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RESUMEN

Chorella kessleri es una microalga dulceacuicola, comUunmente usada como
alimento de diversas especies de zooplancton, las cuales a vez, son un excelente
alimento para larvas y juveniles de peces y crustaceos. En este estudio se evalud el
crecimiento y el consumo de nitrato y fosfato por C. kessleri en cultivos estaticos de
18 L con medio f/2 y Matthiessen y Torner. Las condiciones de cultivo experimental
fueron de 19 + 1°C, 2 UPS, un flujo de aire de 5 L min™, adicién puntual de CO, en
la mafiana y en la tarde a razén de 5 L min™ por 1:15 minutos e irradianza con
cuatro lamparas fluorescentes de 75 W, las cuales suministraron 300 pumol quanta
m? s™. Muestras diarias de los cultivos fueron tomadas para conocer la densidad
celular, asi como el nitrato y fosfato residual durante 8 dias. El crecimiento promedio
de C. kessleri resultdé similar y no significativo (t = 0.0823; P = 0.9352), en ambos
medios de cultivo, con valores maximos en la tasa de crecimiento de 1.02 + 0.130 y
0.84 + 0.010 en el segundo dia respectivamente. Durante el crecimiento
exponencial, el nitrato residual en el medio fue inversamente proporcional a la
densidad celular de C. kessleri y arriba del 95 % de nitrato fue removido del medio
durante los primeros seis dias en el medio f/2, mientras que en el medio
Matthiessen y Torner fue el 40%. La cuota celular de nitrégeno de C. kessleri
durante los primeros seis dias vari6 de 17.74 a 6.39 y de 32 a 3.8 fmol célula™ dia™
en el medio /2, y Matthiessen y Torner respectivamente. La maxima remocion de
fosfato en el medio f/2 y Matthiessen y Torner se presentd en el tercer (96.2%) y
quinto (96.5%) dia de cultivo respectivamente. Estos resultados coinciden con
maximos en la tasa de crecimiento y cuota celular de C. kessleri. Se concluye que
C. kessleri no mostr6 cambios importantes en la biomasa final en distintas
concentraciones de nutrientes y puede ser usada en el sexto dia de su cultivo, ya
sea como inoculo para volumenes mayores o como alimento para organismos
acuaticos en acuacultura.
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1.- INTRODUCCION

Chlorella kessleri es una microalga de agua dulce, perteneciente al phyllum
Chlorophyta cuyo diametro promedio varia entre 2.8 + 0.551 y 3.2 £ 0.717 um. Este
género posee un alto contenido proteico (Romero-Lopez y Hernandez-Martinez,
2002), y es comunmente usada como alimento en la acuicultura para diversas
especies de zooplancton, como son Moina sp. (Romero-L6pez et al. 2009), Daphnia
sp. (Yin et al. 2010) y Brachionus sp. (Fu et al. 1997; Suantika et al. 2000;
Kobayashi et al. 2008). Estos ultimos a su vez se utilizan como alimento para
diferentes estadios de crecimiento de larvas de peces y crustaceos e incluso
Chlorella es usada en la alimentacibn humana (Romero-LOpez y Hernandez-
Martinez, 2002). Ademas de su valor nutricional, esta especie de fitoplancton es
importante por su gran cantidad de lipidos, especialmente acido linoleico, lo que la
convierte en una candidata ideal en la biotecnologia para la produccion de Biodiesel
(Xiong et al. 2008).

Las microalgas del género Chlorella también son usadas en la remocion de
nutrientes en sistemas de tratamiento de aguas residuales (Romero-Lépez y
Hernandez-Martinez, 2002; Lee y Lee, 2001; Cléber-Bertoldi et al. 2006). Ademas,
producen metabolitos que tienen propiedades anti-bacteriales, los cuales se utilizan
en el cultivo larval de peces en los sistemas llamados de “agua verde”.

En la actualidad es comun el cultivo semi-intensivo de fitoplancton natural en
granjas de produccion comercial, donde se promueve la productividad primaria y
secundaria con la adicion de fertilizantes agricolas. Sin embargo, este modo de
cultivo presenta inconvenientes porgue se desconocen las especies que crecen en
los estanques, asi como también la cantidad de estas. A su vez, con la fertilizacion

se promueven organismos indeseados que afectan la inocuidad de los cultivos y que



pueden inclusive acabar con estos (Cortés-Altamirano y Licea-Duran, 1999). Con
base a esta problematica, los laboratorios de produccion comercial de alevines de
peces y de postlarvas de camarones peneideos han optado por el cultivo de
microalgas en condiciones de laboratorio, principalmente utilizando el sistema
intensivo en el cual se usa agua previamente filtrada y tratada, y se conoce la
cantidad de nutrientes que se incorporan al cultivo. Pero en el caso de cultivos de
Chlorella kessleri, la mayoria de los estudios han usado medios descritos para
especies dulceacuicolas y pocos trabajos han utilizado medios nutritivos empleados
para especies marinas. Por esta razén, se considera importante conocer el consumo
de macronutrientes (nitrato y fosfato) en distintos medios de crecimiento de C.
kessleri, y los tiempos en los cuales se produce la maxima biomasa y consumo de
nutriente. Esto permitira realizar programas de produccion comercial donde esta
especie es usada como alimento. Por este motivo, se realizé el presente estudio,
con el fin de conocer el tiempo en que se produce la maxima biomasa de C.
kessleri, al cultivarla con dos medios comerciales: f/2 de Guillard (1975) y
Matthiessen y Torner (1966). Asi como también, conocer la relacion entre la tasa de
crecimiento especifica y la concentracion de nutrientes limitantes (nitratos y fosfatos)
en el medio. En este sentido, un cambio en la concentracién de nutrientes, podria
producir un cambio proporcional en la densidad celular. Esto permitird conocer si
alguno de los dos medios limita o no el 6ptimo desarrollo de esta especie bajo

condiciones de laboratorio.



1.1.- Hipotesis

Se considera que cambios en la concentracion de nutrientes en el cultivo de
Chlorella kessleri modificaran su crecimiento y producciéon celular al usar distintos

medios de cultivo.

1.2.- Objetivo general

Comparar el crecimiento, produccién celular y consumo de macronutrientes
por Chlorella kessleri, al cultivarla en dos medios con distinta concentracion de

nutrientes.

1.21.- Objetivos particulares

» Conocer si existen diferencias en la tasa de crecimiento especifica y densidad
celular de C. kessleri al cultivarla con los medios comerciales f/2 de Guillard

(1975) y Matthiessen y Torner (1966).

» Determinar el consumo de nitrato y fosfato por C. kessleri al cultivarla con dos
medios diferentes en un sistema estatico.

» Conocer que relacion existe entre la tasa de crecimiento especifica de C.
kessleri y el consumo de nitratos y fosfatos por esta especie en dos medios

de cultivo diferentes.



2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Cultivo microalgal

La microalga Chlorella kessleri fue proporcionada por la coleccién de cultivos
del Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Autonoma de Baja
California. Esta especie se mantuvo en el laboratorio con el medio f/2 de Guillard
(1975), a una temperatura de 19 + 1°C. Los nutrientes usados en los experimentos
para el cultivo de C. kessleri fueron adicionados a un litro de agua dulce
previamente filtrada a 1 pum. La concentracion de nutrientes en los medios
experimentales se describe en la tabla 1.

Tabla |. Constituyentes Inorganicos y Organicos del medio f/2 de Guillard y

Matthiessen y Torner.

Constituyentes

Medio /2 Guillard (1975)

Medio Matthiessen y Torner

(1966)
Nutrientes mayores Mg L™ Mg L™
NaNO3 75 150
NaH>PO4 5 10
Metales traza Mg L™ Mg L™
Fe Cl3.6H,0 3.15 3.15
Na,EDTA 4.36 4.36
CuS0,4. 5H,0 0.01 0.002
ZnS0Oy4. 7TH,0 0.022 0.0044
CoCl,. 6H,0 0.01 0.002
MnCl,. 4H,0 0.18 0.036
Na,MoOQ,. 2H,0 0.006 0.0012
Vitaminas pg L pg L
Cianocobalamina 0.5 1
Biotina 0.5 1
Timaina-HCI 100 200

Agua filtrada de
la llave

Aforado a 1L

Aforado a 1L



El ensayo experimental inici6 en frascos Erlenmeyer de 250 mL que
contenian cada uno 150 mL de medio por triplicado. Este medio se esteriliz6 en
autoclave a 121 °C, 15 libras pulgada® de presién durante 15 minutos. Una vez
esterilizados, se enfriaron a temperatura ambiente, para después agregarles
asépticamente las vitaminas estériles con micro-pipetas. Cada Erlenmeyer recibio
un inoculo de 100 pL de cepa. Durante siete dias de cultivo se suministré una
irradianza fotosintéticamente activa de 150 pmol quanta m? s™, proporcionada por
lamparas fluorescentes Osram de 75 W. La luz fue medida con un irradiébmetro
(Biospherical Instruments Inc. Modelo QSL-100, con sensor de 4r). Diariamente se
cuantifico por triplicado las células de cada medio experimental en un contador de
particulas Multisizer 3.

Después, el cultivo continu6 en unidades de evaluacion Fernbach para cada
medio experimental, los cuales se prepararon por triplicado con 1.85 L de medio de
cultivo y se esterilizaron de acuerdo al procedimiento arriba mencionado. Cada
Fernbach, recibié 2 mL de vitaminas estériles y un inoculo de 150 mL (obtenido del
nivel Erlenmeyer) en condiciones asépticas. Los cultivos en Fernbach, se colocaron
en la misma condicion de irradianza y temperatura antes descrita. Durante siete dias
de cultivo, se tomaron muestras por triplicado para su cuantificacion en un contador
de particulas Multisizer 3. La biomasa obtenida en el nivel Fernbach se usé como
inoculo para el nivel garrafon. Antes de la inoculacion, el agua que se utilizo fue
filtrada hasta una micra y posterior a esto, se tratd con hipoclorito de sodio y
tiosulfato de sodio, para lo cual se prepararon soluciones primarias de hipoclorito de
sodio (416 mL de NaOCI al 6% aforado a 1 L con agua destilada). De esta solucion
se adiciond 0.25 mL L™ al garrafén aforado con agua dulce y se dejé reposar por 24

horas; transcurrido este tiempo, se neutralizo el cloro mediante la adicion de 0.1 mL



L™ de tiosulfato de sodio (248.1 g aforado a 1 L con agua destilada). Se introdujo
aireacion por dos horas y al término de este tiempo, se adicionaron los nutrientes a
tres unidades de evaluacion de cada medio experimental respectivamente. Las
condiciones de cultivo en este nivel fueron de 19 + 1°C, 2 UPS, un flujo de aire de 5
L min™, adicién puntual de CO, en la mafiana y en la tarde a razén de 5 L min™ por
1:15 minutos e irradianza con cuatro lamparas fluorescentes de 75 W, las cuales
suministraron 300 pmol quanta m? s™. Los cultivos se evaluaron por 9 dias, durante
los cuales se cuantificd la densidad celular por triplicado de cada medio de cultivo
en un contador de particulas Multisizer 3. Ademas, se llevaron registros de pH antes
y después de la adicion de CO,. Con los resultados de la densidad celular se
calculo la tasa de crecimiento especifica (1) y el nimero de divisiones por dia (D)
mediante las ecuaciones descritas por Guillard (1973), También se calcularon el
tiempo de duplicacion (TD), la produccion diaria (PD) y la variacion porcentual de la
produccion diaria (VP), estos ultimos mediante las ecuaciones descritas por De la
cruz y Alfonso, (1975). Estos parametros son una estimacion de la eficiencia del

crecimiento de C. kessleri.



2.2.- Analisis de nitratos y fosfatos

Muestras diarias de 10 mL del agua de cultivo fueron tomadas de cada
unidad experimental y filtradas a través de filtros GF/F de 25 mm de diametro y 0.7
um de paso de particula, para cuantificar nitrato y fosfato. El agua filtrada fue
inmediatamente almacenada a -20 °C para su posterior analisis. Antes de llevar a
cabo los analisis, se realizaron curvas de calibracion tanto para nitratos como
fosfatos utilizando los procedimientos descritos en Parsons et al. (1985). El
consumo de nitrato y fosfato se determiné mediante la medicién diaria del nutriente
residual en cada medio de cultivo experimental. El consumo de nitrato se calculé de

acuerdo a la expresion descrita en Valenzuela et al. (2011).

V=Ci-Ct/t

Donde V es la razén de consumo diario (UM dia®), C; y C: son la
concentracion inicial y final de nutriente respectivamente (UM) y t es el periodo de
tiempo de consumo (d%).

La cantidad de nutriente requerido por célula o la cuota celular (Q), se calcul6
de acuerdo a la expresion descrita en Meseck et al. (2005).

2.3.- Andlisis estadistico

Los datos de densidad celular fueron transformados a Logaritmo Base 10.
Después, se realiz6 una prueba t para muestras independientes (o = 0.05)
empleando el paquete estadistico SigmaStat 3.5. Estos analisis estadisticos se
emplearon para conocer el efecto de distintos medios de cultivo en la variable

densidad celular.



3.- RESULTADOS

3.1.- Cultivo microalgal
3.12.- Nivel Erlenmeyer

La diferencia en la densidad celular de C. kessleri en nivel Erlenmeyer, con
los dos medios de cultivo no fue significativa (t = -0.0091; P = 0.9928). Esta variable
inicié con 0.07 + 0.009 x 10° y 0.07+ 0.002 x 10° cél mL™* en el medio /2 de Guillard
y Matthiessen y Torner respectivamente (figura 1). Se observo un retraso en el
crecimiento (fase Lag) durante los primeros dos dias. Después, comenzo la fase
exponencial hasta el sexto dia. En el séptimo dia se distinguio la fase de crecimiento
lento, donde se observo la maxima densidad celular, con valores promedio de 10.99
+ 0.1212 x 10° y 10.81 + 0.1920 x 10° cél mL™ en f/2 y Matthiessen y Torner
respectivamente. Con respecto a la tasa de crecimiento especifica, en el primer dia,
se observo un valor bajo (0.34 + 0.086 y 0.25 + 0.024) en los dos medios (figura 2).
Después este se incrementd hasta el tercer dia con valores maximos de 1.89 *
0.066 y 1.83 + 0.040 en el medio /2 y Matthiessen y Torner respectivamente. Del
cuarto al séptimo dia de cultivo se distinguié una notable disminucién en este
parametro. En cuanto a las divisiones por dia presentaron la misma tendencia que la
tasa especifica de crecimiento. El tiempo de duplicacion se comportd de manera
inversa a la tasa de crecimiento y a las divisiones por dia (Tabla II), presentando su
valor minimo en el dia 3 (0.4 £ 0.01 en los dos medios) y su maximo en el dia 7
(17.6 £ 561 y 14.4 £ 2.82) en f/2 y Matthiessen y Torner respectivamente. La
maxima produccion diaria vario en los dos medios, en el medio f/2 se observoé en el
cuarto dia (2.87 + 0.20 x 10° cél mL™), mientras que, en el medio Matthiessen y

Torner se observé en el quinto (3.05 + 0.22 x 10° cél mL™).
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Figura 1. Densidad celular promedio de C. kessleri cultivada en medio /2 y

Matthiessen y Torner en matraz Erlenmeyer de 150 mL. La barra vertical indica el

error estandar (n=3)
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Figura 2. Tasa de crecimiento promedio de C. kessleri cultivada en medio /2 y
Matthiessen y Torner en matraz Erlenmeyer de 150 mL. La barra vertical indica el

error estandar (n=3)



Tabla |I.

Parametros poblacionales promedio de Chlorella kessleri en nivel

Erlenmeyer (150 mL) cultivada en: A) Medio /2 de Guillard (1975) y B) Medio

Matthiessen y Torner (1966). Donde T = Tiempo (dias), DC= Densidad celular (x 10°

cél mL™?), p = tasa de crecimiento especifica, D = divisiones por dia (div dia™), TD =

tiempo de duplicacién (dias), PD = produccién diaria (x 10° cél mL™) y VP = valor

porcentual de la PD (%). El error estandar se muestra como + (n=3).

A)
T DC M D TD PD VP
0 0.07+0.009 - - - - -
1 008+0.004 0.34+0.086 05+0.12 2.2+057 0.03+0.01 404=+12.1
2 036+0.012 139+0.023 20+0.03 05+0.01 0.27+0.01 3005+94
3 237+0.076 189%+0.066 2.7+0.10 04+0.01 2.01%+0.09 563.2+425
4 524+0.278 0.79+0.022 1.1+0.03 09+0.03 287%+0.20 120.9+4.9
5 7.66+0421 0.38+0.003 05+0.00 1.8+0.02 241+0.14 46.0+x05
6 1042+0.335 0.31+0.024 04+0.03 23+0.16 2.77+0.09 36.5*+3.3
/7 10.99+0.121 0.05+0.024 0.1+0.03 17.6+5.61 0.57+0.24 56*25
B)
T DC M D TD PD VP
0 0.07+0.002 - - - - -
1 009+0.003 0.25+0.024 04+0.03 29+0.30 0.02+0.00 28.2+3.0
2 037+0.003 141+0.025 2.0+0.04 0.5+0.01 0.28+0.00 312.1+10.2
3 233+0.087 183+0.040 26+0.06 04+0.01 1.95+0.09 523.2+25.1
4 516+0410 0.80+0.044 11+0.06 09+0.05 2.83+0.33 120.8+9.7
5 820+0.209 046+0.055 0.7+0.06 15+0.18 3.05+0.22 60.4+8.9
6 10.57+0.393 0.25+0.013 04+0.02 2.7+0.14 237+0.19 289*16
7 10.81+0.192 0.05+0.010 0.1+0.01 144+282 053+0.11 51+1.0
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3.13.- Nivel Fernbach

Al igual que en el nivel de cultivo anterior, en Fernbach, no hubo diferencias
significativas en la densidad celular promedio entre los tratamientos (t = -0.0012; P =
0.9990). Esta variable inicié con un valor promedio de 0.91 + 0.012 x 10° y 0.88 +
0.022 x 10° cél mL* en el medio /2 de Guillard y Matthiessen y Torner
respectivamente. En el primer dia de cultivo, se observé la fase Lag (figura 3).
Después, se distingueron dos incrementos en la fase exponencial: El primero del
segundo al tercer dia y el segundo del cuarto hasta el sexto dia. En el séptimo dia,
se observo la fase de crecimiento lento y se registro la maxima densidad celular en
ambos medios, con un valor promedio de 20.99 + 0.152 x 10° y 21.93 + 2.302 x 10°
cél mL™ en /2 y Matthiessen y Torner respectivamente.

La tasa de crecimiento especifica de C. kesleri en nivel Fernbach se presenta
en la figura 4. La cual mostrd un valor de 0.11 + 0.018 y 0.22 + 0.031 en el primer
dia, esta se incrementd en el segundo dia a valores maximos de 1.69 + 0.014 y 1.59
+ 0.025 en el medio f/2 y Matthiessen y Torner respectivamente. Después, en el
tercer dia de cultivo se distinguié una disminucion abrupta en este parametro y en el
dia 4 mostré un pequefo incremento, a partir del cual disminuy6 con el tiempo de
cultivo.

El valor maximo de divisiones por dia y el minimo de tiempo de duplicacion
respectivamente, se registraron en el dia 2 (tabla Ill) en los dos medios (2.44 + 0.02
y 0.41 £ 0.00 en el medio /2y 2.30 + 0.04 y 0.44 £ 0.01 en Mattiessen y Torner
respectivamente). La maxima produccion diaria se observé en el dia 4 en los dos
medios, con valores de 5.81 + 0.37 x 10° y 6.30 + 0.14 x 10° cél mL™

respectivamente.
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Figura 3. Densidad celular promedio de C. kessleri cultivada en medio f/2 y
Matthiessen y Torner en matraz Fernbach de 2 L. La barra vertical indica el error

estandar (n=3)
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Figura 4. Tasa de crecimiento promedio de C. kessleri cultivada en medio /2 y
Matthiessen y Torner en matraz Fernbach de 2 L. La barra vertical indica el error

estandar (n=3)
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Tabla 1ll. Parametros poblacionales promedio de Chlorella kessleri en nivel

Fernbach (2L) cultivada en: A) Medio /2 de Guillard (1975) y B) Medio Matthiessen

y Torner (1966). Donde T = Tiempo (dias), DC = Densidad celular (x 10° cél mL™),

= tasa de crecimiento especifica, D = divisiones por dia (div dia™*), TD = tiempo de

duplicacién (dfas), PD = produccién diaria (x 10° cél mL™) y VP = valor porcentual de

la PD (%). El error estandar se muestra como + (n=3).

A)

T DC M D TD PD VP

0 0.91+0.012 - - - - -

1 1.01+0.007 0.11+0.018 0.16+0.03 6.82+1.17 0.10+0.02 11.4+2.0
2 546+0.056 1.69+0.014 2.44+0.02 041+0.00 4.45+0.06 441.2+7.6
3 7.34+0.198 0.29+0.037 0.42+0.05 245+0.35 187+0.25 34.4%49
4 13.14+0.056 0.58+0.017 0.84+0.02 1.19+0.04 581+0.37 79.01+3.0
5 18.03+0.380 0.32+0.023 0.46+0.03 2.20+0.15 4.89+0.19 374+3.1
6 20.55+0.060 0.13+0.020 0.19+0.03 553+0.80 252+036 14.0%x23
7 20.99+0.152 0.02+0.008 0.03+0.01 41.46+11.93 045+0.18 2.2+0.8

B)

T DC M D TD PD VP

0 0.88+0.023 - - - - -

1 1.10+£0.010 0.22+0.031 0.33+0.04 3.19+0.40 0.19+0.00 25.4+4.0

2 540%+0.084 159+0.025 2.30+0.04 0.44+0.01 4.40+0.03 392.2+12.0
3 7270310 0.30%+0.031 0.43+0.04 2.39+0.25 2.02+0.13 346+4.1

4 1257+1.310 055+0.074 0.77+0.11 1.35%+0.22 6.30+0.14 72.0+12.2
5 17.44+1.014 0.33+0.057 0.49+0.08 2.16+0.32 4.56+0.08 40.6+8.2

6 21.30+1.433 0.20%+0.037 0.29+0.05 3.75+0.70 459+0.91 22.1+45

7 21.93+0.536 0.14+0.000 0.20+0.00 5.10+0.00 2.73+0.00 14.6+0.0
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3.14.- Nivel garrafon

Durante el cultivo de C. kessleri en volumen de 18 L, La temperatura (19 +

1°C) y salinidad (2UPS) mostraron poca variacion en los dos medios de cultivo. Sin

embargo, el pH presenté variaciones importantes de 7.24 + 0.04 a 9.38 + 0.05 en el

medio f/2 y de 7.26 + 0.05 a 9.5 + 0.02 en Matthiessen y Torner. Esta variable se

incrementd conforme transcurrié el tiempo de cultivo y disminuyé cuando se

administré el pulso de CO,. También se observé que los valores de pH registrados

por la mafiana siempre fueron mayores que aquellos registrados por la tarde (fig. 5).

Marfiana

Tarde

10.0
—&— Medio f/2
95 - —O— MedioMyT
i Antes del pulso
9.0 4 de CO,
L 851
8.0
7.5 1 Qe Después del
pulso de CO,
70 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 5.

Tiempo (dias)

Variacion de pH en cultivos de C. kessleri con medio f/2 y Matthiessen y

Torner en garrafon de 18 L. La barra vertical indica el error estandar (n=3)
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La densidad inicial promedio en el cultivo de 18 L fue de 2.42 + 0.189 x10° y
2.68 + 0.079 x 10° cél mL™ en el medio f/2 de Guillard y Matthiessen y Torner
respectivamente. Durante el primer dia, se observo la fase Lag en ambos medios, y
del segundo al cuarto dia C kessleri se denota un incremento similar en la densidad
celular en ambos medios de cultivo. A partir del quinto dia se observd mayor
densidad celular en el medio f/2 (figura 6) y una fase de crecimiento lento a partir del
octavo dia. Sin embargo, tales diferencias no son significativas (t = 0.0823; P =
0.9352). La maxima densidad celular reportada en este nivel fue de 37.03 + 0.670 x
10°y 34.71 + 0.667 x 10° cél mL™ en el medio /2 de Guillard y Matthiessen y Torner
respectivamente.

La tasa especifica de crecimiento en los dos medios de cultivo fue similar
(figura 7). En el primer dia se observaron valores de 0.13 + 0.045 y 0.12 £ 0.018,
con valores maximos de este parametro en el segundo dia (1.02 + 0.130 y 0.84 *
0.010). Del segundo al quinto dia se observd una notable disminucion. A partir de
este tiempo, la tasa de crecimiento especifica presenté poca variacion y en el
noveno dia disminuyé a un valor minimo de 0.07 + 0.029 en el medio f/2. Las
divisiones por dia tuvieron la misma tendencia que la tasa especifica de crecimiento,
con valores maximos de 1.48 + 0.19 y 1.21 £+ 0.01 en el segundo dia. La maxima
produccion diaria se obtuvo en el tercer dia con valores de 6.72 + 0.18 x 10° cél mL™

en el medio f/2 y 6.96 + 0.14 x 10° cél mL™ en Matthiessen y Torner.
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Figura 6. Densidad celular promedio de C. kessleri cultivada en medio f/2 y
Matthiessen y Torner en garrafon de 18 L. La barra vertical indica el error estandar

(n=3)
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Figura 7. Tasa de crecimiento promedio de C. kessleri cultivada en medio /2 y
Matthiessen y Torner en garrafon de 18 L. La barra vertical indica el error estandar

(n=3)
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Tabla IV. Parametros poblacionales promedio de Chlorella kessleri en nivel Garrafén

(18L) cultivada en: A) Medio /2 de Guillard (1975) y B) Medio Matthiessen y Torner

(1966). Donde T = Tiempo (dias), DC = Densidad celular (x 10° cél mL™), u = tasa

de crecimiento especifica, D

divisiones por dia (div dia™), TD

tiempo de

duplicacién (dfas), PD = produccién diaria (x 10° cél mL™) y VP = valor porcentual de

la PD (%). El error estandar se muestra como + (n=3).

A)
T DC M D D PD VP
0 242+0.189 - - - - -
1 274+0.109 0.13+0.045 0.19+0.06 6.67+198 0.32+0.09 14.1+5.2
2 7.68+0.698 1.02+0.130 1.48+0.19 0.70+x0.10 4.94+0.79 182.6+34.4
3 1441+0.609 0.64+0.055 0.92+0.08 1.11+0.09 6.72+0.18 89.5+10.6
4 18.07+0.321 0.23+0.025 0.33+0.04 3.11+0.32 3.67+0.29 25.7+3.2
5 19.99+0.473 0.10+0.009 0.15+0.01 6.99+058 1.92+0.20 10.6%+1.0
6 24.59+2354 0.20+£0.080 0.29+0.12 7.88+539 4.60+1.94 226+94
7 30.06+2.409 0.20+0.020 0.29+0.03 3.46+0.34 547+0.29 227+24
8 3599+1.342 0.19+0.048 0.27+0.07 4.23+x095 593+1.17 20.6%+5.9
9 37.03+0.670 0.07+0.029 0.10+0.04 11.67%x4.75 2.55+0.97 74+31
B)
T DC M D TD PD VP
0 2.68+0.079 - - - - -
1 294+0.050 0.12+0.018 0.18+0.03 5.71+0.81 0.34+0.06 13.2+2.0
2 6.79+0.050 0.84+0.010 1.21+0.01 0.83+0.01 3.85+0.00 130.7%+22
3 13.75+0.088 0.71+0.014 1.02+0.02 0.98+0.02 6.96+0.14 1025+2.8
4 18.26+0.329 0.28+0.014 041+0.02 245+0.11 451+0.27 32.8+1.8
5 20.17+0.163 0.10+0.013 0.14+0.02 7.15+0.83 191+0.22 105*+14
6 22.76+0.037 0.12+0.008 0.17+0.01 5.79+0.39 259+0.15 12.8%0.9
7 26.62+0.490 0.16+0.020 0.23+0.03 4.61+066 3.86+0.52 17.0+23
8 30.90+0.695 0.15+0.019 0.21+0.03 4.83+x0.70 4.58+0.57 16.1+2.2
9 34.71+0.667 0.12+0.011 0.17+0.02 6.04+050 3.81+0.33 124+1.2
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3.2.- Consumo de nutrientes

3.21.- Nitratos

En el medio f/2 se observé un consumo de 1014 pM del nitrato en los
primeros seis dias (fig. 8), lo cual equivale al 95.40 %. En ese momento restaban
solamente 48 + 24.3 uM (4.52%). Como se puede ver en la tabla VA, en el dia 1 el
consumo fue relativamente bajo (84 + 16.184 uM), conforme transcurrieron los dias
de cultivo este se incrementd hasta tener su valor maximo en el dia 4 (259 + 44.1
MM). Después, se observd una continua disminucion del consumo hasta el octavo
dia (10 £ 6.1 uM). El mayor consumo por célula se observé en el dia 1 (1.68 + 0.28
fM).

En el medio Matthiessen y Torner se consumio el 69.95 * 3.42 % en los ocho
dias de cultivo (fig. 8), momento en el cual restaban 587 £ 70.7 uM. En el dia 1 se
observo un consumo de 218 + 15.2 uM (tabla V B)), este valor disminuy6 hasta el
cuarto dia. Por ultimo se not6 un aumento gradual en el consumo hasta el octavo
dia, cuando se present6 el mayor consumo (339 = 31.9 uM). Al igual que el medio
f/2 el mayor consumo por célula fue observado en el dia 1 (4.13 + 0.32 fM). En
ambos medios se aprecié que la cantidad de nitrato inicial (1062 + 13.6 y 1951 +
16.8 uM) es mayor a la estipulada en la formulacién de los mismos (883 y 1766 uM
en f/2 y Matthiessen y Torner respectivamente). En ambos medios se observo que
la cuota celular mostr6 su valor mas alto en el primer dia, después del cual

disminuyo con el tiempo de cultivo.
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Tabla V. Densidad celular promedio y consumo de nitrato por Chlorella kessleri en
garrafon (18 L) cultivada en: A) Medio f/2 de Guillard (1975) y B) Medio Matthiessen
y Torner (1966). Donde T = Tiempo (dias), DC = Densidad Celular (x 10° cél mL™),
NR = Nitrato residual (uM), V = razén de consumo de nitrato (UM dia™), VA =
consumo acumulado (%), VC = razdn de consumo de nitrato por célula (femtoMolar
cél* diat) y Q = Cuota celular (femtoMolar cél* dia ™). El error estandar se muestra

como = (n=3).

A)

T DC NR Vv VA VvC Q

0 242+0.189 1062+ 13.6 - - - -

1 274+0109 978+198 84+16.1 791+151 1.68+0.28 17.74+7.12
2 7.68+0.698 908+265 70+19.0 1456+143 0.53+0.16 0.56+0.22
3 14.40+0.609 746+32.3 162+58.7 29.68+3.94 0.61+0.20 1.01+0.37
4 18.07+0.321 487+30.0 259+441 54.14+288 0.80+0.15 3.47+0.33
5 19.98+0.473 241+37.7 246%x58.7 77.17+2.84 0.68+0.16 6.92+1.98
6 2459+2354 48+24.3 193+13.3 9540+2.37 045+0.08 6.39+5.06
7 30.06 +2.409 19+6.1 29+19.0 98.20+0.59 0.06+0.04 0.27+0.18
8 35.99 +1.342 9+0.0 10£6.1 99.09+0.01 0.02+0.01 0.07+0.04

B)

T DC NR Vv VA VvC Q

0 268+0.079 1951+16.8 - - - -

1 294+0.050 1733+255 218+15.2 11.19+0.81 4.13+0.32 32.06 +£6.80
2 6.79+0.050 1646+39.7 87*x56.7 1557+2.73 0.70+0.46 0.85*0.56
3 13.74+0.088 1548+ 169 98+54.1 20.67+0.23 0.40+0.22 0.55+0.30
4 18.26+£0.329 1475+18.1 73+41 2441+0.28 0.22+0.02 0.79+0.09
5 20.17+0.163 1364 +29.8 111+449 30.05+2.02 0.30+0.12 3.06+1.31
6 22.76+0.037 1177+55.6 187 +749 39.72+2.35 046+0.18 3.80+1.42
7 26.61+0.490 926+74.7 251+74.2 5256+3.61 053+0.16 3.67+1.47
8 30.89+0.695 587+70.7 339+319 69.95+3.42 0.61+0.06 4.37+107
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3.22.- Fosfatos

En el medio /2 se observé un rapido consumo de fosfato en los tres primeros
dias (fig. 9), momento en el cual restaba 1.35 + 0.64 pM (3.72%). Este
comportamiento coincide con la fase exponencial del cultivo. El mayor consumo se
distinguio en el dia 1 (14.52 uM), ademas el mayor consumo por célula se observé
en este mismo dia (0.30 £ 0.01 fM).

El fosfato fue consumido en un 96.51 % en los cinco primeros dias de cultivo
en el medio Matthiessen y Torner. Al igual que el medio /2, el mayor consumo y el
mayor consumo por célula se mostraron en el dia 1 (29.01 £ 0.03 uM y 0.55 + 0.01
fM respectivamente). En ambos medios de cultivo el valor maximo de la cuota
celular se observé en el primer dia de cultivo y conforme transcurrié el cultivo

disminuyo.
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Tabla VI. Densidad celular promedio y consumo de fosfato por Chlorella kessleri en

garrafon (18 L) cultivada en: A) Medio f/2 de Guillard (1975) y B) Medio Matthiessen

y Torner (1966). Donde T = Tiempo (dias), DC = Densidad Celular (x 10° cél mL™),

FR = Fosfato residual (uM), V = razén de consumo de fosfato (uM dia?), VA =

consumo acumulado (%), VC = razon de consumo de fosfato por célula (femtoMolar

cél* diat) y Q = Cuota celular (femtoMolar cél* dia ™). El error estandar se muestra

como = (n=3).

A)

T DC FR \% VA VC Q

0 242+0.189 36.30+0.00 - - - -

1 274+0.109 21.78+0.00 1452+0.00 40.00+0.00 0.30+0.01 2.80+0.80
2 7.68+0.698 9.23+1.14 1255+1.14 7456+3.14 0.09+0.00 0.09+0.01
3 14.40+0.609 1.35%+0.64 7.89+0.04 96.29+1.75 0.03+0.00 0.05%0.00
4 18.07+0.321 0.61+0.33 0.73+0.37 98.31+0.90 0.03+0.00 0.01+0.00
5 19.98+0.473 0.29+0.00 0.33+0.33 99.20+0.00 0.00+0.00 0.01+0.01
6 24.59+2354 0.29+0.00 0.00 £ 0.00 99.20+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
7 30.06+2.409 0.29+0.00 0.00 £ 0.00 99.20+0.00 0.00+0.00 0.00=*0.00
8 35.99+1.342 0.29%0.00 0.00 £ 0.00 99.20+0.00 0.00+0.00 0.00=*0.00

B)

T DC FR \% VA VC Q

0 268%x0.079 72.57+0.03 - - - -

1 294+0.050 43.56+0.00 29.01+0.03 39.97+0.03 0.55+0.01 4.52+0.77
2 6.79+0.050 40.10+1.41 3.46+1.41 44.74+1.96 0.03+0.01 0.03+0.01
3 13.74+0.088 29.53+1.63 10.57+293 59.31+2.23 0.04+0.01 0.06+0.02
4 18.26+0.329 13.26+1.02 16.26+1.14 81.72+140 0.05+0.00 0.17+0.01
5 20.17+0.163 253+0.00 10.73+1.02 96.51+0.00 0.03+0.00 0.30+0.05
6 22.76+0.037 0.94+0.33 1.59 +0.33 98.71+£0.45 0.00+0.00 0.03+0.01
7 26.61+0.490 0.61+0.33 0.33+0.33 99.15+0.45 0.00+0.00 0.00+0.00
8 30.89+0.695 0.61+0.33 0.00 £ 0.56 99.15+0.45 0.00+0.00 0.00+0.01
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Figura 8. Concentracidon promedio residual de nitrato en cultivo estatico de C.

kessleri en volumen de 18 L con el medio f/2 y Matthiessen y Torner. La barra

vertical indica el error estandar (n=3)
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Figura 9. Concentracion promedio residual de fosfato en cultivo estatico de C.

kessleri en volumen de 18 L con el medio f/2 y Matthiessen y Torner. La barra

vertical indica el error estandar (n=3)
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4.- DISCUSION
4.1.- Cultivo microalgal

El crecimiento de C. kessleri observado en los dos primeros niveles de cultivo
(Erlenmeyer y Fernbach) comprueba que los dos medios pueden ser usados para el
mantenimiento y escalamiento de cepas de esta especie, debido a que no hubo
diferencias significativas (t = -0.0091; P = 0.9928) en la densidad celular obtenida en
ambos medios durante siete dias de cultivo (Figs. 1 y 3). También es importante,
mencionar que la cantidad de nutrientes usados para el cultivo de C. kessleri es
menor en el medio f/2, ya que esta formulacidén requiere la mitad de nutrientes que
aquella especificada en el medio Matthiessen y Torner (1966). Asimismo, se
observé un patron similar en la tasa de crecimiento de C. kessleri con valores
maximos al tercer dia en ambos medios de cultivo (Figs. 2 y 4), lo cual indica que
esta especie puede crecer en distintas concentraciones de nutrientes sin cambios
importantes en la biomasa final.

Estudios realizados por Lee y Lee (2001) en volumen limitado (Erlenmeyer)
reportan 10’ cél mL™ en el tercer dia de cultivo y en el presente estudio se observo
esta densidad en el séptimo dia. La diferencia puede ser debido a que estos autores
cultivaron esta especie a mayor temperatura (30 °C - 100 mL) y en menor volumen
gue en el presente estudio (20 °C - 150 mL). Por otra parte la densidad celular en
nivel Fernbach se incrementé casi 2 veces (Fig. 3) y la maxima tasa de crecimiento
durante la fase exponencial fue similar en ambos medios de cultivo (Fig. 4, Tabla
lll). La densidad celular en este estudio fue cuatro veces mayor que la reportada
por De la Cruz (1985), quien obtiene 5.2 x 10° cél mL™. Cabe destacar que en su
estudio, De la Cruz mantuvo sus unidades de cultivo bajo condiciones naturales de

luz y temperatura y uso6 harina de pescado como fuente de nutrientes.
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Al analizar el patron de crecimiento en los tres niveles de cultivo, los
resultados indican la presencia de una fase de induccién de 48 h en el nivel
Erlenmeyer, mientras que en el nivel Fernbach y garrafon fue de 24 h (Figs. 1, 3y
6). Esta diferencia puede ser atribuida a que en el nivel Erlermeyer, el inoculo usado
probablemente contenia una menor proporcién de células viables, por lo cual se
observa que el numero de células permanecié sin cambios importantes durante 48
h, hasta que la progenie de las células capaces de dividirse registraron un nimero
comparable con el inoculo inicial, dando lugar un crecimiento exponencial (Fogg y
Take, 1987).

Del nivel Fernbach al nivel garrafén se observo un incrementé promedio de
1.6 veces en la densidad celular de C. kessleri. Esto significa que conforme se
escala el cultivo se obtiene una mayor biomasa por unidad de volumen. Sin
embargo, cabe sefialar que el pH (Fig. 5) es una de las variables que modifican la
biomasa por unidad de volumen. Al respecto, la variacién de pH tiene su origen en
dos principios basicos. El primero es la forma en que se encuentra disponible el CO,
en el medio de cultivo. De la Lanza-Espino y Hernandez-Pulido (1998) mencionan
gue el CO, atmosférico que ingresa al agua reacciona y forma acido carboénico
inestable. Este compuesto forma dos condiciones ionicas: el bicarbonato y el
carbonato, los cuales cambian de acuerdo a las variaciones del pH. El segundo
principio es que el fitoplancton en cultivo requiere de carbono inorgéanico para formar
compuestos organicos. Particularmente Chlorella tiene la capacidad de obtener CO,
del aire, o de iones bicarbonato dado que esta forma de carb6n inorganico
predomina en pH alcalinos (Camiro-Vargas et al. 2005).

Al cultivar C. kessleri en ambos medios uno de los nutrientes mas criticos fue

el carbon inorganico disuelto. Este se suministrd por pulsos durante la mafiana y
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tarde, y la falta de un pulso de CO, durante la noche incrementé el pH hasta 9.5.
Esto puede ser atribuido al incremento en la densidad celular en las microalgas.
Esta hipdtesis no fue comprobada en el presente estudio, pero no puede ser
excluida como una posible explicacion de altos valores de pH registrados en la
mafiana (Fig. 5). También los altos valores de pH indican que C. kessleri utilizé6 una
fraccion importante de iones bicarbonato, debido al incremento en el nimero de
células. Estos resultados ayudan a entender que, al cultivar microalgas foto-
autotroficamente, consumen en mayor proporcion iones bicarbonato, lo cual
modifica el sistema de carbonatos y disminuye la eficiencia fotosintética de la
microalga por la disposicion de carbdn inorganico disuelto (Lafarga- De la Cruz et al.

2006).

4.2.- Consumo de nitrato

El consumo de nitrato por C. kessleri no fue constante y el nitrato residual
disminuyo con respecto al tiempo como se muestra en la tabla VA, VB. Esto sugiere
gue durante periodos cortos de tiempo, esta especie puede estar almacenado
nitrdbgeno como consecuencia de la alta concentracion de nitrato en el medio (Fig.8;
Tabla VB). Durante el crecimiento exponencial, el nitrato residual en el medio fue
inversamente proporcional a la densidad celular de C. kessleri y arriba del 95 % de
nitrato fue removido del medio durante los primeros seis dias en el medio f/2,
mientras que en el medio Matthiessen y Torner fue el 40% (Fig. 8; Tabla V).
Resultados similares para C. kessleri fueron obtenidos por Lee y Lee (2002),
guienes reportan un consumo de nitrato mayor al 98% después de 10 dias de cultivo
en fotobiorreactores, utilizando el medio N/8. Mientras que al cultivarla a doble

concentracion con el medio N/8, observaron que el nitrato no es consumido
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totalmente, esto concuerda con los resultados de este estudio al utilizar el medio
Matthiessen y Torner (Fig. 8). Asimismo, Otros estudios (Li et al. 2011) mencionan
gue las algas verdes demandan mas nitrégeno y fosforo que otras especies y estas
ademas pueden tener un consumo innecesario de nitrdgeno cuando el contenido de
fosforo es relativamente alto.

Por otra parte, la cuota celular de nitrégeno de C. kessleri durante los
primeros seis dias vari6 de 17.74 a 6.39 fmol célula™ dia™ en el medio f/2, y en el
medio Matthiessen y Torner de 32 a 3.8 fmol célula™ dia™. Existen diferencias en
las cantidades de cuota celular de nitrégeno y se observé que en el medio f/2, estas
cuotas cambian en concentracion después del sexto dia cuando las células estan
limitadas de nitrogeno (Taba VIA, B). En cambio, los resultados de la cuota celular
de C. kessleri creciendo en el medio Matthiessen y Torner muestran que las
células tuvieron suficiente nitrégeno. En referencia a estos resultados Dortch et al.
(1984) ha documentado que el contenido de nitrégeno celular es extremadamente
variable en diferentes especies de fitoplancton y que muchos de los cambios
ocurren como resultado de la deficiencia de nitrégeno, sin embargo, las células
continlan creciendo a expensas del reservorio de nitrato aculado en su volumen

celular, aun cuando el nitrégeno en el medio externo esta agotado.
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4.4 .- Consumo de fosfato

En ambos medios de cultivo se observé un consumo similar de fosfato. Al
igual que el nitrato, el mayor consumo de este nutriente ocurrié durante el
crecimiento exponencial de C. kessleri (Fig. 9; Tabla VI). La m&xima remocion de
fosfato en el medio f/2 y Matthiessen y Torner se presento en el tercer (96.2%) y
quinto (96.5%) dia de cultivo respectivamente. Estos resultados coinciden con
maximos en la tasa de crecimiento y cuota celular de C. kessleri. Ademas, cultivos
en esta fase, incrementan su promedio de duplicacion celular y demandan mayor
consumo de nutrientes. El elevado consumo de fosfato indica que, en cortos
periodos de tiempo esta especie adquiere una cantidad importante de fosfato y
aumenta sus reservas de este nutriente. Estas reservas son entonces usadas para
sostener el crecimiento cuando en el medio externo existe limitacion de fosfato.
Como se muestra en la figura 9, el fosfato residual empieza a ser limitante en el
tercer y quinto dia de cultivo y a partir de ese tiempo, la tasa de crecimiento y la
cuota celular de C. kessleri disminuyen debido a la limitacion de fosfato (Tabla VI A;
B). Aunque el crecimiento de esta especie continué hasta el noveno dia, es
probablemente que las células estuvieron utilizando las reservas endoégenas de
fosfato. Al respecto, Darley (1987) y EIl-Sheek y Rady (1995) indican que una
adaptacion de las microalgas a los ambientes limitantes de fosfato consiste en al
almacenamiento de fosforo excesivo en forma de polifosfato en granulos
citoplasmaticos, los cuales sirven como reserva cuando en el medio no se dispone

del mismo.
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5.- CONCLUSIONES

» La densidad celular de C. kessleri en ambos medios de cultivo no fue
significativa. Lo cual comprueba la hipotesis que la concentracion de nutrientes

para el cultivo de esta especie no modificé su densidad celular.

» C. kessleri fue limitada por nitrato y fosfato en el medio /2 a partir del sexto y
tercer dia respectivamente. Mientras que, en el medio Matthiessen y Torner solo

se observo limitacion por fosfato a partir del quinto dia.

» Laremocién de nitrato y fosfato por C. kessleri tomo lugar en menor tiempo en el

medio /2.

» La cuota celular de C. kessleri vario en funcién del consumo de nitrato y fosfato

durante los primeros cinco dias del cultivo.

> Los resultados de este estudio sugieren que C. kessleri puede ser usada en el

sexto dia de su cultivo, ya sea como inoculo para volimenes mayores o como

alimento para organismos acuaticos en acuacultura.
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