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RESUMEN

Este estudio forma parte de una serie de experimentos
llevados a cabo en cultivos de la microalga Tetraselmis -
suecica a nivel Erlenmeyer, durante ocho dfas; utilizando
nitrato de amonia como fuente de nitrdgeno,

Se prepararon volumenes de 75 ml de los medios de ~-
Matthiessen y Torner (1966) y £/2 de Guillard (1973) usan-
do los macronutrientes de Guillard y EDTA, tris, micronu--
trientes y vitaminas de Matthiessen y Torner.

Se varid la concentracion de nitrogeno de 75 mg/L a
67.5, 60,0, 52.5 y 45.0 mg/L, al octave dia dgl experimento
las densidades poblac%onales fueron 2.30 x 109, 2,71 x 107,
1.96 x 10 , 2,03 x 10°, y 1.83 x 10® cel/ml respectivamente

A los valores de las densidades poblacionales se les -
aplico’ la prueba de andlisis de varianza no parametrica de
Kruskall-wallis, encontrando que no existen diferenclas sig
nificativas al nivel del 5% presentando un comportamiento
similar en las tasas de crecimiento de T. suecica tanto en
el control como en las diferentes concentraciones,
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INTRODUCCION.

Los cultivos de fitoplancton representan a la fecha la
fuente mas promisoria de alimento vivo requerido por la -
gran mayoria de los estad{os larvarios de especies de im--
portancia para la acuicultura (crustéceos, moluscos y pe-
ces) Droop (1975), Debido a la posicion que ocupa en la -
cadena tréfica, ademas del papel que desempenan en el reci-
claje del bidxido de carbono, el fitoplancton tiene la ca-
pacidad de convertir sales inorgénicas en compuestos orggn;
cos por medio de 1la fotosfntesis, cualidad que lo hace impre
cindible en la produccién de alimento,

El f£itoplancton, en general, se distribuye, desarrolla
y crece de acuerdo a los factores ffsico—qufmicos del medio,
Desde finales del siglo pasado existen estudios sobre la va
riacion de riqueza de biomasa que demuestran que esas varia
ciones, son debidas a diferencias en contenido de nitrégeno.
Raben en 1905, observo que el nitrégeno, silicio y fdsforo
se hayan en el mar en pequenisimas cantidades y concluyd que
la densidad de las algas marinas fluctua de acuerdo con la
proporcion de dichos nutrienﬁes,Lozano Cabo F. (1978)

El nitrdﬁeno es introducido al mar como un resultado
del lavado de tierra aunque una gran proporcion es aportado
por la atmosfera debido a 1la evaporacion del wmonio desde la
superficie terrestre y fijado "in situ". Lozano C., F., (1978)
En la acuacultura, se han desarrollado metodos de cultivo de

microalgas ya que tienen un alto valor nutritivo, siendo ma-



&
yor su contenido en proteinas, grasas y viteminas respecti-
vamente que otras fuentes vegetales, por ello es que en --
areas sobrepobladas son consideradas como suplemento poten-
cial de alimento para el consumo humano directo (Ukeles, -
1976)

Dentro de los métodos de producci&h de microalgas se han es
tudiado los sistemas de cultivo discont{nuos y cont{nuos, -
los mas usuales son los metodos discontinuos que parten de
inocular las celulas en un recipiente con agua de mar enri-
quecida (medio de cultivo) conteniendo los nutrientes orgé—
nicos e inorgénicos, el inoculo posee un nﬁmero relativamen
te pequeno de celulas el cual es expuesto a condiciones fav
vorables de luz yntemﬁeratura (Foog (1965).,

Los medios de cultivo mas usuales, estan conformados con a-
gua de mar enriquecida cuyas formulas provienen desde Miquel
(1892) hasta las mezclas actuales mas complejas (Pravasoldi,
Molaughlin y Droop, 1957; Guillard, 1973) en la actualidad
los medios de cultivo se basan en el medio enriquecido " .|
de Guillard y Ryther (1962), los medios de Guillard (1973)
y el de Matthiessen y Torner (1966)

Los medios de cultivo de microalgas requieren de un adecua-
do control de ciertos parametros ffsico-qu{micos y ambienta
les (ph, salinidad, bioxido de carbono, temperatura, ilumin
nacidn y aereacidn) as{ como los requerimientos nutriciona-
les (nitrdtos, fosfdtos, silicitos, elementos traza agentes

quelantes y vitaminas) si se lleva el control debido de -—-
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estas condicioness el cultivo producird el maximo de bioma-
sa, Los reactivos usados en la preparagién de los medios de
cultivo tradicionales, son de elevado precio, es por esto -
que los organ{smos alimentados con estos cultivos llegan con
un alto costo al mercado (Granados-Machuca y Buckle-Ramirez
1984), El1 medio de cultivo seleccionado es una combinacioh
de los medios de Guillard (1973) y Matthiessen y Torner --
(1966) (apéndice II).

La microalga T. suecica seleccionada para este experimento -
es considerada como una especie de alto valor nutritivo (por
su composicidn quimica) para la alimentacidn de larvas, semi
llas y adultos de crustdceos ? moluscos,

El nitrdgeno es uno de los nutrientes mas limitantes en la
produccidn y tasa de crecimiento de fitoplancton, debido a
que se requiere como materia prima para el anabolismo de —-
proteinas y formacidn del protoplasma celular (Davis y —==-
Guillard 1958; Imai 1967; Griffit et al 1973; Laing y Helm
1981)

Aguirre-Munoz (1981) cultivando T. suecica (Kylin-Butcher),
encontro que los nutrientes correspondientes al medio f/2 se
aproximan al punto 6ptimo de crecimiento de esta especie.

T. suecica, pertenece al grupo Prasinophyceae (algas color
verde) recientemente separadas de las algas propiamente ver
des Guillard (1975)

El genero Tetraselmis fue descrito originalmente por Stein

(1878), Kylin (1935) describid a Platimonas suecica por pri




mera vez, Butcher (1959) ubicd a la especie Platimonas sue-

cica en el género Tetraselmis.




OBJETIVO

Determinar si existe una concentracion mas baja de ni-
trato de amonio como fuente de nitr&éeno que los 75 mg/L -

Na NO3 descrita por (Guillard 1973), para lograr la misma

produccidn.



MATERIALES Y METODOS.

El experimento fue realizado en las instalaciones del
Instituto de Investigaciones Oceanoldéicas (1.1.0) de la -
U.A.B.C., en Ensenada, B.C. México. E1 agua de mar utili<
zada (filtrada y pasada por U.V.) asi como la cepa de ~——-

Tetraselmis suecica, se obtuvieron del laboratorio de mi--

croalgas de este mismo Instituto.
MEDIO DE CULTIVO.

Para iniciar el cultivo de microalgas, primero se de-
be tener un medio de cultivo:.decuado para la especie a -
cultivar, Los medios de cultivo mas utilizados actualmen-
te son f/2 de Guillard (1973), y Matthiessen y Torner (1966)
(ver tabla 1 del anexo), por lo que fueron seleccionados -
para disehar un medio de cultivo modificado, utilizado co-
mo control, formado por macronutrientes de Guillard y los
micronutrientes, EDTA, TRIS, vitaminas de Matthiessen y -
Torner (ver tabla II del anexo).

Medio modificado a partir de ios medios de Guillard -
(1973) y Matthiessen y Torner (1966).

NUTRIENTES (Solucion stock primaria).

Nitrato 75 gr/l1
Fosfato monosodico 5 gr/l
Secuestrante . 10 gr/l
Tris (buffer) 200 gr/l1 (ajustar PH a 7.5 con acido -

clorhidrico concentrado).



METALES TRAZA3

Sulfato de cobre 1,96 gr/1
Sulfato de Zinc 4,40 gr/l
Cloruro de cobalto “ 2,00 gr/l
Cloruro de manganeso 36,90 gr/l
Molibdato de sodio .26 gr/l

Preparacidn del secuestrante (solucidn stock secundaria).
El1 secuestrante se prepara con 10 gr de EDTA Férrico, y un
mililitro de cada una de las soluciones primarias de los -
metales traza y se afora a un litro.

VITAMINAS: (soluciones stock primarias).

Biotina 10 mg/100 ml
Bys 10 mg/100 ml
Tiamina 2 gr/100 ml

De esta soluciéh stock primaria o concentrada, se rea
lizaron diluciones tomando 0.075 ml. de esta, aforado a 100
ml .con agua destilada, para obtener la solucion stock se-
cundaria, de la cual se utilizo un-ml. por cada 75 ml del
medio de cultivo.

Los ajustes de PH se hacen agregando gotas de HCL, bajo --
lectura de potenciémetro.

Las rutinas de trabajo de vitaminas y nutrientes se expre-
san en las tabﬁas IIT y IV de1 anexo,

Para 1la preparacidﬁ del medio de cultivo control, se
* ntilizo un matraz aforado de un litroj se anadio agua de -

mar filtrada y pasada por luz ultravioleta {U.V.), y se -



agrego un mililitro de las siguientes soluciones stocks:
1 ml de solucion stock de NaNO3

1 ml de solucion stock de NaHEPOQ.HZO
1 ml de secuestrante

1 ml de tris.

Se procedio a aforar a un litro de agua de mar filtrada
y pasada por U.V.

Posteriormente se usaron 2 matraces Erlenmeyer (original y
replica) de 250 ml

En cada uno de ellos se anadieron 75 ml del medio preparado
los éuales se usaron como control,

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO CON DIFERENTES CONCEN-
TRACIONES DE Nﬁhﬁos,

Los medios se prepararon utilizando el mismo procedi--
miento que el seguido en el control, cambiando solamente la
concentracion de NH[}NO3 de la siguiente forma:

Las concentraciones utilizadas fueron 67,5, 60, 52.5
45,0 mg/1, de ﬁH4N03; se transfirieron 75 ml & cada uno de
los matraces Erlenmeyer de 250 ml utilizados en cada concen
tracion,

Posteriormente los matraces Erlenmeyer con sus respectivos
medios, fueron esterilizados en autoclave a 15 libras/pulg2
por 15 minutos; concluido el procedimiento de esterilizacion
se dejo enfriar el medio de cultivo durante 24 horas despues
se anadieron las vitaminas cerca de la flama de los mecheros

tipo Bunsen para prevenir la contaminacion de los - - - -



medios,

Las inoculaciones se hicieron en presencia de los me-
cheros de gas tipo Bunsen que permanecierén encendidos du-
rante el periodo enique se llevo a cabo la operacién; la -
boca de los matraces inoculados se acerca a la flama del -
mechero para eliminar cualquier impureza antes de colocar-
le su respectivo tapon.

Todos los matraces fueron inoculados con 1 ml de --
cultivo de monoaxenico de T, suecica en estad{o de creci--
miento exponencial,

La densidad inicial promedio fue de 212 x 10° cel/ml Los
matraces permanecieron en el cuarto de cultivo bajo condi-
ciones de iluminacién constante proﬁorcionada por tubos de
1uz fluorecente, blanca fria.

La temperatura del laboratorio se mantuvo aproximadamente
constante (2000;2) por medio de aire acondicionado,
REGISTRO DEL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

Despues de inocular los matraces de cultivo, se llevo
a cabo el registro del crecimiento para identificar las di
fergntes fases que presenta un cultivo en el proceso de --
crecimiernto. Diariamente a las 13:00 horas se extrajeron
muestras de 4 ml. de cada uno de los 10 matraces (origi-
nal y réplica:de cultivo), utilizando pipetas esteriliza-
das y cerca de la flama de dos mecheros de gas tipo Bunsen
para evitar la contaminacion de los medios, El método para

estimar la densidad de las microalgas consistio en contar



directamente al microscoplo compuesto, con un hematocitémg

tro tipo Neubauer de 0.1 mm de profundidad, el cual es re

comendado para el conteo de algas pequenas (2 a 30 ) y pa
ra cultivos que 1leéuen a densidades de 5 x 10Q a 106 ——
cel/ml

Las muestras se fijaron con una gota de lugol para fito---

plancton marino versidn acida, a fin de inmovilizerlos y -

lograr un meJjor conteo.

La secuencia para contar las células es la siguiente:

1,- E1 cultivo se agita para que las células tengan una -
distribucion uniforme. :

2.- Una vez uniformada la muestra se éucciona de la parte
media del tubo de ensaye con una pipeta Pasteur,

3,~ Las camaras del hematocitometro con su portaobjetos en
cima, se llenan con la pipeta Pasteur haciendo un angu
10 de 45° con respecto al plano horizontal.

4 ,- Luego se coloca el hematocitometro en la placa de ba-
rrido del microscopio.

5,- E1 registro se hizo observando al microscopio y contan
do las celulas del cuadro central (25 divisiones).

.- Para cada muestra (original y réplica) se efectuo la -
lectura de 5 camaras determinendoposteriormente su pro
medio. Lés valores obtenidos fueron registrados para
calculos posteriores de la densidad de las microalgas

'y parametpos poblacionales. -

- Célculos de densidad.



Cuando se util{za un hematocitometro de 0.1 mm. de profun-
didad, la densidad se calcula de acuerdo a la siguiente re
Jacions
D= M XCX 10 X 1000 cel/ml,
donde:
D= Densidad del cultivo
M= Mililitros de muestra utilizados
10= Factor de multiplicacién debido a la profundidad
del hematocitometro,

1000= Valor para convertir a mililitros.
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RESULTADOS.

La Tabla I, corresponde a los valore; promedio entre -
original y reéplica de las lecturas Dbservédas en el hemato-
citometro para el cdlculo de la densidad e€n cada tratamien-
to.

La tabla II, corresponde a la concentracicn de 75 mg/L
deNa NO; (control) la cual muestra la maxima densidad al oc
tavo dia, el valor maximo para K y MU se presento al segun-
do dfa, la PD maxima fué al quinto dfa y el valor minimo pa
ra TG se presentd el segundo dfa.

La tabla III, corresponde a la concentracidn de 67.5mg
/L de NH;NOs, la cual mueétra la mdxima densidad al octavo
d{a, el valor maximo para K y MU se presentd al segundo dia
la PD mixima fu€ al quinto dia y.el valor minimo para TG --
se presentd al segundo dia.

La tabla IV, corresponde a la concentraci&h de ——-me-
60.0 mg/L de NH,NO5 la cual muestra la maxima densidad al =
sexto dfa, el valor maximo para Ky MU se presento al segun
do dfa, la PD maxima fué al cuarto dia y el valor minimo pa
ra TG se present6 al segundb dafa.

La tabla V, corresponde a la concentracion de 52.5mg/L
de NHL‘NO3 la cual muestra la maxima densidad al sébtimo dia
el valor méxiﬁp para K y MU se presenté al cuarto d{a, la L
PD maxima fue al sexto dfa y el valor minimo para TG se pre

sento al segundo afa.
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La tabla VI, corresponde a la concentracidn de 45.0 -
mg/L de NHANO3 la cual muestra la méximaidensidad al septi-
mo d{a, el valor maximo para K y MU se presenté al segundo
d{a, 1a PD nAxima fué al quinto dfa y el valor m{nimo para

TG se presentd al segundo d{a.



TABLA I,- Valores promedio de las lecturas en el hematoci-
témetro para cada tratamiento,

Concentracién de NHL'NO3

Dia (3?"52?%) 67.5 mg/L 60 mg/L 52.5 mg/L 45,0mg/L
0 21,200 21,200 21.200 21.200 21,200
1 25,500 33.300 20,800 65.800 20,500
2 239,900 239,100 184,100 229.900 186.600
3 419.900  559.900 438,300 447,500 466,600
4 780,000  767.500 .41100,000 960,800 765.800
5 1609.,100 1491.600 1700.800 1491.600 1604,100
6 2020,000 1985.000 2353,400 2221.600 1961.600
7 1896.600 2357.400 2152,400 2647,000  2069.100
8 2307.500 2710,799  1960.000  2035,800 1830.800

TABLA II.-Valores poblacionales de T, suecica a nivel Erlen
meyer en el medio de cultivo con 75 mg/L (control)
tomando los valores promedios entre original y -

réplica,
DENx1000 K MU PD x 100 TG
Dia (cel/ml) (div/dia) (cel/ml/dia) (cel/dia) (D{a)
0 21,200
1 25.500 0.2664 0.0802 4,3p00 1.1298
2 239,900 3.2339 0.9735  214.4000 - 0.0931
3 419,900 0.8076 0.2431  180.0000 ©.3727
4 780,000 0.8934 0.2689  360.1000 0,3369
5 1609.100 1.0447 0.3145  829.0996 0.2881
&  2020.000 0.3281 0.0988  410.9004 0,9175
7 1896.600  -0,0909 -0.0274 -123,4004 -3.3101
8  2307.500 0.2829 0.0852  410.9004 1.0640




TABLA iII.— Valores poblacionales de T. suecica a nivel —-

Erlenmeyer en el medio de cul

tivo con 67.5 mg/L

de NH NO3 tomando los valores promedio entre -

/

original-y réplica.
DEN x 1000 K MU PDx1000 TG
Dia (cel/ml) (div/dia) (cel/ml/dia) (cel/dia) (Dia)
0 21,200
1 53+ 300 0.6515 0.1961 12,1000 0.4621
£ 239.100 2.8441 0.8561 205.8000 0,1058
3 559.900 1,2276 0.3695 320.7999  0.,2452
4 767.500 0,4550 0.1370 207.6001 0.6616
5 1491.600 0.9586 0.2886 724 ,0996 0.3140
6 1985,000 0.4123 0.1241 493, 4004 0.7321
7 2357.400  0.2481 0.0747 372.3999  1.2135
8 2710.799 0.2015 0.0607 353.3994  1.4938

TABLA IV.- Valores poblacionales de T, suecica a nivel --
Erlenmeyer en el medio de cultivo con 60.0 /L

de NH, NO

original”y réplica,

3 Tomando los valores promedio entre -

DENXTO00 ) 4 MU PDx1000 TG
Dia (cel/ml) (div/dia) (cel/ml/dia) (cel/dia) (dia)
0 21.200
1 20,800 -0,0275 ~0,0083 -0.4000 -10,95L0
2 184,100  3.1459 0.9470 163.3000 0.0957
3 438,300 1.2515 0.3767 254,2000  0.2405
4  1100.000 1.3275 0.3996 661.7001 0.2268
5 1700,800 0.6287 0.1893 600.7998  0.4788
6  2353.400 0,4685 0.1410 652.6001 0,6425
7 2152.400 -0.1288 -0.0388 -201.0000 -2,3371
8  1960.000 -0,1351 -0.0407 -192.3999 -2.2283
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TABLA V.~ Valores poblacionales de T. suecica a nivel

Erlenmeyer en el medio de cultivo con 52.5 mg/L -

gin§§4§0?é;§Tig?o los valores promedio entre ori-

DENx1000 K MU PDx1000 TG
Dia (cel/,1) (div/dia) (cel/ml/dia) (cel/dia) (dia)

0 21,200

1 65,800  1.6341 0.4919 44,6000 0.1842
2 229,900 1.8049 0.5433 164.1000 0.1618
2 447,500 0.9609 0.2893 217.6000 0.3133
4 960,800  1.,1024 0.3318 513.2998 0.2731
5 1491.600 0.6346 0.1910 530.7998 0.4744
6 2221.600 0.6005 0.1808 770,0000 0.5013
7 2647.000 0.2270 0.0683 385.3999 1.3260
8 2035.800 ~0,3788 ~-0,1140 -611.1997 -0.7948
TABLA VI,- Valores poblacionales de T. suecica a nivel --

Erlenmeyer en el medio de cultivo con 45.0 mg/L
de NHANO; tomando los valores promedio entre ori

ginal’y réplica.
DENx1000 K MU PDx 1000 G
Dia (cel/ml) (div/dia) (cel/ml/dia) (cel/dia) (Dia)
0 21,200 |
1 20.500 -0,0484 -0,0146 -0.7000  -6.2143
2 186.600 3,1863 10,9592 166,1000 0.0945
% 465,600 1.3223 0.3980 279.9999 0.2277
b 765.800  0,7148 0.2152 299.1999 0,4211
5 1604,100 1,0667 0.3211 838.2998 0.2822
6 1961.600 0.2903 0.0874 357.5000 1.0371
7  2069.,100 0.0770 0,0232 107.5000 3.9108
8 1830.800 -0.1765 -0,0531 -1.7052
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Figura 1

Curvas de crecimiento para la microalga Tetraselmis suecica
correspondientes a las diferentes concentraciones de NHANO
75 mg/L (control), 67.5 mg/L, 60.0 mg/L, 52.5 mg/L y 45. 2
mg/L respectivamente.
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DISCUSION

Mediante el analisis de los datos mostrades en las tablas
II1, III, IV, V, VI; que corresponden a los parametros po--
blacionales de cada uno de los diferentes tratamientos del
cultivo de T. suecica se demuestra que el mimero maximo de
divisiones por dfa (K) y la tasa de crecimiento espec{fico
(MU) guardan una relacion directamente proporcional,

Estas mismas tablas as{ como la figura I, muestran que la -
fase exponencial del cultivo se present5 al segundo dia, |-~
que corresponde a la adaptacidn de T. suecica al medio, es-
to es la microalga aprovecha en su totalidad los nutrientes
del medio, comenzando a multiplicarse en progresion geome--
trica.

La relacion entre los parametros anteriores (K y MU) y el -
tiempo medio de generacion (TG) es inversamente proporcio--
nal pues cuando el cultivo presenta un nimero méximo de di-
visiones por dia su crecimiento espec{fico tambien es maxi-
mo,pero el tiempo de generacion de celulas es minimo.

Los valores de los parametros poblacionales son de suma im-
portancia para conccer y comprender el comportamiento de un
cultivo de microalzas y compararlo con las fases presenta--
das por un cultivo ideal (Foog, 1975), utilizando el medio
modificado de Guillard (1973) y Matthiessen y Torner (1966)
entre el cultivo y las diferentes concentraciones de NH4N03
No se presentaron diferencias significativas al nivel de -

confianza de 5% en el crecimiento esto es debido posiblemen
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te al pool interno de nutrientes el cual permite (al menos
en las primeras generaciones) que las celulas sigan crecien
do aun cuando la concentracion externa de sal nutritiva 1lle

gue a un punto crftico Q. Dortch et al 1984



CONCLUSION:

E1l efecto de variar las concentraciones de nitrato de amonio
para el cultivo de T. suecica no altero el crecimiento pobla
cional de una primera generacidn.

Si sobreponemos las graficas de crecimiento estas tienden a

formar una misma curva,
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RECOMENDACIONES:

Aunque en el andlisis de los datos obtenidos en este =
experimento, se demuestra que no existen diferencias signi-
ficativas, esto es que si suministramos la misma concentra-
cidn de nutrientes, obtenemos los mismos resultados; se su-
giere para proximos cultivos no trabajar con las minimas —-
concentraciones ni omitir los nutrientes establecidos, pues
se puede dar el caso del agotamiento de las reservas interw
nas, y repercutir esto directamente, en la calidad de nues-

tro cultivo.
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APENDICE I,- Medios de cultivo mas usados. (Cantidades pa--
ra un litro de agua de mar filtrada).

GUILLARD MATTHIESSEN Y TORNER
Nutrientes mayores 75 mg 150.0 mg
NaNO?3 5 mg 10.0 mg
NaH2P04,H20 15-30 mg 30,0 mg
Metales traza
Na2, EDTA 4,36 mg Fe., EDTA 10.0 mg
FeC13, 6H20 3.15 mg -
Cu 504.5H20 0,01 mg 1.96 mg
ZnS04,7H20 0.022 mg 4oty mg
CoC12,6H20 0.01 mg 2.0 mg
MnC12.4H20 0.18 mg 36.9 mg
Na2Mo04 ,4H20 0.006 mg 1.26 mg
Vitaminas
Bl 0.10 mg 2004 g
Biotina 0.50 g 1.04 g
B12 0.50 g 1.04¢g
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APENDICE II.- Rutina seguida en la preparacién de los macronutrientes para

los medios de cultivoe.

Preparacién de Nutrientes.

NITRATOS

FOSFATOS

SECUESTRANTE

RIS (BUFFER)

Pesar 75 g

Pesar 5.0 g

Pesar 4.36 g de
EDTA y 3.15 g
de cloruro fé—
rrico.

Pesar 200 g

al

Disolver con
agitador en
950 ml de
H20D.

Disolver con
agitador en
950 ml de
H20D.

|

jagitador el EDTA

Disolver con

en 500 ml de

Disolver en
500 ml de
H20D con agi
tador.

H20D.

A

Aforar a 1
Tt .

Aforar a 1
IJt »

Aniadir el cloru
ro férrico pre—
viamente disuel
to en H20D.

l

Ajustar el

pH a 7.5 con
HC1 al 30 %
(aprox.130 ml

Aorar a 1
Lt con H20D

Afadir 1 ml
de cada me-

tal.

Aforar aprox. a
950 ml con H20D

Aforar a 1
Lt con HK20D.
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APENDICE IIXI.- Diseho del medio modificado £f/2 de Guillard
(?973) y Matthiessen (1966) utilizado como
medio basico. |

(cantidades para un litro de agua de mar --
filtrada).

INGREDIENTES : CANTIDADES:

Nutrientes mayores:
NaNO3 75 mg

POQ.HZS 5 mg

e

Vetales traza

Fe. EDTA 10,0 mg
Cu SOQ.5H20 1.96 mg
ZDSOQ"ZHZO L}.l{ mg
Co C1,.6H,0 2,0 mg
Mn Cl,.4H,0 3§.9 mg
NB2M004'QH20 1.26 mg
Vitaminas

Bl N 200K g
Biotina ' 1.04g

Bio 1.048




APERDICE 1IV.

~ Rutina a seguir en la preparaciéh de la solu

o
cion stock primaria de vitaminas para los me

dios de cultivo.

Concentrado (solucion stock primaria).

B12 BIOTINA TIAMINA
Pesar 10 mg Pesar 10 mg Pesar 2 g
con balanza con balanza con balanza
analitica. analitica. analitica.

l J q
Disolver en Disolver en Diseplver en
50 ml de 50 ml de 50 ml de
H20D. H20D. H20D.,

Aforar a 100 Aforar a 100 Aforar a 100
ml. ml. ml.,

28

Ajustar el pH a 5.0 con HCI al 10% y esterilizar por 5 mi-
B
nutos a 15 libras de presién por pulgada cuadrada. Se guar

da en recipientes pequéﬁos y se congéla,



LOGARITMO DEL NUMERO DE CELULAS

APENDICE V.-

EDAD DEL CULTIVO (dias)

Curva de crecimiento ideal de microalgas en —

medios de volumen limitado. A. Tase de induc—
. ¢ .

cion; B. fase de crecimiento exponencial; --

C. fase de declinamiento relativo del creci—-—

miento; D. fase estacionaria y E. fase de ——-—

muerte (Tomado de Fogg, 1975).

29
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APENDICE vI1I.-CALCULCS DE DERSIDAD.
Con un Hematocitometro de 0,1 mm de profundidad,

la densidad de microalgas se calcula de acuerdo a la si—

...
gulente relacion:

D= (F + F.D. + M) x C x 10 x 1000 cels/ml (1)
Donde:

D= densidad del cultivo,

F= fijador (mls)

i}

F.D.= factor de dilucion (mls)

Vi
FnD.o =

vi

Vf= Volumen final de la muestra dilufda (mls)
vi= volumen inicial de la muestra (mls)
M= Mililitros de muestra utilizados

& [
C= Numero de celulas promedio contadas

10= factor de multiplicacion debido a la

"

profundidad del Hematocitdmetro

1000= valor para convertir a mil{metros

Con el fijador Utermohl o lugol no es necesario hacer
correcciones para Iincrementos de volumen, as{ que F no se -
utiliza. Si el Hematocitémetro es de 0.2 mn de produndidad

l1a densidad se calcula de la siguiente forma:



D = (F.D. + M) x C x 1000 cels / ml

En este caso, C es el numero de células de la cuantifi
cacion de los 5 cuadros de cada camara, Si se cuentan va-
rias camaras se debe calcular un promedio del numero de —-

camaras contadas,
APENDICE VII.- CALCULO DE PAFAIMETROS PORLACIONALES.

Los principales parametros del crecimiento de un cul-
tivo de celulas se calculan como a continuacion,

1.~ Las divisiones por dia (K) se calculan de acuerdo

a Guillard (1973):
k= (3.322/T2-T1) * (log N2/N1)
Donde:

3,22= Factor de conversion del logaritmo base 2

a base 10 (3.322=1og2 10)
Nl= Concentracion celular al tiempo T1

N2= Concentracion celular al tiempo T2

2.- La tasa de crecimiento especifico ( @ ) estimada
como lo recomienda E.P.A. (1971) para ensayos con microal-
gas:

log (N2/N1) Y
dia

- T2 -~ 1
3.- E1 tiempo medio de generacion (Tg) se determina co

mo 16 recomienda Eppley y Strickland (1968):



log 2 (T2-T1) log 2
Tg' =

logN2 -~ 1logNhl k

4,- La produccién diaria de microalgas se valora sec--

gun De la Cruz y Alfonso, 1975:

NZ2 - N1

T2 - T1
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