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RESUMEN

Se efectuaren diferentes experimentos en
laboratoric con 1la microalga Tetraselmis suecica para

conocer el rendimiento de produccién en volumenes de 1000
litros y salinidad de 28 o/00. Con la ausencia o
suplementacién de tris y didxido de carbono. Un flujo de
aire de 25 1l/min y tiempo promedic de adicién de diéxido
de carbono de dos minutos y medio a 50 Kg/cm” fue suficiente
para mantener el pH en o debajo de T7.5. Usando estas
condiciones, la méaxima densidad de 536 000 cél/ml fue
obtenida con la relacién 75/5 gr/l de Na NO; /Na H, PO,
comparada con el grupo control. La constante de crecimiento
promedio fue 0.38 y 1.81 duplicaciones por dia. Aungue con
37.5/2.5 gr/l de Na NO, / Na H, PO, se registrdé una
constante de crecimiento promedioc de 0.87 ¥ 1.03
duplicaciones por dia. Encontridndose que no difieren
significativamente al nivel de 95% de confianza.

La productividad no fue afectada por la
temperatura dentro del intervalo de 18.2-21.9 °C  pero
decrece 51 el suplemento de didxido de carbono es
insuficiente para mantener el pH dentro del intervalo 7.2-
7.5,

La productividad por unidad de volumen de cultivo
muestran que al utilizar Dbajas concentraciones de
nutrientes mas CO, se obtienen  buenos rendimientos
poblacionales respecto al control.
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1.- INTRODUCCION

Para el desarrollo de proyectos acuaculturales,
tanto a nivel piloto como comercial, uno de los aspectos
més importantes es la obtencién de microalgas como fuente
constante de alimento. La capacidad técnica para el manejo
de un cultivo de algas unicelulares y la relacidn con su
medio de cultivo, determinarén el éxito o fracase del
esfuerzo en la produccidn del alimento artificial.

El cultivo masivo puede llevarse a cabo
mediante la utilizacidén de sistemas cerrados o abiertos, y
su diferencia se basa en la utilizacidén de las diferentes
fuentes de energia sea natural o artificial (Kinne, 1978).
Asi, las algas son potencialmente Otiles como alimento para
consumo humano, en la produccidédn de gquimicos, en 1la
acuacultura y en la bioconversidén de la energia solar
{Kharatyan, 1978; Goldman, 1879 ).

La microalgé marina Tetraselmis suecica (Kylin)
Butch (Prasinophyceae), es una especie ampliamente usada en
acuacultura, de gran valor alimenticic para larvas,
semilla y adultos de bivalvos (Walne, 1970; Helm et al.,
1973; Helm, 1977), como para crustéceos. Esta responde a
un amplic intervale de concentracién de nutrientes y de

salinidad. Como resgltado se pueden establecer algunos de




los parémetros para una produccién masiva, obteniendo un
maximo en la velocidad de crecimiento, densidad celular y
concentracidédn de proteinas. Este hecho ha permitido que la

produccidén de alimentos de origen marino se haya ido

incrementando, fomentando a la vez el establecimiento de
laboratorios para el cultive y produccién masiva de
"semilla" de invertebrados marinos de importancia
comercial.

El cultivo de bivalvos bajo condiciones
controladas, requiere un suministro eficiente y grandes
cantidades de microalgas, tanto para acondicionar

progenitores como estadios larvarios ( Loosanoff y Davis,
1963; Walne, 1964; Duarte y Andrade, 1987 ). Muchas algas
crecen bajo amplios intervalos de temperatura, luz vy
concentracién de nutrientes vy todavia mantienen su
composicidn elemental dentro de un intervalo més o menos
limitado. Esto es porqueé las microalgas tienen
mecanismos que regulﬂﬁ la asimilacién de cada elemento y
le sirven para mantener su composicidén y balancear su
crecimiento (Stross y Pemrick, 1974),

Kinne (1976) menciona que el cultivo masivo de
algas no es problema de infraestructura, sino gque. es

esencialmente Dbiolégico, siendo indispensable determinar

las condiciones necesarias para obtener los niveles maximos




de densidad poblacional, razdn de crecimiento, produccidén y

maxima eficiencia en la utilizacidn de la lu=z v
nutrientes,

Los cultivos de microalgas, es uno de los
principales pilares sobre los que descansa el

funcicnamiento de un laboratorico, el desarrollar técnicas
con sus potencialidades y limitaciones permite alcanzar la
viabilidad técnica y econdmica de las empresas
acuaculturales, vya gque a su vez repercute en el desarrolilo
integral.

Desafortunadamente no se le ha dado la importancia
que amerita y se ha convertido en un grave problema en la
mayoria de los proyectos acuaculturales gue requieren de
diche alimento vivo,

Actualmente, en el Instituto de Investigaciones
Oceanoldbgicas de la Universidad Autdnoma de Baja
California, se llevan a cabo cultivos masivos de microalgas
para la alimentacién-de moluscos bivalvos, pero debido a
los altos costos involucrados en la produccidn de alimento
vivo, aque contribuye arriba del 40% de lbs gastos totales,
se planted la necesidad de reducir los costos a un nivel
aceptable utilizande baja concentracidén de nutrientes.- En
este trabajo se planted el desarrollo de nueve experimentos
para investigar el efecto de la concentracidn de

nutrientes e inyvecciones de €02 sobre el crecimiento

poblacional de T. suecica.




1.1. ANTECEDENTES

Son numerosas las investigaciones que se han
llevade a cabo en diferentes paises sohre la actividad del
cultivo del fitoplancton con fines acuaculturales.

Estas investigaciones van desde la busqueda de
métodos para el cultivo, factores que inciden sobre el
crecimiento, hasta biocensayos con organismos para probar
la efectividad de las distintas especies como alimento.

Laing y Utting (1880); Laing y Helm (1981)
establecen el efecto de los parémetros que disminuyen 1la
produccidén semicontinua en T. suecica, los primeros
concluyen que el intervalo d6ptimo de salinidad para esta
especie - se encuentra entre los 25 y 30 o/oo. Los segundos
que la productividad nec es afectada por la temperatura en
un intervalo de 18 a 22°C pero decrece cuando el suplemento
de didéxido de carbono es insuficiente para mantener un pH
por debajo de 7.8. |

Maddux vy Jones (1964) encontraron que existe una
relacidén directa entre la temperatura, luz y concentracién
de nutrientes y la produccién, en los cuales las
interacciones de los primeros dos parémetros con. el
tercero fueron modificados, y aue esta relacidn no es

aplicable a condiciones naturales.




Trick (1878) realizé estudios sobre el cicle de
vida de Platymonas impellucida en cultivo, y encontré que
existen diferencias entre el agua de mar sintética y la
enriguecida con vrespecto a la formacidn de cistos, 1la
acelerada formacidén de cistos en el medio sintético se debe
a una deficiencia de nutrientes, variaciones en el pH, ¥y la
lenta desecacidn , los cuales tienen efectos adversos en el
cultivo.

Fabregas et al. (1984; 1985) +trabajaron con
diferentes concentraciones de nitratos, los cuales reportan
que las maximas densidades celulares y contenide protéico
en T, suecica son alcanzadas con 2, 4, y 16 nM de
nitratos, las condliciones éptimas de crecimiento fueron
entre 26 y 3b o/oo. La variacidén en la salinidad y las
concentraciones tienen efecto en la biomasa final més que
en la velocidad de crecimiento.

Diversas investigaciones han sigo encaminadas a
la produccién de microalgas con medios de cultiveo de bajo
costo, utilizande fertilizantes inorgénicos (agricolas) y
orgadnicos (De La Cruz y Alfonsco, 1975; Alfonso y Leal,
1981; Leal, 1983; Alfonso y Nufiez, 1885).

Con el desarrollo de estos trabajos muchos
investigadores se han dado a la tarea de cultivar algas

planctdénicas con vistas a utilizarlas como alimento para el




acondicionamiento de bivalvos, estadios larvales de
moluscos, crustéceos y peces,

Helm et al. (1973) y Creekman (1977}, sugieren
que los organismos alimentados con T. suecica producen
larvas de mejor calidad que las larvas de ostiocnes adultos
recibiendo solo fitoplancton del agua de mar. Asi mismo,
Helm (1977) propone una dieta mixta para alimentacién de
larvas de QOstrea edulis (Linnaeus), siende é&sta mas
balanceada.

Griffith et al. (1973); Persoone y Sorgeloos
(1875) desarrollaron técnicas de cultivo de T. suecica para
la alimentacién de crustéceos, y encontraron que cumple
con los requerimientos en la alimentacidén de larvas de
crustaceos.

Fabregas y Herrero (1886) hicieron estudics de
varias especies de microalgas, incluyendo T. suecica, como
fuente de minerales en la dieta de peces y esta especie
contribuyé en un 3.8%7de los requerimientos elementales de
los peces.

Como consecuencia de las diversas aplicaciones de
T. suecica y considerando que puede cultivarse con un
minimo de mantenimiento, se pueden efectuar una amplia gama
de trabajos experimentales en laboratorio, ya que presenta

un considerable potencial de cultivo a gran escala (Ukeles,

i st i s
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1973; Walne, 1974, Guillard, 1975; Padilla, 1875).

Se puede apreciar que los autores, citados
anteriormente, han realizado investigaciones orientadas al
estudio de los factores fisicos ¥y quimicos, que
intervienen en la produccién de algas planctdédnicas. Sin
embargo, la produccidn masiva de la microalga T. suecica a
través de los métodos tradicionales, no ha sido optimizado
debido fundamentalmente al hecho de que el método fue
adoptado de otras especies para el cultive de ésta. Esto a
su vez repercute directamente en los costos de operacidédn de
la produccidén de microalgas a nivel masivo.

Por otra parte, en la practica, en muchos cultivos
a nivel masivo, no se ha consideradeo la importancia de 1la
concentracién de diéxido de carbono (C0:) y oxigeno (0z2), vy
el efecto que estos tienen sobre la enzima carboxilaza
ribulasa difosfato 1la cual cataliza las reacciones de
asimilacién del CO, a la ribulosa 1-5 difosfato para la
formacidén de carbohidratos. Asi la ocurrencia de 1la
fotosintesis se ve favorecida por altas concentraciones de
CO , y ésta es inhibida en presencia de altas
concentraciones de Oz ’ llamandose este Proceso
fotorespiracidén , afectando de esta manera la producciédn de
microalgas (Tolbert, 1974).

De acuerdo a lo anterior y considerando gque en

cultivos masivos se presenta el procesc de fotorespiracién

h
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y una inhibicidn de la fotosintesis por la limitacidén del
CO,. Cabrd la posibilidad de igualar las densidades
poblacionales de T. suecica alcanzadas con el método
tradicional, mediante la variacidn de las concentraciones
de nutrientes y la adicién directa de didxido de carbono a

medios de cultivos masivos.

1.2. OBJETIVO:

El presente trabajo tiene COmo objetivo:
La produccidén masiva de Tetraselmis suecica en
volumenes de 1000 litros bajo diferentes concentraciones de
nutrientes e inyecciones de diéxido de carbono, para
determinar bajo qué condiciones se tiene la maxima

produccidn con el minimo gasto de nutrientes.




Z.- MATERIALES Y METODOS

Para esta investigacién se utilizé T, suecica,
cuya cepa se obtuvo del laboratorio de acuacultura del
Instituto de Investigaciones Oceanolégicas, lugar donde se
efectud el presente trabajo.

Para la preparacidn de los medios de cultive se
usd el método de Matthiessen y Torner (1966), cuyos

constituyentes se describen a continuacion:

2.1. MEDIO DE CULTIVO

CONSTITUYENTES FORMULA SOLUCION
8TOCK
NUTRIENTES MAYORES ( grs/it )
Nitrato de sodio, granulado y refinado NaNO 4 150
Fosfato de sodio monobéasico, certificado NaHzPOH.ﬁzo 10

METALES TRAZA

Secuestrante FeCL 5. 6H,0 3.156
' Na ,.EDTA 4.36
Sulfato cuprico | CuS0,.5H ,0 1.96
Sulfato de zinc ZnS50,.7H 0 4.40
Cloruro de cobalto CoCl,.6H,0 2.00
Cloruro de magnesio ‘MnCl,.4H,0 36.00
Molibdato de sodio Na,Mo0,.2H,0 1.286
VITAMINAS

Biotina cristalizada CyoH,(N,0,45 1.0 mg
Cianocobalamina cristalina (B ) CgyH g4CoN, P 1.0 mg
Tiamina clorhidrica C,, H,.CIN 08 200.0 mg
Amortiguador (Tris) +200.0
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El filtrado del agua de mar y agua dulce se
realizd como lo menciona Islas et al. (1978).
Posteriormente se mezcld el agua de mar con la dulece hasta
obtener una salinidad de 28 o/oo, 1a cual se registrd con
un refractémetro (A. 0. Golberg, cuyo intervalo es de 0 a
160 o/v0).

La secuencia del cultive en todas sus etapas se
llevé a cabo en un cuarto a temperatura de 18-20t 2 °C, 1la
cual estuvo controlada con un aparato de aire acondicionado

provisto de un termostato (Honeywell).

2.2 PREPARACION Y ESTERILIZACION DE LOS
MEDIOS DE CULTIVO

Se inicié en matraces Erlenmeyer de 250 ml con un
volumen de medio de cultivo de 50 ml, ¥ 1.5 1t en Fernbach
con capacidad de 2800 ml.

El medio lo constituia agua de mar a 28 o/o0,
soluciones de nutrientes inorgéniceos, vitaminas v metales
traza. Estos medios se esterilizaron en autoclave a 121°C y
15 1b/pulg2‘de presidon durante 15 minutos.

Después de 24 Horas, los matraces se inoculéron
cada uno con 10 ml de la cepa, para postericrmente inocular

los Fernbach con dos matraces Erlenmeyer bajo una atmdsfera
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aséptica generada con dos mecheros Bunsen. Los matraces
inoculados fueron expuestos a condiciones de iluminacién
constante (1.008 Watts/ﬁ) con lamparas fluorsscentes tipo
luz fria (Sylvania de 40 Watts). En estos dos niveles no
se incluyd aireacidn ya gque basta la agitacidé4n manual
diafia para qQue ocurra la completa difusidn de nutrientes y
evitar la precipitaciédn de los cultivos.

La siguiente etapa consisti6 en la +transferencia
del cultivo logrado a recipientes de 20 1t (Carboy). Para
su esterilizacidn se utilizdé un método quimico, el cual
requiere de una sclucidn de cloro (416 ml de hipoclorito de
sodio al 6% aforado a un litro con agua destilada) vy
tiosulfato de sodioc (248.1 gr aforado a un 1t) ambas
soluciones se mantuvieron en oscuridad. Ya preparado el
material, el carboy fue llenado con agua a 28 o/o0, se
attadié 0.25 ml/lt de la solucién de cloro y se dejd reposar
por 12 hr. Posteriormente se dejaron 16 1t de agua por
carboy y se agregd 0;1 ml/lt de tiosulfato de sodic para
neutralizar el cloro, sometiendo a aireaciédn por dos horas
para completar la reaccidén (Pruder y Bolton, 1978).

Lograda la esterilizacién, se afadieron los
nutrientes vy vitaminas previamente esterilizadas,
inoculando cada Carboy con dos Fernbach de los cultivos

obtenidos anteriormente bajo una atmésfera aséptica.
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A partir de esta etapa se suministré a los
cultivos un flujo de aire de 7.5 lt/min (Flujdmetro
Gilmont) mediante un compresor de aire seco (Conde 12),
para proporcionarle el C0O, necesario en la fotosintesis de
las microalgas.

Finalmente, al obtener la méxima concentracién de
microalgas en el Carboy, se tranfirié el cultivo a tanques
de fibra de vidrio con capacidad de 1200 1t, en este nivel
la iluminacidén fue proporcionada con lamparas de 500 Watts
(Osram) provistas de un aro de metal. La intensidad
luminica superficial gque recibieron los cultivos en este
nivel fue de 82 Watts/m2 (Biospherical Instruments Inc.
Modelo QBL-100), asi mismo el flujo de aire suministrado
fue de 25 1t/min.

En los tangques antes mencionados se experimentd
con diferente concentracién de nutrientes e inyecciones
directas de CO:2 hasta ajustar el pH en un intervalo de 7.2-
7.5. |

Los medios experimentados en el nivel masivo
(1000 1t) se efectuaron por duplicado, siendo estos los

siguientes:

2.3. MEDIOS EXPERIMENTALES
MEDIOS CONSTITUYENTES
1.- Todos los nutrientes + Todo Tris + CO, ( CONTROL )

2.- Todos los nutrientes + Todo Tris
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3.~ Todos los nutrientes + CO,

4,- Todos los nutrientes

5.~ Mitad de nutrientes + Mitad de Tris + Co,
6.- Mitad de nutrientes + Mitad de Tris |
7.- Mitad de nutrientes + CO,

8.- Mitad de nutrientes

9.- Un cuarto de nutrientes + co,

Durante el desarrollo de los experimentos se
llevaron registros de temperatura, 1la cual se midié con un
termémetre (ERTCO de -1 a 51 C con escala de 0.1 v el pH
con un potencidmetro (Altex).

La reproduccidédn de células se estimd diariamente
con un espectrofotdédmetro (Modelo DREL/2) a una longitud de
onda éptima de 680 nm (Pacheco Ruiz, comunicacidn
personal). El +tiempo que transcurrid en cada uno de los
niveles fue de siete dfas, tiempo en el cual tedricamente
los cultivos se encuentran en condiciones Optimas de
crecimiento,

De los diferentes medios experimentales se
graficaron sus densidades promedio de crecimiento ¥y se
compararon con el control., También se estimaron los valores
poblacionales de 1la microalga T. suecica tales cémo:
Constante de crecimiento (K), tiempo de duplicacidén
(TD), divisiones celulares (D), produccién diaria (PD) vy

variacién porcentual (VP) (De La Cruz y Alfonso, 1875).




Para conocer si la concentracién final de cada
uno de los experimentos dependia de la densidad inicial del
inoculo, se pealizé una correlacidn polinomial al 85% de
confiabilidad v para verificar si se presentaban
diferencias significativas en los medios de cultivos y su
concentracidén se realizd un andlisis de varianza de dos

vias al 95% de confianza (Snedecor y Cochran, 1980).

3.- RESULTADOS

Se experimentd el crecimiento de T. suecica en
volumenes de 1000 litros. La temperatura de los cultivos
fluctudé entre los 19.2 y 21.9°C con una media de 20.1 °C.
La salinidad se mantuvo en 28 o/oo. El pH al inicio de los
cultivos fue de 7.2 y al final 8.7, con un promedio de
B.22. A los experimentos que se les suministrdé diariamente
didxido de carbono (COZ), se encontrd que a valores de pH
entre 8.2 y 8.7 el tiempo promedio de inyeccidén de CO, fue
de 2:30 minutos a una presién de 50 Kg/cm® para ajustar el

pPH en un intervalo de 7.2-7.5.
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3.1. EXPERIMENTOS CON LA MITAD DE NUTRIENTES Y
TODOS LOS NUTRIENTES

Sus curvas de crecimiento se encuentran
representadas en las figuras 1A-B; las concentraciones
iniciales de dichos experimentos fueron de 6.5x103y 5.0x103
cél/ml respectivamente, ambos presentaron una fase de
retardo de un dia, a partir del cual se inicié la fase de
crecimiento exponencial hasta el séptimo dia, alcanzando
concentraciones de 327x103y 338x103-cél/ml. Sus valores
poblacionales se encuentran en las tablas IA-B. Las fases
de crecimiento ocurrieron entre los dias 1-8, con una
| constante de crecimiento promedio (K) de 0.73 para ambos;
el tiempo de duplicacién promedio (TD) fué de 0.94 y 0.85
dias y las maximas producciones diarias (PD) se obtuvieron

al tercer dia.

3.2. EXPERIMENTOS CON LA MITAD DE NUTRIENTES,MITAD
DE TRIS (HIDROXIMETIL) AMINO-METANO Y TODOS
LOS NUTRIENTES MAS TRIS

En las figuras 2A-B se tranfieren las densidades
encontradas en los cultivos, los cuales empezaron con 14x103
v 17.5xlOacél/ml. Se observd en los medios experimentédos
una fase de retardo de un dia, obteniéndose concentraciones

de 411 752 y 494 750 cél/ml respectivamente. Los valores
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TABLA I. Valores poblacionales promedio de Tetraselmis
suecica obtenidos en los experimentos utilizandoe la mitad de
nutrientes (A); todos los nutrientes (B).

TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D v
(dias) (cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (

TIEMPO CONCENTRACION - K T D D P D VP
{dias) (cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)
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poblacionales de la citada microalga se muestran en las
tablas JIIA-B, 1la cual presentd® una fase de crecimiento
entre los dias 1-B8, con una constante de crecimiento
promedio de 0.49 para el primero y 0.55 para el segundo.
Sus respectivos tiempos de duplicacién fueron de 1.43 vy
1.27 dias y las mAximas producciones diarias ocurrieron

entre el segundo y tercer dia respectivamente.

3.3. EXPERIMENTOS CON LA MITAD DE NUTRIENTES E
INYECCIONES DE DIOXIDO DE CARBONO (CO2 ) Y
TODOS LOS NUTRIENTES CON INYECCION DE CO:

El crecimiento de la microalga bajo las
condiciones anteriores se indican en las figuras 3A-B,
ambos experimentos comenzaron con 5x1030él/m1, los cuales
también presentaron la fase de retardo de un dia, iniciando
posteriormente el crecimiento exponencial hasta el séptimo
dia, obteniéndose densidades celulares de 450 750 y 437 000
cél/ml, Por otra pérte sus valores peblacionales se
muestran en.las tablas IIIA-B. BSus fases de crecimiento
se produjeron entre los dias 1-7 y 1-8, con una constante
de crecimiento promedio de 0.67 y 0.77; tiempos de
duplicacién de 1.03 y 0.90 dias, siendo sus méximas

producciones en el segundo y tercer dia.
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TABLA IIA-B. Valores poblacionales promedio de
Tetraselmis suecica con la mitad de nutrientes, mitad de tris
(Hidroximetil) anino-metano (A); ¥y todos los nutrientes mas
tris (B).

TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D vV P
(dias) (cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)

TIEMPG CONCENTRACION - K T D D P D VP
{dias) (cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)
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TABLA TIJA-B. Valores poblacionales promedio de
Tetraselmls suecica con la mitad de nutrientes e inyecciones
de didéxiodo de carbono (A); todos los nutrientes e
inyecciones de CO,(B).

TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D VP
(dias) {cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)

e R L L e e e e e e e e e e e PR . = e R R e 4 A . - ——

TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D VP
(dias) {cél/ml) : (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)
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3.4. EXPERIMENTOS CON LA MITAD DE NUTRIENTES,
MITAD DE TRIS E INYECCIONES DE DIOXIDO DE
CARBONO (CO,) Y TODOS LOS NUTRIENTES, TODO
TRIS Y CO, (CONTROL)

En las figuras 4A-B se muestran los crecimientos
de T. suecica. los cultivos principiaron con 39.5x10° y
41x103 cél/ml, denoténdosé prréacticamente la ausencia de la
fase de retardo. este flagelado crecid rédpidamente
llegande a una densidad de 53.6x103y 508.5x1030él/ml. Los
valores poblacicnales calculados se reportan en las
tablas IVA-B. Estos experimentos tuvieron su fase de
crecimiento entre los dias 1-6 y 1-7, con una constante de
crecimiento promedio de 0.38 y 0.42, sus tiempos de
duplicacién fueron 1.81 y 1.65 dias y presentaron sus

maximas producciones al tercer dia.




(A)

600

500~

400

300

Cet/ml X 10°

200

0 I 2 3 4 5 6 . 7 DiAs

600 - ( B )
500 _ '

300+

Cel/ml X 10>

200
100 !/ ‘

| 2 3 4 5 6 7 Dlas

FIGURA 4 - CURVAS DE CRECIMIENTO DE Tetraselmis suecica
CULTIVADA EN MEDIO QUIMICO CON LA MITAD DE -
NUTRIENTES, MITAD DE TRIS ( HIDROXIMETIL )
AMINOMETANO E INYECCION DE CO2 (A ); Y TODOS
LOS NUTRIENTES, TODO EL TRIS E INYECCION DE C02(B)

24

e g -ttt e e

S i A e o o A ot a4




25

TABLA IVA-B. Valores poblacionales promedic de
Tetraselmis suecica con la mitad de nutrientes, mitad de tris
e inyecciones de didxido de carbono (A); todos los
nutrientes, todo tris y CO,(B).

( A)
TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D VP
(dias) (cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)
0 39 500 P mmmm e oo

TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D VP
(dias) (cél/ml) {dias) (div/dia) (cél/ml) (%)

0

1 0 1 0.80 30 250 73.78
2 0 1 0.97 68 750 96.49
3 0 0. 1.256 192 500 137.50
4 408 500 0.21 3.33 0.30 77 000 23.16
5 0 7 0.13 38 500 - 9.40
6 0 4 0.07 22 000 4.91
7 0 8 0.11 38 500 8.189
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3.5. EXPERIMENTO CON UN CUARTO DE NUTRIENTES E
INYECCIORES DE DIOXIDO DE CARBONO (CO,)

La figura 5 refleja el crecimiento de T. suecica,
la cual inicid con 5x1030él/ml. Tuvo una fase de retardo de
veinticuatro horas y una fase exponencial hasta el séptimo
dia, alcanzando una concentracién de 431 500 cél/ml. Sus
valores poblacionales se representan en la tabla V. La fase
de crecimiento se produjo entre los dias 1-6 con un valor
promedio de K=0.67, 1la poblacidén se duplicd cada 1.03 dias

y la maxima produccidén diaria fue al segundo dia.
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TABLA V. Valores poblacionales promedio de
Tetraselmis suecica con un cuarto de nutrientes e inyecciones
de diéxide de carbono.

TIEMPO CONCENTRACION K T D D P D VP
(dias)  (cél/ml) (dias) (div/dia) (cél/ml) (%)
0 5 000 e — e ———

La prueba de correlacidén polinomial al 85% de
confianza mostrd gque no existe correlacidén entre los
inoculos iniciales y la concentracidén final. Asi mismo se
realizé un anélisig de varianza de dos vias (Tabla VI);
para determinar si existfan diferencias significativas en
relacidén a los diferentes medios experimentados, en el cual
solo se presentaron diferencias significativas (P<0.05) con

el tipo de nutriente utilizado.
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TABLA VI. Anélisis de varianza de dos vias de los
diferentes medios de cultivos utilizados para el crecimiento

de Tetraselmls suecica en volumenes de mil litros.

MEDIO DE COULTIVO G.L. F POR TABLAS F CALCULADA SIGNIFICANCIA

DEBIDO A AL 5%
NUTRIENTE 3 2.68 3.25 5
CONCENTRACION 1 3.82 0.34 NS

NOTRIENTE Y
CONCENTRACION 3 2.68 0.26 NS




4. - DISCUSIONES

La intensidad de luz que recibieron los cultivos
en el nivel masivo fue de 82 watts/mﬁ esto permitid
alcanzar concentraciones de 327 000 a 536 000 cél/ml (Tabla
IA, 1IVA), siendo superiores a las reportadas por Griffth,
et al. (1873) de 275 000 a 450 000 c¢é&l/ml en volamenes de
340 1t con una intensidad de luz de 107 wattsﬂf . Ellos
trabajaron en volumenes més pequefios por lo que es de
esperarse mayor produccidén que en niveles superiores como
los realizados en este trabajo. BHEstas diferencias pueden
ser atribuidas al efecto que tiene la intensidad de luz
sobre -la razbén de crecimiento de T. suegica, vya que a
intensidades altas de luz se presenta una reduccidén en el
tiempo de duplicacidén, 1o cual no sucede cuando se trabaja
con bajas intensidades de luz (Maddux y Jones, 1964) lo que
permitid una rapida divisidén celular.

En todos los medios experimentados se observd
desarrollo adecuado de T. suecica, por lo que cualquiera de
estos puede ser empleado para el cultiveo de esta microalga.

En los experimentos con la mitad de nutrientes y
todos los nutrientes, se encontrd para ambos una densidad
similar (Fig. IA-B). Asi mismo, s5US constantesh de
crecimiento promedio fueron iguales (K=0.73) asi como la

velocidad méaxima de crecimiento (TD=0.94 y 0.95). En 1lo

30
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que respecta a su rendimiento en produccién fue de 64.3
y 66.4 % respectivamente. Esto denota que al usar la mitad
de nutrientes, da el mismoe rendimiento que utilizar todos
los nutrientes, va gque 155 requerimientos de sales
nutritivas para el séptimo dia no presentaron efectos
significativos en la razén de crecimiento.

Fabregas, et al., (1884) reportan que las
condiciones &ptimas de crecimiento para este flagelado se
dan cuando la concentracién de nitratos se encuentra en el
orden de 170 a 680 gr/lt, c¢on Un tienmpo de duplicacién de
0.55 div/dia y una méxima densidad celular de 1 300 000
cél/ml. En este trabajo, el tiempo de duplicacidén es
superior (TD=0.895) a lo reportado por estos autores. En
estos experimentos la concentracidén de nutrientes es
infefior a la utilizada por ellos, lo cual implica que las
células son capaces de utilizar eficientemente una menor
cantidad de nutrientes para mantener su ritmo de
crecimiento. Cabe seﬁalar también que ellos trabajaron en
volimenes muy inferiores (40 ml) 1lo que pudo haber
originade que la concentracidén misma de metabolitos
generados por las microalgas y la alta concentracidn de
nutrientes influyeran sobre la velocidad de crecimiento, lo

cual no sucedid en los medios de cultivo gue se utilizaron

para esta investigacidn.
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Cuando el amortiguador tris (hidroximetil) amino-
metano fue incorporade al cultive, se presentd una mayor
produccidén de I. suecica (Fig. 2A-B; Tabla IIA-B). En estos
cultivos las constantes de crecimiento promedioc fueron
K=0.49 y 0.55 y las velocidades de crecimiento promedio
fueron TD=1.43 y 1.27. Su rendimiento en produccién fue de
80.9 y 97.2 % . Las diferencias se deben gque al no utilizar
el amortiguador en el primer experimentoc afectéd la
disponibilidad de ciertos elementos traza, vya que la
asimilacién de nitrégeno tiende a incrementar el pH,
disminuyendo de esta manera la productividad. Esto no
ocurre cuando se incorpora el amortiguador al medio de
cultivo, el <cual establece un equilibrio quimico para
contrarestar las variaciones de pH e incrementar la
produccidén y evitar asi, la precipitacién de metales como
el hierro y manganeso, que son esenclales para la sintesis
del protoplasma celular, por ser los constituyentes de
varias enzimas y transportadores gue operan en el mecanismo
de la respiracién celular, como por ejemplo en el pigmento
respiratofio citocromo (Mc Elory y Nason, 1853) citado por
Paniagua y Buckle (1985).

En los cultives c¢on inyecciones directas. de
didéxido de carbono con la mitad y todos los nutrientes (Fig
3A-B; Tabla IIIA-B) registraron constantes de crecimiento

promedio de K=0.87 y 0.77, con tiempos de duplicacién




33

promedio de 1.03 y 0.80. Se encontrd el 88.6 v 85.9 % de
su rendimiento en produccidén. Estosparimetros nos reflejan
que los cultivos estuvieron en mejores condiciones
ecoldgicas que los anteriores. Al adicionar C0O, en cultivos
masivos, éste actia como un amortiguador efectivo, que
controla de manera méds estable las variaciones de pH.
Permite ademés un mejor aprovechamiento de nutrientes dando
Como resultado una mejor respuesta en el incremento
poblacional de T. suecica, originando asi, células de mayor
calidad nutritiva (Fabregas et al., 1985)

Es evidente que cuando se usa la mitad de
nutrientes y C0O, se alcanzan mayores concentraciones que al
utilizar todos los nutrientes y COz ., Esto también ha. sido
observado por otros autores como Fabregas, et al. (1984)
quienes postulan que el €02 es un factor limitante y que un
incremento en la concentracidén de nutrientes, no produce un
incremento en la biomasa final. Sin embargo la adicién de
CO2 a cultivos c¢on baja concentracién de nutrientes,
aumenta la produccidn de biomasa final, lo cual concuerda
con lo encontrado en esta investigacién.

Como se observa en las figuras 4A-B, el grupo
control que representa el 100 %, ©presentd concentraciones
finales de 608 500 cél/ml y constante de crecimiento
promedio de 0.42 y tiempo de duplicacién de 1.65 dias,

Mientras que el cultivo con la mitad de nutrientes, mitad
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de tris e inyeccidn de CO, , registrd densidades finales de
536 000 cél/ml y constante de crecimiente promedio de 0.38
y tiempo de duplicacidén de 1.81 dias (Tabla IVA-B), este
ultimo registrd un rendimiento del 105.4%, lo cual nos
indica un nivel mayor de producciédn respecto al control.
Estos dos tratamientos fueron los que alcanzaron mayores
producciones de bicmasa final en relacién a los deméas
experimentos. Esto se debid a que se utilizd en conjunto
Tris y CO, , los cuales contrarestaron mas eficientemente
las variaciones de pH.

El +tris en estos experimentos solo funciona como
estabilizador de pH, ya qQue no es utilizado por las células
como nutriente. BSin embargo la incorporacidén de CO, al
medio de cultivo, altera el pH del mismo, debido a que en
solucién es considerado un Acido d&bil. Este efecto se ve
disminuldo por la presencia del tris, a la vez que el CO,
es incorporado en el metabolismo como un nutriente mads para
la sintesis de material celular y parte de €ste es liberado
a la atmdésfera por procesos de mezcla (aireacidn).

Aungque Duggan, et al. (1964), mencionan que el
Tris puede tener interacciones con enzimas, particularmente
donde existe wun grupo carbonilec libre; la inhibiecién
asociada con el Tris parece ser considerada limitante vy
ruede ser debida en  parte a la reduccién del carbbdn

disponible- ya que puede formar complejos con el CO, . Es




35

evidente que estos factores no alteraron las condiciones
del cultivo. Ya que de existir reduccidén del diéxido de
carbono, se inhibe la accidn enzimAtica de la carboxilaza
{(Tolbert, 1974), lo cual se hubiera reflejado en la
producciodn,

De acuerdo a los resultados obtenidos utilizando
un cuarto de nutrientes e inyecciones de CO, (Fig. 5; Tabla
V), se obtuvo un rendimiento del 84.8 % respecto al grupo
qontrol, con una maxima densidad de 431 500 cél/ml ¥y
constante de crecimiento promedio de K=0.87, y tiempo de
duplicacidn de 1.03 dias. B8e puede notar gque este
experimento tuvo una produccién muy similar a los
anteriores en cuanto a densidad se refiere. Segin el
concepto de Droop (1975), la razdn de crecimiento disminuye
cuando el abastecimiento de nutrientes es relativamente
escaso para las necesidades metabblicas de 1la poblacién
algal. La poblgcién entonces entra a la fase estacionaria
del c¢iclo de crecimiento. En el presente estudio esto no
ocurridé debido a gue el tiempo de cultivo es relativamente
corto (siete dfas), 1lo cual favorece que la concentracién
de nutrientes no sea limitante en el crecimiento.

Chu (1843) citado por Paniagua y Buckle (1985),
menciona gque las bajas concentraciones de nutrientes
afectan el crecimiento de los cultivos ocasionando entre

otras cosas, decoloracidén de las microalgas, Esto no
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sucedidé con la adicién de dibébxido de carbono, el cual
modifica el pH pudiéndose presentar un efecto directo en la
especiacién quimica de los nutrientes. Esto ocasiona una
mejor asimilacidén de constituyentes del medio, evitando por
otra parte el proceso de fotorespiracidén en el medio de

cultivo de T. suecica.




.- CONCLUSIONES

1.- En todos los medios experimentados se observd
desarrcllo aceptable de Tetraselmis sugcica por lo que

cualquier medio puede ser empleado para su cultivo.

2.~ La adicién de didéxido de carbono por un tiempo
de dos minutos y medio a 50 Kg / cm2 fue suficiente para
mantener el pH en o debajo de 7.5,

3.- La incorporacidén de didéxido de carbono a los
medios de cultivo generd mayor productividad,

4.~ La maxima produccidén se obtuvo con la mitad de
nutrientes, Tris y didéxido de carbono.

5,- La productividad no fue afectada por la

temperatura.

.37 .




6.- RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos es conveniente:

a) Determinar la composicidn bioguimica en cuanto
a proteinas, lipidos y carbohidratos de Tetraselmnis
suecica en estos sistemas de cultivo.

b) Determinar la cantidad de pigmentos (clorofilas
A vy feofitinas) de esta especie, bajo este sistema de
cultivo.

c) Realizar estudios sobre el contenidc calérico

de Tetraselmis suecica en estos sistemas de cultivo.

e
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