaza
hacia la formacién de carbonatos (CO5%), por lo cual, el carbono remanente no
esta disponible para el crecimiento microalgal. Esta respuesta en el
crecimiento, ha sido reportada por Kaplan et al. (1986) y Fogg y Thake (1987),
quienes sefialan que el crecimiento microalgal es afectado a valores de pH

entre 10y 11.
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6.1.2. Crecimiento microalgal

En cultivos estéticos, el incremento en el nimero de células sigue un
patrdn caracteristico, en el cual se observan diferentes fases en relacién al
tiempo y las condiciones de cultivo. En este estudio, las curvas de crecimiento
obtenidas para los 12 tratamientos (Fig. 1), presentan la fase de crecimiento
exponencial (Fexp) y estacionario (Feg), y sélo los tratamientos que inician con
menor concentracion de nutrientes presentan la fase de muerte (Fgec). Aunque
existen diferencias en densidad celular diaria entre los tratamientos (Anexo C,
Tabla XX), las fases de crecimiento coinciden en el tiempo (Anexo A, Fig. 18).

Al inicio de los cultivos (Dia 0-2), la densidad celular entre tratamientos
no fue significativa (Anexo C, Tabla XX), debido a que, las células de
Rhodomonas sp usadas como inoculo, fueron cultivadas en las mismas
condiciones (92 pE m*? s™ y medio f/2). En la condicién “madre”, la divisién
celular no fue significativa (Fest), pero las células presentaban crecimiento
intracelular y al reestablecerles nuevas condiciones de cultivo, su ciclo de
crecimiento y la divisién celular en todas las condiciones experimentales
continda (Tablas I-IV). Observaciones similares en el ciclo de crecimiento, han
sido reportadas por Puiseux-Dao (1981), quien menciona que cuando las
condiciones de vida se vuelven inadecuadas para la célula, el metabolismo
celular disminuye y las células entran en un estado de aletargamiento. Sin
embargo, tan pronto como las condiciones ambientales son favorables, las
células se recuperan y toman su curso normal en su ciclo celular (interfase y
mitosis) de crecimiento.

Durante la Fex, (Dia 0-4), se observé un incremento en la tasa de
crecimiento para todos los tratamientos (Tabla I-IV), encontrandose diferencias
debidas al efecto sinergistico de la irradiancia y la concentracién de nutrientes.
Al relacionar la tasa de crecimiento (u) con el nivel de irradiancia de cultivo
(curvas p-l), se observé un comportamiento similar a la cinética de Michaelis-

Menten (Anexo A, Fig. 22). La tasa de crecimiento (1), aumenta en funcién de
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la irradiancia hasta alcanzar un valor asintético (umsx), donde el sistema se
satura (l), y p es independiente del nivel de irradiancia. Sin embargo, el
comportamiento caracteristico de las curvas obtenidas difiere como respuesta a
las diferentes condiciones de nutrientes evaluadas (Anexo A, Fig. 22-B). Para
cultivos con menor nutriente, se obtuvo un valor de I mayor y Umax menor, en
relacion al medido en la condicién control y de mayor nutriente,
respectivamente. Lo que indica que, un alga cultivada en un medio con bajo
nivel de luz o de nitrégeno, podria incrementar su tasa de crecimiento como
respuesta a un aumento en el nivel de irradiancia o en la tasa de suministro de
nutrientes. Brand y Guillard (1981), evalian el crecimiento de 22 especies
respecto al nivel de irradiancia de cultivo, encontraron que, las curvas p-I
reflejan una repuesta especifica determinada por la clase taxonémica, el habitat
y la historia de luz. Reportan ademds, que para una misma especie, la
respuesta intraespecifica microalgal esta principalmente asociada a su historia
de luz. Por otra parte, Maddux y Jones (1964), en cultivos de Nitzschia
closteriumy Tetraselmis sp, muestran que la diferencia en la concentracién de
nutrientes produce cambios en el requerimiento de luz para alcanzar Hmax- EN
su trabajo, la relacién entre Iy y la concentracion de nutrientes fue directa
(menor lx a menor nutriente), y contraria a la reportada aqui. Sin embargo,
Rhee y Gotham (1981) y Healey (1985), en otras especies, encuentran un
comportamiento similar al observado en este estudio, y lo atribuyen a una
relacion compensatoria entre la disponibilidad de luz y/o nutriente.

Cuando la poblacién de Rhodomonas sp entra a la Fes (Dia 4), las
diferencias en el crecimiento entre tratamientos, son evidentes y significativas
(Fig. 1). El crecimiento, en Feg, es resultado directo de la concentracién residual
de nutrientes y su disponibilidad para el desarrollo microalgal, durante este
periodo de tiempo. Para los cultivos con mayor concentracién de NOg, el
remanente en el medio al cuarto dia (~ 660 pM), permitié mantener tasas de

crecimiento superiores a las obtenidas en los tratamientos control y de menor
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nutriente respectivamente. Lo cual, afectd la densidad celular final
(rendimiento), producto de la concentracién inicial de nutriente (Anexo A, Fig.
20). Siendo las diferencias entre tratamientos significativas (Anexo C, Tabla
XX). Estos resultados son similares a los reportados por Lewitus y Caron
(1990), quienes evaluaron el crecimiento de Pyrenomonas salina en cultivos
con diferentes concentraciones de nitrégeno y fésforo, establecen una
correlacion directa entre el rendimiento final obtenido en la Feg y la
concentracion inicial de nutriente. Por su parte, Fogg y Thake (1987), sefalan
que el rendimiento final alcanzado en la fase estacionaria, depende de la
naturaleza del factor limitante. Si un nutriente es limitante, se espera que la
biomasa sea proporcional a la cantidad de nutriente suministrado inicialmente.

En Fest, la relacién entre el crecimiento y el nivel de irradiancia, no tuvo
una tendencia definida (Fig. 1). Probablemente, por que la condicién de
nutrientes influyé en mayor medida en la tasa de crecimiento. Sin embargo,
otros procesos fisiologicos, como la tasa fotosintética (Figs. 8,9) y el contenido
celular de clorofila a (Fig. 4), si reflejan claramente el efecto de la irradiancia
durante esta etapa del ciclo de crecimiento. Cuando un alga pasa del
crecimiento exponencial al crecimiento estacionario, se presentan cambios
significativos en su patrén metabdlico y en su composicion celular. Morris
(1981), puntualiza que estos cambios fisiolégicos, estan determinados
directamente por las condiciones del medio circundante.

La presencia de la Fgec, en los tratamientos con menor nutriente (Fig. 1),
se relacion6 con la disminucién en la tasa de fijacién de carbono y del
contenido de clorofilas, ocasionada tanto por el nivel de irradiancia, como por la
disponibilidad de NOg (Tabla V-B) y PO,> (Tabla VI-A) para las células
cultivadas en estas condiciones.

6.1.3. Consumo de Nitrato y Fosfato

En las distintas condiciones de luz y nutrientes, durante las primeras 24

horas (Dfa 0-1) de cultivo, se midi6 el mayor consumo por célula de nutrientes
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(Tablas V, VI). Ademés, en este periodo de tiempo, se tuvo una minima tasa de
crecimiento de 0.32 dia”’ y una méaxima de 0.88 dia™ (Tablas I-1V). Tomando en
consideracién que las células “madre” provienen de una condicién en Fes, €S
de suponerse que se den ajustes en la fisiol6gica celular para que la fase de
crecimiento activo se presente (Puiseux-Dao, 1981). Esta respuesta inmediata
a las condiciones de nutrientes, coincide con el aumento en la actividad de las
enzimas involucradas en el consumo y asimilacién de nitrégeno, que ha sido
observado también en otros organismos fitoplancténicos (McCarthy, 1981;
Syrett, 1981; Dortch et al,, 1984). Aunado a esto, observaciones realizadas por
Dortch et al. (1984), sefialan que el tiempo requerido para que se dé un
incremento en la biomasa celular es de 0 a 9 horas, cuando la condicién de
nitrdgeno es reestablecida en cultivos limitados. Sin embargo, se ha visto que
otras respuestas adaptativas, como la reestructuracién del aparato fotosintético,
requieren periodos de tiempo mayores para llevarse a cabo (Berner et al.,
1989; Lewitus y Caron, 1990). Por su parte, Shifrin y Chisholm (1981) reportan
que una vez que la condicién de NOj3 es reestablecida en cultivos de Oocystis
poliforma con tasa de crecimiento cercana a cero bajo condiciones severas de
deficiencia de nitrégeno, la tasa de consumo de NO3 es 3.3 veces mayor que la
obtenida en células creciendo en condiciones ricas de nitrégeno con p de 0.9
dia™.

Para todos los tratamientos, en las primeras 96 horas de cultivo que
corresponden a la Fep, la concentracion residual de los macronutrientes
disminuy6, mientras que, la densidad celular aumenté significativamente (Figs.
1, 2 y 3). Debido a que, la poblacién se duplica progresivamente y crece
exponencialmente, el requerimiento de nutrientes para cubrir las demandas
fisiologicas es mayor. En las distintas condiciones de irradiancia, la densidad
celular se correlacioné directamente con el consumo total acumulado de NOg' y

PO,> durante la Fexp. Aunque se ha reportado que el consumo de NOj3 es
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estimulado por la luz (Cloern, 1977; Syrett, 1981), los datos reportados aqui no
demuestran con claridad esta relacién (Tabla V-B).

Por otra parte, las diferencias e.n el consumo de NOj3, no fueron tan
marcadas como en el consumo de PO,%. Lo cual, esta relacionado con los
mecanismos que regulan el consumo de cada uno de estos nutrientes. El
consumo total de NOj, esta regulado principalmente por las necesidades
celulares, determinadas a su vez por el estado fisiolégico. Mientras que, las
diferencias en el consumo total de PO,*, entre condiciones de nutrientes
responden directamente a su concentracién en el medio (Fig. 3). Esta
documentado, que cuando existen altas concentraciones de fésforo inorganico
en el medio, las células consumen en exceso este nutriente, y tienen la
capacidad de almacenarlo en forma de polifosfatos dentro de granulos
citoplasmaticos (Fogg y Thake, 1987; Darley, 1987).

Durante la Feg, el consumo total de NOj™ entre tratamientos fue diferente,
como resultado de las diferencias en su concentracién residual en el medio
(Tabla V-A). Ademads, la disponibilidad del NO3, fue un factor que influyé en las
tasas de crecimiento de Rhodomonas sp obtenidas durante este periodo de
tiempo (Tablas I-IV) y se correlacioné directamente con el rendimiento final de
cada tratamiento (Anexo A, Fig. 20).

En todas las condiciones ensayadas, al inicio de la Fest la concentracion
residual de PO,* fue baja (0.21-4.11 uM), debido a que en la Fexp S€ consumié
mas del 95% del fosfato contenido en los cultivos (Fig. 4). Al cuarto dia, la
concentracion residual de PO43', estuvo directamente relacionada con la
condicion de nutriente, y fue independiente de la condicion de irradiancia.
Durante la Fest, no fue posible determinar el consumo total del PO43', debido a
que se detecté un aumento en su concentracién residual (Tabla VI-A). EI
incremento  desfasado entre tratamientos, estuvo relacionado con
concentraciones de PO,> menores a 0.5 MMy a la actividad de las fosfatasas

alcalinas. En general, se ha observado, que la induccién de la actividad de las
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fosfatasas alcalinas, asociadas a la pared celular, esta relacionada con la
disminucion en la concentracién de fésforo inorganico en el medio (McCarthy,
1981). Esta actividad enzimatica, facilita la utilizacion del fésforo organico,
hidrolizandolo y produciendo fésforo inorgénico a partir de él, en la vecindad
inmediata de la superficie celular (Raymont, 1980; McCarthy, 1981; Darley,
1987). En cultivos de Dunaliella tertiolecta en crecimiento estacionario con
concentraciones de PO,> menores a 0.05 pM, se ha observado actividad de las
enzimas fosfatasas alcalinas (Graziano et al., 1996). Ademas, los resultados de
Graziano et al. (1996), demuestran que la produccién de PO, fue 2 a 3 veces
mayor que la tasa maxima de consumo del nutriente. En el presente estudio,
aunque no se midi6 la actividad de las enzimas, es posible que las diferencias
entre la produccion por hidrdlisis y el consumo del nutriente, expliquen por que
no fue posible determinar el consumo de PO4> en los cultivos de Rhodomonas
sp, durante la Fest. Ademas, confirman que el requerimiento de PO,* por célula
en los diferentes tratamientos, estuvo cubierto por las reservas de polifosfatos y
por la produccién de fésforo inorgénico a partir de la actividad de las fosfatasas
alcalinas.

Las diferencias del crecimiento entre tratamientos, durante la Fegy, se
correlacionan con la disponibilidad del NOg" y PO,% en el medio de cultivo, y
reflejaron diferentes rendimientos finales (Fig. 1). Por otro lado, la presencia de
la Fgec, en los cultivos con menor nutriente en todas las condiciones de
irradiancia, estuvo relacionada con la disminucién del consumo de NOj por
célula (Tabla V-C).

6.1.4. Contenido de Clorofilas

El contenido total de clorofilas (a y c), presenté una relacién inversa con
el nivel de irradiancia y una relacién directa con el nivel de nutrientes (Figs. 5,
7). Sin embargo, al estandarizar el contenido de clorofila por célula, su relacion

con los factores de estudio cambié (Figs. 4, 6). Ademas, se observé una alta
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correlacion entre el contenido total de clorofila a y la densidad celular, para
todos los tratamientos experimentales (Anexo A, Fig. 21). Se considera
entonces, que la respuesta en el contenido total de clorofilas, estuvo
determinada por el crecimiento poblacional. En las condiciones de cultivo
evaluadas en este estudio, se confirma que el contenido total de clorofila es
una medida de la productividad del sistema, en términos de biomasa, pero no
refleja el estado fisiolégico de las células que integran la poblacién. Esto, se ha
visto también cuando se consideran otros factores como la salinidad. Jiménez y
Niell (1991), evaluaron el efecto de la salinidad en cultivos de Dunaliella viridis,
y observaron que el contenido total de clorofila a y carotenoides disminuye
conforme aumenta la salinidad. Mientras que, el sentido de esta relacidn
cambia cuando el contenido pigmentario es expresado por célula. Estos
autores, tratan de explicar esta discrepancia por las diferencias en las tasas de
crecimiento entre las condiciones evaluadas.

En los diferentes tratamientos, el contenido de clorofila a por célula varié
respecto al tiempo de cultivo (Fig. 4). En los primeros dias (Dia 1-3), el
contenido celular de clorofila a aumenta y las diferencias entre tratamientos
responden a las condiciones de nutrientes (Anexo C, Tabla XXI). La relacién
entre el contenido celular de clorofila a y el nivel de nutrientes fue inversa (Fig.
4). Cultivos con menor concentracién inicial de nutriente, producen mayor
concentracion celular de clorofila a (Tabla VII-A). Esta respuesta, se debe a que
en los tratamientos con menor nutriente, las tasas de crecimiento fueron
menores (Tablas I-IV) y los consumos por célula de NOj fueron mayores
(Tabla V-C) que los medidos en los tratamientos control y de mayor nutriente
respectivamente. El nitrégeno, es un elemento formador de las clorofilas y de
las proteinas asociadas a ellas, y se ha reportado que su disponibilidad influye
en la concentracién de los pigmentos celulares (Herzig y Falkowski, 1989;
Turpin, 1991; Geider et al., 1993).
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Del tercero al séptimo dia de cultivo, el contenido de clorofila a por célula
disminuye y las diferencias entre tratamientos, responden a las condiciones de
irradiancia (Anexo C, Tabla XXI). La tendencia a disminuir el contenido celular
de clorofila a, estuvo directamente asociada con la divisién celular. Mientras
que, la tasa de crecimiento disminuye, el crecimiento intracelular continda, lo
que origina que la célula ajuste a largo plazo su contenido pigmentario de
acuerdo a las condiciones de irradiancia que prevalecen en el cultivo. La
relacion inversa entre el contenido de clorofila a por célula y el nivel de
irradiancia (Anexo A, Fig. 24), puede deberse a una disminucién en el niimero
y/o el tamafio de las unidades cosechadoras de luz como respuesta de la
microalga al aumento en la disponibilidad de energia luminosa. La reduccién
del contenido de pigmentos celulares, se considera un proceso de
autoregulacion del aparato fotosintético para alcanzar un balance entre la
ganancia de luz y la demanda de energia necesaria para el mantenimiento v
crecimiento microalgal. Este comportamiento, ha sido también observado en
otras especies de fitoplancton marino (Durbin, 1974; Jeffrey y Vesk, 1977;
Chan, 1978, Claustre y Gostan, 1987; Lépez-Mufioz et al., 1992).

6.1.5. Fijacion de Carbono

Para todos los tratamientos, al inicio de los cultivos (Dia 1-2), la tasa de
fijacion de carbono por célula por hora se mantuvo constante (Fig. 8), mientras
que, expresada por unidad de clorofila a disminuyé ligeramente (Fig. 9).
Durante las primeras 48 horas, las células estan en crecimiento activo y la
poblacion se duplica en 24 horas (Tablas I-IV). Por otra parte, se observa un
consumo significativo de NOs™ por unidad celular (Tabla V-C). La ruta de
asimilacion de nitrégeno inorganico esta intimamente ligada con el metabolismo
del carbono, ya que depende de sustratos de carbono organicos, reductantes y
ATP que son suministrados por los procesos fotosintéticos y respiratorios

(Turpin, 1991). Por ello, el comportamiento observado en las tasas de fijacién
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de carbono por Rhodomonas sp, esta determinado en cierta medida, por el
consumo y asimilacién de NOjz (Falkowski y Raven, 1997). Ademas, por el
estado fisioldgico de las células (composicidén bioquimica), que influye en los
procesos celulares a seguir (Morris, 1981). Quizés en este periodo de tiempo,
las células no requieren aumentar su consumo de carbono, por que presentan
concentraciones suficientes de carbohidratos de reserva, que via glicdlisis
pueden ser destinados a la sintesis proteica. Por otra parte, para poder
sintetizar las proteinas necesarias, el NO; consumido debe ser reducido a
NH,", antes de ser incorporado a los aminoéacidos (Syrett, 1981), y para llevar a
cabo este proceso celular, se requiere un alto gasto energético y de poder
reductor (Thompson et al, 1989). En cultivos de Chlamydomonas, en
condiciones de baja irradiancia, mas del 40% del reductante producido
fotosintéticamente es usado en la reduccién del NOj (Falkowski y Raven,
1997). Por lo que, temporalmente, existe una competencia directa por los
electrones generados fotoquimicamente entre los sistemas de asimilacién de
COz y NO3, que puede reducir e inclusive suprimir la fijacién de CO, (Shifrin y
Chisholm, 1981; Syrett, 1981; Falkowski y Raven, 1997).

A partir del segundo dia de cultivo, en todos los tratamientos evaluados,
se observo una correlacién directa entre la tasa de crecimiento y la tasa de
fijacion de carbono, expresada por célula o por unidad de clorofila a (Figs. 8, 9).
En la Feyp, ambas aumentan, mientras en la Feg disminuyen. Asimismo, el
consumo de nutrientes por célula, disminuye conforme aumenta el tiempo de
cultivo (Tablas V, VI). EI comportamiento en las tasas de fijacién de carbono
respecto a la fase de crecimiento, puede estar relacionado con la actividad de
las enzimas involucradas en el proceso de fijacion de COs y/o a la
disponibilidad de CO.. Falkowski y Raven (1997), sefialan que la respuesta en
el contenido de RubisCO (Ribulosa Bifosfato Carboxilasa-Oxigenasa), puede
variar en funcién de la tasa de crecimiento y del estado de nutrientes. Para

cultivos de Dunaliella tertiolecta, Graziano et al, (1996), reportan que la
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abundancia relativa de RubisCO, en base al total de proteinas, disminuye un
30% conforme la tasa de crecimiento disminuye y el grado de limitacién por
fosforo aumenta. Sus resultados demuestran que las células en Fes presentan
menor actividad de la Rubisco que las células en Fexp, ¥ concuerdan con los
reportados por Geider et al. (1993), para células de Phaeodactylum tricornutum
cultivadas en diferentes condiciones de N y Fe,

Para las distintas condiciones de cultivo, la tasa de fijacién de carbono
presentd una correlacién directa con el nivel de irradiancia durante la Fey.
Notandose, un incrementé con la irradiancia, en las tres condiciones de
nutrientes (Anexo A, Fig. 23). En la Feg, la relacién entre la tasa de fijacion de
carbono y la irradiancia fue inversa. Esto quiere decir, que células en
crecimiento estacionario, disminuyen su capacidad fotosintética conforme
aumenta la disponibilidad de luz (fotoinhibicién). El efecto de la irradiancia
sobre la tasa de fijacién de carbono por unidad celular, es determinado por el
estado fisioldgico de las células. Durante la Fexp, € aumento en el nivel de
irradiancia, ocasiona una mayor captacion de energia luminosa y un incremento
en la eficiencia de utilizacién de la luz, que se vio reflejado en una mayor tasa
de fijacion de carbono. Mientras que, en Feg, las condiciones del medio influyen
en la fisiologia, disminuye la tasa de divisién celular (Fig. 1) y el contenido de
clorofilas (Figs. 4, 6), por lo cual, el aumento en la irradiancia tuvo un efecto
negativo en las distintas condiciones de nutrientes.

La tasa de fijacién de carbono se relacioné inversamente con la
condicion de nutrientes (Figs. 8, 9). En los tratamientos con menor nutriente, la
tasa de fijacion de carbono y el consumo celular de NOs fue mayor que las
obtenidas en los tratamientos control y de mayor nutriente, respectivamente.
Sin embargo, las tasas de crecimiento se correlacionan directamente con el
nivel de nutrientes (Fig. 1). Estas diferencias entre los tratamientos,
posiblemente se deban a diferencias en las rutas metabélicas seguidas por las

microalgas bajo las distintas condiciones de cultivo. Morris (1981), sefiala que



94

en células cultivadas bajo condiciones que promueven la sintesis de productos
de reserva (carbohidratos), se obtienen altas tasas de fijacién de carbono que
pueden ocasionar sobre-estimaciones de las tasas de crecimiento. Por otra
parte, Raymont (1980), puntualiza que aun cuando el crecimiento (division
celular) y la actividad fotosintética estan intimamente relacionadas, la respuesta
de estos procesos metabdlicos a condiciones fisico-quimicas variantes, no
siempre son iguales, los requerimientos de luz difieren, y el crecimiento maximo
es alcanzado a intensidades de luz menores que las necesarias para alcanzar

la fotosintesis maxima (Raymont, 1980; Morris, 1981).
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6.2. Etapa 2: Efecto de la calidad de luz en la produccién de

Rhodomonas sp.

6.2.1. Generalidades

Durante esta etapa de estudio, la concentracién de nutrientes fue 1323
HM de NaNOj; y 58.5 uM de NaH.PO,; mientras que, la temperatura se
mantuvo en 19 + 1°C, la salinidad en 32%., la aireacién en 4.5 L min”’ y la
irradiancia en 52 pE m?s™. Como el nivel de irradiancia fue el mismo para las
diferentes condiciones de calidad de luz, entonces el flujo de fotones por
unidad de area (PFD) fue igual. Sin embargo, al convertir la irradiancia (UE m™
s™') a unidades de energia (W m™), dividiendo los valores de irradiancia por un
factor de 4.6 para LB y 3.8 para LA (Lining, 1981), se observa una variacion
entre condiciones de calidad de luz. El contenido energético, calculado de esta
manera, fue 11.30 y 13.68 W m? para LB y LA respectivamente, obteniéndose
una diferencia de 2.38 W m™. Lo que significa que, la LA contiene un 20% mas
de energia que la LB. La diferencia en el contenido energético entre
condiciones de calidad de luz, es explicada por la teoria cuantica de Plank,
donde se establece que la energia de un fotén, conocida como cuanto, es
inversamente proporcional a su longitud de onda. Es decir, los fotones de luz
azul, que son emitidos en longitudes de onda entre 425-490 nm, contienen mas
energia que los fotones que integran la luz roja de longitudes de onda de 640 a
740 nm.

En este trabajo, se hace referencia a la calidad de luz experimental como
luz azul (LA), debido a que la composicién espectral de ella, esta representada
principalmente por longitudes de onda de este color (Anexo B, Fig. 25). Sin
embargo, hay que considerar que longitudes de onda en la banda del color
violeta (400-425 nm) y verde (490-560 nm), contribuyen también en la
composicion espectral de lo que llamaremos LA. Por otra parte, la composicién

espectral de la luz blanca tipo Daylight (LB) esta compuesta por un intervalo de
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longitudes de onda entre los 400 y 740 nm. Mientras que, en el espectro de
emision de LA, la contribucién de la luz con longitudes de onda mayores a 560
nm no se considera significativa, en LB la contribucién de las bandas del

amarillo, anaranjado y rojo resulta importante (Anexo B, Fig. 25).

6.2.2. Crecimiento microalgal

Para los tres niveles de cultivo, la densidad celular inicial fue igual y las
fases de crecimiento coincidieron en el tiempo, entre condiciones de LA y LB.
Sin embargo, los cultivos en LB presentaron mayor tasa de crecimiento y
alcanzaron una densidad celular final superior que los cultivos con LA (Fig. 10).
Una respuesta similar, ha sido observada, en microalgas como Thalassiosira
pseudonana (Flaak y Epifanio, 1978) y Chaetoceros sp (Correa-Reyes, 1993;
Sanchez-Saavedra, 1994). Mientras que, en otros trabajos que evalGan el
efecto de la calidad de luz en el crecimiento, se reporta un mayor crecimiento
en condiciones de LA (Wallen y Geen, 1971a; Brown y Geen, 1974; Humprey,
1983). O bien, especies como Stephanopyxis turris, ho presentan cambios en
las tasas de crecimiento respecto a la calidad de luz de cultivo (Jeffrey y Vesk,
1977). Las diferencias en el crecimiento, pueden estar relacionadas con
caracteristicas propias de la especie, como su composicién pigmentaria. Ya
que, el contenido y composicién de los pigmentos accesorios a la clorofila a,
influye en la capacidad de captacién de la energia luminosa en un determinado
intervalo de longitudes de onda (Correa-Reyes, 1993). Sin embargo, al
comparar resultados sobre la influencia de la calidad de luz en la fisiologia
microalgal, se debe tomar en cuenta que la distribucién espectral de un mismo
“color de luz" puede no ser idéntica entre trabajos. Por lo cual, la radiacién
fotosintéticamente utilizable (PUR) no seria igual entre las diferentes
distribuciones espectrales (Rivkin, 1989).

6.2.3. Consumo de Nitrato y Fosfato
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Los resultados de consumo total de NOj y PO43', para el nivel
Erlenmeyer y Fernbach, no reflejan diferencias entre condiciones de luz (Anexo
C, Tablas XXIIl, XXIV). Mientras que, a nivel Garrafén, el consumo total de NOjs
y PO fue mayor en LB respecto al determinado en LA (Anexo C, Tabla XXV).
Estas diferencias se deben principalmente, a la densidad celular alcanzada en
cada condicién de luz (Fig. 10).

Al estandarizar el consumo de NOg por unidad celular, se presentaron
diferencias entre condiciones de luz, solo durante las primeras 48 horas de
cultivo a nivel Garrafén (Tabla XIII-C). A partir del segundo dia, las células
cultivadas con LB consumieron la misma cantidad de NOj que aquellas
cultivadas en LA. Por lo cual, podemos concluir que el consumo celular de NOs™
no estuvo influenciado por la calidad de luz.

El consumo de PO,* por célula, entre condiciones de luz a nivel
Garrafén, presentd diferencias a partir del quinto dia de cultivo (Tabla XIV-C).
Estos resultados, muestran que en LB, el consumo de PO, por célula fue
mayor que el obtenido en LA. Estas diferencias, quiza estan determinadas por
el estado fisiolégico de las células mas que por el efecto de la calidad de luz.
En los cultivos con LB, la tasa de crecimiento durante este tiempo (Dia 5-7) fue
mayor que en los cultivos con LA (Tabla VIl). Por lo cual, el requerimiento del
nutriente fue mayor en las células cultivadas con LB creciendo en Fes. El
requerimiento de fésforo depende de su utilizacion en las funciones

metabdlicas celulares.

6.2.4. Contenido de Clorofilas

Aunque, a nivel Erlenmeyer y Garrafén, el contenido total de clorofila a y
¢, presentd diferencias significativas (p<0.05) entre condiciones de luz, al
observar los valores estandarizados por célula, no se presentaron diferencias
diarias significativas en ninguno de los niveles de cultivo (Anexo C, Tablas

XXI-XXV). Las diferencias en el contenido total de clorofila entre las
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condiciones de luz, fueron determinadas por las diferencias en el crecimiento, y
se correlacionan directamente con la densidad celular (Anexo B, Fig. 28). En
este trabajo, la concentracién de clorofila por célula resulté similar entre
condiciones de luz, debido a que la contribucion de la luz verde-azul en la
composicion espectral de la LB es mayor que la de Iuz roja (Anexo B, Fig. 25-
B). Autores como Hase (1980), Brinkmann y Senger (1980) y Senger et al.
(1980), evaluan el efecto de la calidad de luz sobre la formacién de &cido 5-
aminolevulinico (ALA) en relacion a la biosintesis de clorofila, y encuentran que
en células que crecen con luz azul ambos procesos son estimulados, en
comparacion con células cultivadas en luz roja (LR). Asimismo, Kamiya y
Miyachi (1980), reportan que el contenido de clorofila (a y ¢) de células de
Ochromonas sp en Foy fue mayor en LA e igual en LR, respecto a LB
(LA>LR=LB). En su caso, existi6 una mayor contribucién de la LR en la
composicion espectral de la LB, lo que originé un comportamiento similar entre
estas condiciones de luz. Por su parte, Rivkin (1989) cultivd Dunaliella
tertiolecta y Thalassiosira rotula, en un intervalo amplio de irradiancias (12-200
HE m* s'1) y encontré una mayor concentracién de clorofila a en condiciones de
LB, seguidas por LA y LR, respectivamente. Sin embargo, otros autores han
reportado una respuesta diferente para D. tertiolecta y T. rotula respecto a la
calidad de luz (Wallen y Geen, 1971b; Vesk y Jeffrey, 1977). Por lo cual, se
debe tener en cuenta que ademas de las diferencias entre especies, la
respuesta fisioldgica de una misma especie puede ser modificada debido a
condiciones de cultivo como la composicién quimica del medio, el nivel de
irradiancia y la composicién espectral de la luz empleada.

A nivel Erlenmeyer y Fernbach, se observé un aumento en el contenido
de clorofila ay ¢ por célula, el cual coincide con la Fexp, ¥ disminuye en la Feg
(Figs. 13,14A y B). Mientras que, la razén clorofila alc, en ambos niveles de

cultivo, fue similar en el tiempo y entre condiciones de luz (Tabla XV-A y B).
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La concentracién de clorofila a y ¢ por célula, en el nivel Garrafén,
mostré un aumento respecto al tiempo de cultivo, independientemente de la
calidad de luz (Figs. 13, 14-C). Ademads, la razén de clorofila a/c disminuyé
durante los siete dias de cultivo. Esta razén, varié de 3.8 a 3.2, tanto en LA
como en LB (Tabla XV-C). Los cambios en el contenido pigmentario, reflejaron
una respuesta de fotoaclimatacion de las células asociada con la edad del
cultivo, que fue producto del efecto del autosombreado debido al crecimiento
poblacional. Brown et al. (1996), reportan que el aumento en la densidad
celular, ocasiona una reduccién del 20-25% en la irradiancia que penetra hacia
el interior de cultivos de Thalassiosira pseudonana al culminar la Fex, mientras

que, en Feg la disminucién en la disponibilidad de luz fue 30-40%.

6.2.5. Composicién préximal a nivel Garrafén (18 L)

6.2.5.1. Diferencias en el tiempo de cultivo (fases de crecimiento)

El mayor contenido de constituyentes bioquimicos se presenté al inicio
de los cultivos (Dia 0), en ambas condiciones de luz (Figs. 15, 16). Esto se
debid a la condicién de las células provenientes del nivel Fernbach, usadas
como inoculo para el nivel de 18 L, las cuales se encontraban en Feg (Fig. 10).
El incremento del tamafio celular durante la Feg, en cultivos estaticos, es
comunmente observado en especies fitoplancténicas (Fogg y Thake, 1987).
Incrementar el tamafio celular (biovolumen), durante el crecimiento
estacionario, puede resultar de una disminucién en la tasa de divisién celular
relativa a la produccién de biomasa, o bien, a un cambio en el metabolismo
celular, de la sintesis proteica a la de carbohidratos o lipidos de reserva
(Lewitus y Caron, 1990). En nuestro caso, los cultivos provenientes del nivel
Fernbach contenian concentraciones altas de nitrato (~480 pM) y fostafo (~8
UM) al ser transferidos al nivel Garrafén, ademdas las células tenian sélo 24
horas en Fest y presentan un alto contenido proteico (Dia 0; 27.8 y 31.0 pg

célula en LA y LB, respectivamente). Estos datos nos sugieren, que las células
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de Rhodomonas sp. continlan sintetizando proteinas a expensas de los
carbohidratos y/o lipidos de reserva.

Durante el cultivo en 18 L, la Fex, se presenté del inicio al tercer dia de
cultivo, y coincide con el periodo de disminucidn en la concentracién celular de
los constituyentes bioquimicos (Figs. 15, 16). A excepcidn de los carbohidratos,
que presentaron un maximo en concentracién por célula a las 24 horasen LAy
LB (Fig. 15-B; Tabla XVI). En las primeras 24 horas de cultivo, la disminucién
de los constituyentes bioquimicos, expresada en pg célula™ tanto en LA como
en LB, pudiera estar asociada al aumento en las tasas de crecimiento (Tabla
VII) y resultar de la divisién del material celular. Mientras que, el méaximo de
carbohidratos, parece ser una respuesta fisiolégica de aclimatacién, que ha
sido observada con anterioridad para esta misma cepa de microalga (Lafarga-
De la Cruz, 1997). El aumento en la concentracion y porciento de
carbohidratos, en células recién transferidas de nivel Fernbach a Garrafén, se
debe a la recuperacion de la capacidad fotosintética y se relaciona con un alto
consumo de nutrientes (Figs. 11, 12-C) y un incremento en la tasa de
crecimiento (Fig. 10; Tabla VII). Sin embargo, el contenido proteico continua
disminuyendo del primer al tercer dia, y coincide con la disminucién significativa
de los carbohidratos. Este comportamiento, no concuerda con la concepcién de
lo que pasa en el metabolismo microalgal, donde se esperaria que se diera
durante la Fep. Varios autores han demostrado que la concentracién de
proteinas aumenta, mientras que la concentracién de carbohidratos (productos
intermediarios) o lipidos disminuye (Flaak y Epifanio, 1978; Whyte, 1987;
Fernandez-Reiriz ef al., 1989). En cultivos de 18 L de Isochrysis aff. galbana
(clone T-iso), Valenzuela-Espinoza (1997) reporta que el aumento en la
concentracion celular de proteinas, tanto en pg célula como en porciento
respecto al peso organico coincide con la Fep y la disminucién de los
carbohidratos. Sin embargo, los inoculos que él utiliza para el nivel garrafén

provienen de cultivos limitados en nutrientes. Por otra parte, el hecho de que
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encontremos una disminucién en el contenido orgédnico celular (Fig. 16B),
podria indicarnos de manera indirecta una disminucién en el tamafio celular
(biovolumen) durante la Feyp, Y este hecho podria explicar la disminucién tanto
de proteinas como carbohidratos, lipidos y cenizas.

En ambas condiciones de luz, a partir del tercer dia inicia la Fes y se
observa que disminuye la frecuencia de divisién celular (Fig.1; Tabla VII). Sin
embargo, el contenido de proteinas, carbohidratos, cenizas y peso organico por
unidad celular se mantuvo casi constante (Figs. 15, 16; Tabla XVI). Mientras
que, el contenido de lipidos aumenté (Fig. 15-C). La relacién inversa entre la
tasa de crecimiento y la concentracién de lipidos, indica que las células
acumulan lipidos como compuestos de reserva. Ademas, aun cuando no se
observé un cambio significativo en la concentracién celular de proteinas y
carbohidratos (pg célula’1), en términos del porciento respecto al peso orgéanico,
ambos constituyentes disminuyen durante la Fes (Fig. 17). Esto confirma que,
durante el crecimiento estacionario, hubo un cambio en la fisiologia microalgal,
donde, las células de Rhodomonas sp que se encuentran en Fexp, CUya ruta
principal es la sintesis de proteinas, durante la Fest cambian su metabolismo
hacia la sintesis de lipidos, aunque en diferente medida respecto a la calidad
de luz. Esto coincide con otros trabajos, donde se reportan resultados similares
en el porcentaje de proteinas en Foy respecto a la Fexp, €n cambio, el
porcentaje de carbohidratos y/o lipidos aumenta, dependiendo de la especie y
las condiciones de cultivo (Flaak y Epifanio, 1978; Whyte, 1987; Fernande-
Reiriz et al., 1989; Brown et al., 1996). Lafarga-De la Cruz (1997), en cultivos
de Rhodomonas sp en medio f/2, observd un comportamiento similar entre
fases de crecimiento, encontré una disminucién de todos los constituyentes
durante la Feyx,. Mientras que, en la Fest €l comportamiento de las proteinas y los
lipidos coincide con lo reportado aqui, y el de los carbohidratos difiere, ya que
se encontr6 un aumento en el contenido celular de estos. Esta diferencia,

probablemente se debe a la condicién especifica de cultivo, menor
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concentracion de nutrientes en el medio (el 75%) y el doble de la irradiancia
utilizada en este trabajo. Lo que pudo haber creado diferencias en el grado de
limitacién por nutrientes y la capacidad fotosintética celular.

Otro aspecto, que quizd este relacionado con el incremento de lipidos
durante la Fest, €s €l aumento en el contenido celular de pigmentos. Como se
menciond con anterioridad, el efecto de autosombreado, ocasioné una
disminucién de la irradiancia hacia el interior del cultivo. Esto, originé un
aumento en el contenido de clorofila (Fig. 13, 14-C). Como, las clorofilas se
encuentran embebidas en los tilacoides, y éstos estdn constituidos de
membranas lipidicas, es probable que, el aumento en el contenido de lipidos
este asociado en cierta medida a la formacién de membranas tilacoidales
dentro del aparato fotosintético (Jeffrey y Vesk, 1977).

Para las dos condiciones de luz estudiadas, la composicién préximal por
unidad celular, varié de 16-31 pg de proteinas, 8-29 pg de carbohidratos y 9-21
pg de lipidos, durante los siete dias de cultivo (Tabla XVI). Valores similares de
carbohidratos (10-38 pg célula™) y lipidos (6-27 pg célula™), han sido reportados
por Lafarga-De la Cruz (1997) en cultivos de Rhodomonas sp. Sin embargo, el
contenido de proteinas fue menor al encontrado aqui (7-19 pg célula™), debido
a la diferencia en la técnica de extracciéon empleada. En el trabajo citado, se
realizo solo una extraccién por 10 minutos a 100°C con 5 ml de NaOH 1N
(Raush, 1981), mientras que, en este estudio las muestras fueron sometidas a
doble extraccion bajo las mismas condiciones descritas. La tabla XIX (Anexo
B), muestra los resultados de diversos autores que han determinado la
composicion proximal del género Rhodomonas, bajo diferentes condiciones de
cultivo y fases del ciclo de crecimiento. De estos trabajos, se resume que la
concentracion de los constituyentes bioquimicos por célula fluctta en un
intervalo similar al reportado aqui, en el caso de carbohidratos (3-20 pg) vy
lipidos (2-22 pg). Mientras que, en el caso de las proteinas, el intervalo

reportado por estos autores, es mayor (13-65 pg célula™). Las discrepancias
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entre trabajos, quiza estén asociadas a las distintas condiciones de cultivo y/o

métodos quimicos empleados para la determinacién de los constituyentes.
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6.2.5.2. Diferencias entre condiciones de luz

La composicién préximal de Rhodomonas sp presenté diferencias
significativas (p<0.05), respecto a la calidad de luz. Durante el tiempo de
cultivo, las células cultivadas en LA, tuvieron mayor contenido de proteinas y
lipidos, y menor de carbohidratos, que aquellas células cultivadas en LB (Figs.
15, 17). El aumento del contenido proteico en diversas especies
fitoplancténicas, ha sido reportado en un amplio intervalo de intensidades
luminosas, y en cultivos que difieren en la concentracidn y especiacién de los
nutrientes empleados (Wallen y Geen, 1971b; Brown y Geen, 1974; Flaak y
Epifanio, 1978; Rivkin, 1989; Correa-Reyes, 1993; Sanchez-Saavedra, 1994).

Miyachi et al. (1980), han encontrado que la calidad de LA promueve una
mayor incorporacién de '*CO,, mediante la via de fijacién obscura. Este
incremento en la carboxilacién, en condiciones de LA, se atribuye a una mayor
actividad y produccion de novo de las enzimas relacionadas con la utilizacién
del fosfoenol piruvato (PEP; Ruyters, 1980; Kulandaivelu y Sarojini, 1980).
Como resultado de la carboxilacién del PEP se promueve la formacién el
oxaloacetato (OAA), directamente por la actividad de la enzima fosfoenol
piruvato carboxilasa (PEPC) e indirectamente por la enzima piruvato kinasa
(PK). El incremento en OAA y otros aminodcidos (glutamato, malato vy
aspartato) y compuestos (fumarato, citrato) involucrados en el ciclo de Krebs,
explican el aumento en las tasas de respiracion en células expuestas a LA y
resultan en una mayor sintesis de proteinas (Voskresenskaya, 1972; Miyachi et
al., 1980; Kowallik, 1982).

Ademas, del piruvato generado via glucdlisis, la calidad de LA promueve
también, la sintesis de alanina y la conversién a Acetil Co-A. A partir de los
cuales, se producen &cidos grasos y lipidos (Jeffrey y Vesk, 1997).

Como el efecto de la luz azul, aumenta el aspartato como precursor de
proteinas, la predominancia de esta ruta sobre la sintesis de azicares, tiene

como consecuencia un mayor gasto energético para poder formar
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carbohidratos de reserva (Kowallik, 1970: Voskresenskaya, 1972). Por otra
parte, Kulandaivelu y Sarojini (1980), demuestran que la calidad de LA, inhibe
preferencialmente el ciclo de Calvin y activa la carboxilacién obscura a partir de
la degradacién de la glucosa. Lo anterior, podria explicar por que en las células
con LA el contenido de carbohidratos fue menor que en células con LB (Fig. 15-
B).

Aunque las células expuestas a condicién de LA presentan un mayor
contenido de proteinas, al determinar la concentracién de proteina por unidad
de volumen de cultivo, esta resulta similar entre condiciones de LA y LB (Anexo
B, Fig 29-A). Este comportamiento, se atribuye a las diferencias en las tasas de
crecimiento entre condiciones de luz (Fig. 10-C; Tabla VII). Debido a que, en los
cultivos expuestos a LB la densidad celular fue mayor que la obtenida en LA,
aun cuando las células contienen menor concentracién de proteinas (Fig. 15-
A), al multiplicar el contenido de proteina por célula por el nimero de células en
un litro de cultivo se obtienen valores similares que los calculados en LA, donde
hay menor densidad celular pero mayor concentracion de proteinas por célula.

En la concentracién de carbohidratos, lipidos y material organico, por
volumen (mg L), se observan diferencias entre condiciones de luz, para
algunos de los dias de cultivo (Anexo B, Fig. 29B y C). Los cultivos en LB,
presentan una mayor concentracién de carbohidratos y material orgénico que
los cultivos en LA. Mientras que, en el caso del contenido de lipidos sucede lo
contrario, entre condiciones de luz. Esto, ocasiona que la calidad nutricional en
un determinado volumen de cultivo de Rhodomonas sp difiera entre
condiciones de calidad de Iuz. Sin embargo, la eficiencia de su uso en la
alimentacién de invertebrados marinos, dependera directamente de los
requerimientos propios del organismo, al cual se le suministre como dieta. En el
trabajo realizado por Epifanio y Flaak (1978), se obtienen 6 dietas de
Thalassiosira pseudonana que difieren en su contenido de proteinas y

carbohidratos, como resultado de diferentes calidades de luz de cultivo y fases
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de crecimiento cosechadas. Estos autores, encuentran que el valor nutricional
de esta diatomea, usada como alimento de ostiones juveniles de Crassostrea
gigas, esta directamente relacionado con su razén C:N. Por lo que, la dieta con
mayor razon C:N, resulté en un incremento significativo de la tasa de
crecimiento (concha y tejido) y el contenido de glicégeno, debido a que, el
requerimiento proteico total de los ostiones es relativamente bajo (menor al

20% de la racion en base seca).
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7. CONCLUSIONES

La mejor condicién de irradiancia y concentracién de nutrientes para la
produccion de Rhodomonas sp, en términos de mayor tasa de crecimiento
promedio y maxima densidad celular final, fue el tratamiento con irradiancia de
52 yE m?s” y 1323 uM de NaNO; y 58.5 uM de NaH,PO,.

Durante la fase de crecimiento exponencial no se presentaron
diferencias en la densidad celular en los cultivos con lua azul y luz blanca, pero
en la fase de crecimiento estacionario, la densidad celular fue
significativamente mayor en los cultivos con luz blanca. La densidad celular
final en cultivos de Rhodomonas sp expuestos a luz blanca fue 15% mayor que

la encontrada en luz azul.

En los cultivos con luz azul, el contenido de proteinas por célula fue 14%
mayor, y el contenido de lipidos por célula fue 6.2 a 30.9% mayor que en
cultivos con luz blanca. Sin embargo, a pesar de las diferencias por célula, la
concentracion de proteinas y lipidos por volumen de cultivo no varié entre

condiciones de luz.

En los cultivos con luz blanca, el contenido de carbohidratos fue mayor

tanto por célula (5.9 a 26.5%) como por volumen de cultivo (13-27%).
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Tabla XVII. Valores poblacionales promedio durante los siete dias de cultivo de
Rhodomonas sp en volumen de 200 ml con diferentes condiciones de
irradiancia y nutrientes (nitrato y fosfato).

Condicién de Cultivo

Densidad
T [Mrradiancia NaNO; final [ Hprom | Dprom [ TDgrom | PDprom
NaH,PO, @l ml™y | @) | (divdia') | (dias) | (cé&l mI')

(LEm*®s™) (uM)

T18 50 661-29.3 826666 |0.44 | 0.63 [ 7.05 | 132407
T2 882-39 1195556 | 0.40 0.59 17.6 | 182130
T3 1323-58.5 1612222 | 0.47 0.68 2.10 | 252778
T42 68 661.8-29.3 773333 [ 0.48 | 0.69 | 1.89 | 149537
T5 882-39 1180000 | 0.40 0.57 413 | 178889
T6 1323-58.5 1447778 | 0.45 0.65 3.05 | 225741
T72 103 661-29.3 803333 [0.45( 0.64 | 4.42 | 131667
T8 882-39 1185556 | 0.41 0.59 15.3 | 142000
T9 1323-58.5 1530000 | 0.44 0.64 2.50 | 237593
Ti08| 142 661.8-29.3 847775 [0.46 | 0.67 | 2.92 | 136666
T11 882-39 1110000 | 0.40 0.57 3.90 | 168148
T12 1323-58.5 1513333 | 0.44 0.64 4.39 | 235000

? El promedio para estos tratamientos es sélo para seis dias de cultivo, debido a que a
partir de este se presenta el decaimiento de la poblacién microalgal.
Mprom = tasa de crecimiento promedio en siete dias de cultivo
Dprom = Divisiones por dia promedio en siete dfas de cultivo

TDyprom = Tiempo de duplicacién promedio en siete dias de cultivo
PDprom = Produccion diaria promedio en siete dias de cultivo
T = nimero de tratamiento
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Tabla XVIIl. Valores poblacionales maximos alcanzados en los cultivos de
Rhodomonas sp en volumen de 200 ml con diferentes condiciones de
irradiancia y nutrientes (nitrato y fosfato). En la columna de tratamiento (T) se
indica el dia en el cual se alcanzé la méaxima tasa de crecimiento.

Condicion de Cultivo

Densidad
T Nradianca NaNO, final Mmax Drmax TDmsx | Pmax

E m? ) Ne;ﬁ;;o,i (célmiy | (diay | (divdia™) | (dias) | (célmi™)
T1-3° 52 661-29.3 826666 | 0.82 1.18 0.84 | 406111
T2-3% 882-39 1195556 | 0.76 1.10 0.90 | 421111
T3-3% 1323-58.5 1612222 | 0.96 1.39 0.71 | 329445
T4-4 68 661.8-29.3 773333 | 0.68 0.99 1.00 | 307222
T5-3% 882-39 1180000 | 0.76 1.10 0.90 | 411112
T6-3° 1323-58.5 1447778 | 0.80 1.15 0.86 | 387778
T7-4 103 661-29.3 803333 | 0.97 1.40 0.71 | 456111
T8-4 882-39 1185556 | 0.86 1.25 0.79 | 451666
T9-3% 1323-58.5 1530000 | 0.86 1.24 0.80 | 377778
T10-4 142 661.8-29.3 847775 | 0.96 1.39 0.71 | 433888
T11-4 882-39 1110000 | 0.83 1.19 0.83 | 418889
T12-1 1323-58.5 1513333 | 0.88 1.27 0.78 | 414445

® Para estos tratamientos el dia de maxima produccién fue el cuarto.
Hmax = tasa de crecimiento méaxima alcanzada durante los siete dias de cultivo
Dmax = Divisiones por dia correspondiente a pmsx

TDmax= Tiempo de duplicacién correspondiente a pmey

Pmax= Produccion maxima alcanzada durante los siete dias de cultivo
T = nuimero de tratamiento
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Figura 18. Crecimiento promedio (Logis) de Rhodomonas sp en volumen de
200 ml a diferentes irradiancias y concentracién de nutrientes. (e 661-29.3, O
882-39 y 4 1323-58.5 pM de NaNO; y NaH,PO, respectivamente). La barra
vertical indica el error estandar.
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Figura 19. Valores de pH en cultivos de Rhodomonas sp en volumen de 200 ml
a diferentes irradiancias y concentracion de nutrientes (e 661-29.3, 0 882-39 y
¢ 1323-58.5 pM de NaNO3z y NaH,PQO, respectivamente).
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Figura 23. Relacion entre irradiancia y tasa de asimilacion de C por célula en
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123

18— A) F,, (Dia 4) 5 B) F., (Dia 6)
S 174 S 17
© o 1.6
O 1.6 3]
© (] 1.5 ™
g 1.5 — 8 1.4
‘_g 1.4 — g 1.3 -
O O 1.2
o 1.3 ™ o
o o 1-1 ha
1.2 = 1.0 —
1.1 T T T T 0.9 T T T T
40 60 80 100 120 140 160 40 60 80 100 120 140 160
- 045 — ] - 0.35 — D) F . (Dia 6
' 0.45 C) Fexp (Dia 4) ‘g 0.35 ) Fogt ( )
= 0.40 — =
'8 8 0.30
© 0.35 0
(4} ]
= = 0.25 -
£ 0.30 =
5 S
o 0257 O 0.20 -
2 0.20 A 2
0.15 —
0.16 —
L e e I B B 0.10 T T T T
40 60 80 100 120 140 160 40 60 80 100 120 140 160
Irradiancia (WNE m? s™) Irradiancia (UE m® s™)
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Figura 25. Espectros de emisién de las fuentes de luz usadas en etapa
experimental 2. A) Espectro de luz azul, tomado de Sanchez-Saavedra y
Voltolina (1994). B) Espectro de luz blanca tipo “Daylight” tomado de Sénchez-
Saavedra et al. (1996).
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Figura 26. Crecimiento promedio (Logis) de Rhodomonas sp en diferentes
volimenes de cultivo: A) Erlenmeyer de 200 ml, B) Fernbach de 2 L y C)
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Tabla XIX. Composicién bioquimica de especies del género Rhodomonas sp por diversos autores.

Cenizas Proteinas Carbohidratos Lipidos Peso
Especie Autor Observaciones Organico
%P.O pgcéll %P.O pg cél” %P.O pg cél’ % P.O pg cél” pg cél”
Rhodomonas  Trabajo LB, Promedio en Fey, 47.8£10 60x32 21x23 251x28 18.3x3.7 18.9:x6.6 12.7+0.6 16.3+35 102.3 +40.5
sp presente LB, Promedio en Feq 33.7+5.6 26.6x6 21x1.3 192123 12.3+1.3 8.9+0.3 16.1+1.2  15.1x25 827+ 39
Rhodomonas  Trabajo LA, Promedio en Fuy 54+16.9 6335 22.843 25+6.6 17.3+¢7.1 225x9.1 14.6x2.3 15.7+6 96.3+28.7
sp presente LA, Promedio en Fex 36.4+5.1 29.3+7 24+22 17.1x12 11.2z1.1 9.7+0.5 19.1£32 11.9=%1.5 84.4+13.3
Rhodomonas Lafarga-De 2L,LB, 110 pEm™*s”, - --- 17-36 7.5-19.1 34-55 10.4-38.6 25-38 6.8-27.9 -
sp la Cruz medio /2, intervalo en
(1997) siete dias de cultivo
Rhodomonas Fernandez- LB (PAR1), 60 Fexp - -um 16.75 13.54 12.6 10.2 27.86 22.41 80.9
sp Reiriz et al. ME m?s7, Fest meda - - 44.64 65.35 28.8 42.29 33.08 48.26 146.1
(1989) medio Walne Fest tardia === - 28.49 43.97 28.9 40.56 40.24 56.34 139.9
Rhodomonas  Jénasdottir 16°C, medio Fexp temprana - - - 51.58 - 3.23 - 2.07 -
lens (1994) f/2, ciclo Fexp tardia --- - - 59.04 - 3.77 -— 2.26 -
10L:100 Fest - - - 52.65 - 3.01 nes 2.28 -
Rhodomonas Ferreiro et al. 45.66 - 4.15 - 1.42 - 11.91 - -
sp (1990)
Rhodomonas Brown etal.  1.41L,22°C, 100 pEm™s’, 10+£7% 9.2 48 +6 44.16 22+12% 20.24 22 +3% 20.24 925
salina (1998) ciclo 12L:120, medio fg, P.S. % P.S. P.S. P.S. P.S.
F oxp medio-tardia
Rhodomonas Renaud et 151, 25°C, 80 yEm™s’, 17.2% 13.65 29.1% 23.1 8.6 % 6.82 18.7 % 14.84 79.4
sp al. (1999) medio /2, Fexp tardia P.Ss. P.S. P.S. P.S. P.S.
Rhodomonas McCausland  Luz continGa a 50-75 uE 103 % —— 59 +20 - 19+5% - 19+3% - -
salina etal (1999) m?2s, medio fe P.S. % P.S. P.S. P.S.
Cryptomonadas  Brown et 1.2 L, 20-25°C, medio fg, - - 29-36 - 9-10 % - 11-12.5 - -
al. (1997)  70-80 pEm™s’, ciclo % P.S. P.S. % P.S.

12L.120, Fexppar&'a
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Figura 29. Concentracién promedio de proteinas (A), carbohidratos (B), lipidos
(C) y peso organico (D) por volumen de cultivo, a nivel Garrafén con 18 L,

expuestos a condiciones de luz blanca (o) y luz azul (e). La barra indica el error

estandar.
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ANEXO C

Tabla XX. Valores de probabilidad (p) resultantes de la prueba ANOVA no
paramétrica de Kruskal-Wallis para datos obtenidos durante la etapa
experimental 1. Los numeros en rojo indican valores significativos de p con un
nivel de confianza del 95% (p > 0.05 no significativa, p < 0.05 significativa).

Dia | Densidad | pH Chl a Chl a Chl ¢ Chl ¢ e Bl

Celular celular | Total | celular | Total | "porcsula

0 0.207 0.686 == -=== = e ===

1 0.087 0.517 | 0.025 0.381 — — 0.051

2 0.013 0.523 0.005 0.115 0.080 0.181 0.050

3 0.002 0.493 0.004 0.044 0.047 0.031 0.050

4 0.046 0.520 0.022 0.006 0.355 0.122 0.038

5 0.133 0.520 0.008 0.001 0.003 0.002 0.060

6 0.001 0.470 0.000 0.000 0.004 0.000 0.106

7 0.001 0.466 0.001 0.001 0.005 0.001 0.556

Tabla XXI. Valores de probabilidad (p) resultantes de la prueba ANOVA no
paramétrica de Kruskal-Wallis para datos de clorofila a por unidad celular de la
etapa experimental 1. Para el andlisis los datos fueron agrupados por condicién
inicial de nutrientes (A) y por nivel de irradiancia (B). Los ntimeros en rojo
indican valores significativos de p con un nivel de confianza del 95% (p > 0.05
no significativa, p < 0.05 significativa).

A
NaNO; Bloqueo por
NaH,PO, Tratamiento de Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia4 Dias Dia 6 Dia7
(M) nutriente
661-29.3 1
882-39 2 0.023 | 0.000 | 0.000 | 0.032 | 0.611 | 0.403 | 0.579
1323- 3
58.5
B
frradiancia Blogqueo por
(MEm?s™) | Tratamiento de Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7
luz
62 1
68 2 0.345 | 0.165 | 0.143 | 0.003 | 0.000 | 0.000 | 0.000
103 3
142 4
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Tabla XXII. Valores de probabilidad (p) resultantes de la prueba ANOVA no
parameétrica de Kruskal-Wallis para datos de asimilacion de carbono por unidad
celular por hora, en etapa experimental 1. Para el andlisis los datos fueron
agrupados por condicion inicial de nutrientes (A) y por nivel de irradiancia (B).
Los numeros en rojo indican valores significativos de p con un nivel de
confianza del 95% (p > 0.05 no significativa, p < 0.05 significativa).

A
NaNO; Bloqueo por
NaH,PO, Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 6 Dia 6 Dia7
(pM) de nutriente
661-29.3 1
oL 4 2 0.021 | 0.001 | 0.228 | 0.000 | 0.000 | 0.012 | 0.655
1323-58.5 3
B
Irradiancia Bloqueo por
(HE m?s™) Tratamiento Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia § Dia 6 Dia7
de luz
52 1
68 2
103 3 0.044 | 0.312 [ 0.003 | 0.723 | 0.775 | 0.407 | 0.048
142 4

Tabla XXIII. Valores de probabilidad (p) resultantes de la prueba ANOVA no
paramétrica de Kruskal-Wallis para datos obtenidos en cultivos a nivel
Erlenmeyer (200 ml) durante etapa experimental 2. Los nimeros rojos indican
valores significativos de p con un nivel de confianza del 95% (p>0.05 no
significativa, p<0.05 significativa).

oia | Conec. pH Chla Chla Chlc Chlc INOs] | %R | [PO,*] | Consumo
Celular celular total celular total residual ’ residual i

0 1.000 { 1.00 --- — o o 1.000 — 1.000 -

1] 0.245 | 1.00 | 0.699 | 0.699 n --- 0.121 0.121 0.121 0.121

2 | 0.439 | 0.12 | 0.121 0.439 | 0.121 0.121 0.121 1.000 | 0.245 | 0.121

31 0121 | 0.12 | 0439 | 0.121 0.121 0.021 0.121 0.121 0.121 0.121

4 | 0.021 1.00 | 0.121 0.021 0.439 | 0.021 0.121 0.121 0.439 | 0.121

5 0245 | 1.00 | 0.121 0.021 0.121 0.021 0.121 0.121 0.121 0.121

6 | 0.021 1.00 | 0.121 0.021 0.121 0.021 0.121 0.121 1.000 | 0.121

7 ( 0021 | 012 | 0.121 0.021 0.121 0.021 0.121 0.121 0.245 | 0.439
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Tabla XXIV. Valores de probabilidad (p) resultantes de la prueba ANOVA no
paramétrica de Kruskal-Wallis para datos obtenidos en cultivos a nivel Fernbach
(2 L) durante etapa experimental 2. Los numeros rojos indican valores
significativos de p con un nivel de confianza del 95% (p>0.05 no significativa,

p<0.05 significativa).
Dia Conc. pH Chla Chla Chlc Chlc [NOy] [ Consumo | [PO,"] °°;‘3:'a'?‘°
Celular celular total celular total residual 3 residual

0 0.121 1.00 - 1.000 1.000

1 0.439 | 0.43 | 0.121 0.121 | 0.121 | 0.121 | 0.699 | 0.699 | 0.245 | 0.245
2 0.121 | 0.43 | 0.439 | 1.000 | 1.000 | 0.439 | 0.121 | 0.121 | 0.121 | 0.121
3 0.121 | 0.43 | 0.121 | 0.439 | 0.439 | 1.000 | 1.000 | 0.121 | 0.121 | 0.121
4 0.021 | 012 | 0121 | 0.439 | 0.121 1.000 | 0.121 | 0.439 | 0.121 | 0.121
5 0.021 | 1.00 | 0.121 | 0.439 | 0.121 1.000 | 1.000 | 1.000 | 0.121 | 0.121
6 0.439 | 1.00 | 0.121 | 0.121 | 0.439 | 1.000 | 0.121 | 0.121 | 0.439 | 0.121

Tabla XXV. Valores de probabilidad (p) resultantes de la prueba ANOVA no
paramétrica de Kruskal-Wallis para datos obtenidos en cultivos a nivel Garrafén
(18 L) durante etapa experimental 2. Los numeros rojos indican valores
significativos de p con un nivel de confianza del 95% (p>0.05 no significativa,

p<0.05 significativa).

A
pia | Conc. pH Chla Chla Chlc Chlc INOsT | ®her™ | PO, °°,;‘g:';."°
Celular celular total celular total residual residual
0 0.665 | 0.02 0.773 0.773
1 0.386 | 0.31 | 0.439 | 0.121 | 0.439 | 0.121 | 0.030 | 0.030 | 0.248 | 0.149
2 0.061 | 0.47 | 0439 | 0.121 | 0.439 | 0.121 | 0.021 | 0.043 | 0.021 | 0.083
3 0.021 | 0.04 |{ 1.000 [ 0.121 | 1.000 | 0.121 | 0.021 | 0.083 | 0.021 | 0.021
4 0.773 | 0.02 | 0439 [ 0.021 | 0439 | 0.021 | 0.021 | 0.564 | 0.021 | 0.248
5 0.021 | 0.02 | 0.121 | 0.021 | 0.121 | 0.038 | 0.021 | 0.248 | 0.021 | 0.021
6 0.021 | 019 | 1.000 [ 0.121 | 1.000 | 0.021 | 0.021 | 0.149 | 0.021 | 0.021
7 0.021 | 019 | 0.773 | 0.021 | 0.564 | 0.021 | 0.021 | 0.149 | 0.021 | 0.773
B
Dia | Proteinas | Carbohidratos | Lipidos Cenizas Peso Seco Peso Organico
0 0.021 0.021 0.021 1.000 1.000 0.248
1 0.386 0.021 0.021 0.021 0.021 0.021
2 0.021 0.773 0.021 0.021 0.021 0.021
3 0.021 0.021 0.021 1.000 1.000 0.248
4 0.021 0.021 0.021 1.000 1.000 0.248
5 0.773 0.021 0.021 1.000 1.000 0.021
6 0.248 0.021 0.021 1.000 0.021 1.000
7 0.016 0.674 0.003 0.014 0.208 0.036




