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RESUMEN

Se exparimentd con Faviova lutheri, la cual se cultivo
con sulfato de amonio, nitrato de amonio. nitrato de calcio
con o amonio, wea v o adiciones de bidowido de carbone ., para
conocer  su rendimisnto en produccidn con las  distintas
fuentes de nitrdgeno. La concentraciéon de nitréageno de cada
fertilizante fue fijada en 882,143 Mgr AT N/l establecida en
ase al medio /2 de Guillard (LP75). Un flujo de aire de 15
Tte/min v  tiempo promedio de suministro de Chs de fres
minutos a 20 Kg/om® fue suficiente para situar el pH en un
intervalo de 7.2-7.5. Bajo estas condiciones se observd una
buena asimilacidn de todas las fuentes de nitrédgeno, con un
predominio de uwrea, nitrato de amonio + C0, v nitrato de
calcio con amonio en la producciéon final. A1 wtilizar Cln no
siempre se incrementd la densidad celular en los sistemas.
Ne se encontraron diferencias significativas a un intervalo
de  95% en la produccidn con las  distintas fuentes de
nitrdgero. Los oostos de prodocoiddn comparados con el 770 e
reduieron notablemente  siendo: wirea 99, 19%, nitrato de
caloio con amonio 97.72%, nitrato de amonio 99,.28% v sulfato
de amonio FE.81%.
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INTRODUCCION
Aclemas clexl cartono. hidrdgeno Y ot d genc, Las

microalgas requieren de 13 a 15 elementos adicionales para
crecer v reproducirse. La mavoria de estos nutrimentos
auelen sncontrarse en la superficie oceanica en cantidades
asuficientes para el orecimiento. &in embargo, las
concentracionss de nitrogeno suelen sor lo suficientemente
altas para permitir gue el fitoplancton crezca en las aguas
e la superficie (Darley, 1967).

lLas principales formas inorgénicas, nitratos, nitritos
voamonio pueden ser utilizadas cono fuentes de nitrdgeno
por la mayvoria de las algas. lLa capacidad para usar varias
formas  de nitrdoeno orgénico, particularmente uwrea, es
bastante comin entre estas. Aungue el fitoplancton puede
disponer de fuentes inorganicas O orgéanicas, las dos formas
mas  dmportantes  de nitrogeno  combinado  son nitrato v
AaMEn o, las cuales pueden limitar la productividad
fitoplanctonica & biomasa, tanto en ambientes marinos como
en sistemas de cultivo (8yrett, 1981).

La Torma de cultivo més usual, es aguella en la cual
una =olucion acuosa de volumen limitado, conteniendo los
rutrimentos inorganicos Y organicos NECeSArios, (=3
inooculada con un namero relativamente pequefio de células v

sxpuesta a condiciones favorables de lux v temperatura



{(Foog, 1265). En la medida en gue se han desarrollado las
téonicas de acwacultura comsrcial, también los métodos de
produccidon de algas wniceluwlares se han ido perfeccionando

con &) fin de garantizar la

larvas v adultos de bivalvos,

cuantitativo como cualitativo
e

Independientemen e

cultivo, uno de los

todo de

(AL fonso v

aspectos gue

alimentacidn adecuada de las
tanto desde el punto de vista

Martinez, L9EP).

la eficiencia de los medios de
regquisre la atencidn sobre

los cultivadores de organismos filtroalimentadores,

@s una produccion econtGmica v masiva de fitoplancton, va
aque por lo general, los medios tradicionales de cultivo se
preparan con sales nutritivas gue se obtienen de casas
comerciales a precios elevados (Granados-Machuca v Buckle—
Familree, 194,

ko muchos cultivos a nivel mes v, e S E ha
considerado la importancia de la concentracion de bidxzido
de carbono (Clhz) v oxigeno (Ux), v el efecto gque estos
producen sobre la enzima carboxilaza ribulosa difosfato, la
cual cataliza las reacciones de asimilacion del Cla oa la

ribulosa 1-5 difosfato para la fTormacion de carbohidratos.
Bl efecto neto de la Jotosintesis es muy sencilla, el
carbono en su forma oxidada v de més baja energia como
bidxido de carbono es asimilado por el fitoplancton en su
forma reducida v de  mavor  energlia como  carbohidrato

{FKonopka v Schmau-, 1980, ,

citado por Darley,

12a7y. Al



Ta ocwrrencia de la fotosintesis se ve favorecida por altas
concentraciones de Cls v ésta ee inhibida en presencia de
altas concentraciones de Oz, llamandose a este proceso
fotorespiracion, afectando de esta manera la produccion de
microalgas (Tolbert, 1%74).

U gran namero de especies de microalgas  han  sido
cultivadas con diversos medios v niveles de produccion, una
de las mas usadas @5 Faviova(Monochrveis)Ilutheri que es una
microalga pertensciente a la clase Prymnesiophyceae cuvo
tamafo es de 9 a & micras (De Fauw, 1981). Las células son
moviles, de color café-amarillo v carecen de pared celular,
tiene dos flagelos diferentes en tamafio v un haptonema.
Debido a su peguefo tamafo v alto valor nutritivo ha sido
ntilizada por murehos investigadores en eatudios de
cinética, nutricidn v bioguimica {(Green, 1975). 8e ha
cultivado a nivel masivo en acuacultura como alimento para
estadios larvales v  adultos de moluscos, principalmente

onstiones (De Pauw, 19813 Falmer et

al., 1927%).



ANTECEDENTES

Son numerosas las  investigaciones que  han aportado
nuevas alternativas para la producocidn de microaloass
uwtilizando diversos medios de cultivo,

Davis v Ukeles (1%61) realizaron cultivos en agua de
mar  enriquecida  con nutrimentos vy encontraron gue el
crecimiento  fue ocasionalmente pobre. Asi mismo, Ukeles
(1965): Dunstan v Menzel (1971) demostraron gue el agua de
mayr  enriquecida con fertilizantes tanto inorgénicos  como
organicos generan una adecuada produccidn de alimento vivo
para bivalwvos,

La wtilizacidn de nutrimentos de diversa indole, como
las harinas de pescado, de alooddn, de girascol, de altalfa,
de sova, de sangre, de huesos, de lombriz, levadura de
cervera desecada, ouano de aves v excremento de lombriz de
tierra (casting) han servido de base para una produccidn
econtmica de microlagas tanto en condiciones controladas de
laboratorio como  en ocultivos externos (De  la  Cruz v
Alfonso, 192753 De la Orux, 1985%; Alfonso vy Leal, 1985

Alfonso v Nuffez, 1985: Leal et al., 1985%5: A&lfonso v

Martimes, LWEFY,
Muevamente & resurgido el interes en el uso  de

compuestos agricelas,. como sulfato de amonio, cloruro de

amonio, superfosfatos, nitrato de calcio, nitrato de amonio



yourea como nutrimentos para el oultivo de microalgas a
gran escala (De FPauw, 19814 Boyd et al., 19811 Guerrero et
al., 1981y Riva v Lelong. 1981).

MoCarthy  (1971) citado por MeCarthy (1972) realizd
investigaciones relacionadas con la wutilizacidn de urea en
40 clones unialogales v enconbrd gue 2% especies utilizaron
2l compuessto. For otro lado, Ukeles (196%) empleo agua de
mar artificial enriguecida con urea para el cultivo externo
de Monoohrvsis Iotheri, cuva produccion al décime dia fue
de 1,900,000 cél/ml. Gonzdlezx-Rodeigues v Maestrini (1984)
obtuvieron densidades de 1,600,000 cél/ml  con Faviova
prnguris al décimosexto dia de cultivo con fertilizantes
agrioolas.,

Uno de los principales problemas en cultivos masivos
ee el incremento del pH debido a la fotosintesis. Guillard
(1975) menciona gue la ailreacidon no es suficiente para
controlar =21 pH v Fabregas et al. (198%) indican que el
control el i} permite un me s or aprovechamiento ole=
nutrimentos.

La adicidn de bidxido de carbono aparte de controlar
los niveles de pH en sistemas de produccion,. 2 una fuesnte
de carbono  inorganico, aumahtandm la densidad celular v
prolongando el crecimiento (FPalmer et al., 1975; Schrader,

1973y Gallegos et al.. 1980). Fruder vy Bolton (1979)

seffalan  gue la Fiidacidn el carbono del COzm  wvaria



dependiendo del organismo, el medio de cultiveo v el estado

de crecimiento.

1 Imstituto cle Investigaciones Doeanal do
(L.1.0.3, la Facultad de Ciencias Marinas (F.C.M.) v el
Centro de Investigaciones Cientificas vy Educaciéon Superior
e Ensenada (CICESE) han experimentado @]l cultivo de algas

unicelulares con las medios convencionales /2 de Guillard

vy Matthisssen v Torner (1%966) (Islas-0livares et

al., 1978; Caceres-Martinez, 197%9; Paniagua-Michel et al..
1986) . Badillo-Castro (198%) obtiens una densidad aceptahble
de 2,071,409 cél/ml con  Monocherysis lutheri en cultivo
zemicontinuo &N volldmenes de 500 litros. Asil mismo,
Granados-Machuca v Buckle-Ramirez (1984); FPaniagua-Michel v
Fuck le-Ramlres (1988) cultivaron esta flagelada £
nutrimentos obtenidos de  la descomposicidn liguida de
estiercoles de vaca v gallina v con extractos liguidos de
Macrocystis pyrifera v fostera marina  respectivamente,
obteniendo buenos rendimientos poblacionales.

Recientemnente se ha experimentado el cultivo en
Tetraselmis SHAE T R varidarndo las concentraciones cf e
nutirimentos {Veldzgue:-flagaia, 1989 vy adicionando Gl
(Valenruela—-Espinoza, 12a8) encontrandose e el

crecimiento s mejor cuande se wsa la mitad de nutrimentos

b4 CDQ "
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Aoctualmente se han wvenido wtilirzando fertilizantes
agricolas cle manufactura naciconal e &l cultivo de

e imis suecioa tanto  en condiciones  controladas  de

Tetra
laboratorio come  en cultivos externos v en diferentes
niveles e el £ ivo, =S R eneontrarse diferencias
ageneralmente significativas en la produccion con respecto a

los medios convencionales (Aviles-Sanchez, 19883 Herrera-

Trewvifo, 988y Modmal ly-Salas et al.o, en preparacicn).

Las demandas existentes de alimento v los altos costos
involucocrados en la produccidn hacen necesaria la busgueda
de Ppuevas  fuentes de nuatrimentos para el cultiveo. Una
alternativa la constituyen los fertilizantes agricolas como
rnica  fuente de nitrdgeno. De acuerdo a lo anterior se
plantea si Faviova Tutheri es capaz de asimilar diferentes
formas nitrogenadas orgénicas & inorganicas v estudiar el

efecto que estas  producen  sobre los cultivos  en la

progucocicn.,



OBJETIVO

El presente trabajo tiene como obietivo wperimentar
Con diferentes fertilizantes agricolas v  bidxido de
carbono para conocer cual fuente de nitrageno es la mas

adecuada para el cultive de Faviova Jutheri.
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MATERIALES Y METODOS

Fate estudio =e llevd a cabo en =1 laboratorio de
producoidn de microalogas del Instituto de Investigaciones
Oceanoldgicas ol e la Universidad Autonoma e Baja
California.

La cepa de Faviova lTuther: fue adoguirida del Mational
Marine Fisheries Service (NOAA) en 1984 v desde entonces s
mantenida en cultivo unialgal.

Las condiciones de temperatura gue se tuvieron en el
cuarto de cultivo durante el desarrolleo de los experimentos
fue de 18 a 20 <C . El agua de mar se tratd mediante
Filtros de cartuche (CUND) de % v 1 micras v se desinfeclta
mediante un sistema de luz wltravioleta modelo H-50 (Islas

al., 1978).

Se mantuveo la cepa con el medio /58 de Guillard (1975)
en matraces Erlenmeyver de 250 ml, con un volumen de 100 ml
clee medio de oultivo, 1 cual se esterilizd en avtoclave a
121 @ a 15 lbs/pulg® (1.05 Kg/cm®?) de presion durante 10
minutos. Una wver enfriados, en una atmdsfera  asdphica
gensrada  por  dos mecheros Bunsen se  le  agregaron  las
witaminas previamente esterilizadas. Finalmente se inocwld
con EF o oml del stock de microalgas existente con pipetas

graduadas v esterilizadas.



Los ocultivos en Erlenmever  fueron edpuestos a una
Fuente luminosa  constante (L0008 watts/m®)  con lamparas
fluorescentes tipo luz fria (Svlvania de 40 watts) por un
periodo de siets dias, tiempo en &1 cual el cultivo esta en
Gaptimas condiciones de orecimiento, se agitaron diario para
que ocurriera la difusion de nutrimentos v COn v evitar la
precipitacidn de Los o owld bieos.,

Los garratones con capacidad de 20 1ts fusron lavados
v o llenados con agua de mar, la desinfeccidn se hizo por wun
metodo gquimico. S prepard una solucidon de cloro (416 ml de
cloro comercial aforados a 1000 ml con agua destilada), se
agregan Q.29 ml/lts de esta soluciton a cada garrafén, s
dejd reposar durante 12 hrs, al término de las cuales se le
extraen 4 lts por medio de aireacidn v son afadidos O.1
ml/71lt de Tiosulfato de sodio (248.1 ogrs disueltos en 1000
ml  de agua destilada). se mantuve con aireacidn conoun
conpresor de alre seco (conde 12 durante 2 hrs  para
neutralizar la accidn del ocloro (Froder v Bolton, L9780 .

Fealirado lo anterior, los garrafones se colocaron en
una atmostera aséptica, se le agregaron los nutrimentos v
vitaminas esgterilizadas del medio /3. se inocularon con
E00 il e ] cultivo obtenido Z3y) el i me mivel .
Pm%teriérmente fueron edxpuestos a una intensidad de  lus

constante proporcionadas por cwatro Lamparas fluorescentes



de lux fria Svivania de 75 watts v un flujio de aire de 7.9

Tts/min (medido con un Fluddmetro G Lmonty .,

Estuvieron bajo estas condiciones de 10-12 dias para
despudés sar transteridos a tangues de fibra de vidrio de
.26 wmte de diametro por 40 on de profundidad con un

-r
'

volumen atil  de cultive de 288 lte v 123200 om®  de

I

euposicidn a la luz. En estos tangques se experimentd con
el medio /2 v los diferentes fertilizantes. Se utilizaron
cuatro fertilizantes: sulfato de amonio, nitrato de amonio,
nitrato de calcio con amonio v urea marca FERTIMEX como
anico nubrimento v fuente de nitrdgeno.  Se calouléd  la
cantidad necesaria tle nitrogenc para PESar loes
fertilizantes en base al medio /2, siendo de 882.1#3}Jgr
AT NAL. Los fertilizantes fueron pesados v disueltos en
agua destilada para ser aplicados directamente sin ningun
tratamiento previo.

Cada tangue fue llenado con  agua de  mar, s le
adicionaron los nutrimentos correspondientes (Iml/1t) v se
inoculd  con oun garrafon de  cultiveo concentrado;  estos
también  tuvieron una fuente de luz constante ogue fue
proporcionada por  lamparas de 300 watts (Osram) provistas
de un aro de metal v colocadas en la parte superior central
del tangue, recibiendo una intensidad luminica supsrficial
de 236 watts/m™. La aireacidn fue de 1% lts/min para tener

wuna mejor homnogenizacidn de los nutrimentos v favorecer la



exposicidn de las microalgass a Jla luz permaneciendo bajo

estas condiciones siete dias.
1 Gl Fue adiciomnado diariamente al cultivo hasta

gituar ]l pH o a un intervalo de 7.3-7.3 con una manguera

conectada al cilindro de este gas v provista de un peso en
sl @ tramns para gue Llegara al fondo. Duwrante las adiciones
se suspendia ] sumindistro de aire.

e orealizaron 10 experimentos cada uno con una replica

correspondiendo la mitad sin adicidn de bidxaido de carbono

v o la otra con adicidrn CTabla D).



L

Tabla L. Diseffo edperimental w pesos de Los Fertn bigan tes
para preparar los medios de cultivo.

Medio de Dighwiddo ofe Fuimero e At ol gl
cultivo Ccarbono Mperimentos (gr/lt).

Sulfato de Fresente o
ST L s en e o k=
MNitrato de Fresente )
M Lo fAusente - 20 .28

Mitrato de
caloio con Fresente e
AMEr Lo frusente ye. Th L0

Urea Fresentes =
Ausente & P2E. 4G
Fr/2 Fresente e
Ansente = Ta.0
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Se Llevaron registros diarios e tenperatura
{(termimetro ERTCO con escala de -1 a 91 °0 v una nresiocidn

gl 0.1 @0y pH (potenciometro Fisher modelo 1594) v densidad
dee cultivo (espectrofotédmetro Hatoh DRAZ) a una longitud de
onda de &75 nm (Apdndioe D).

Se  estimaron  los siguientes valores poblacionales:
velocidad de corecimiento k), tiempo de duplicacidn (TD),
produccidon diaria (FDY v divisiones por diz (D) (Guillard,
197%y De la Cruz v Alfonson, 19278).

Fara =1  tratamiento estadistico de los datos e
realizaron  pruebas  de Mormalidad  (Fruebs de Kolmogorov-
Bmirnov) v Homogeneidad de varianzas (Frueba de Bartlett)
coms reguisito previo para manejar estadistica paraméteioa

Stesl v Torrie, 1985).

Fara determinar las diferencias significativas en la
densidad para cada dia de cultiveo con los diferentes
tratamientos se realiszd un andlisis de varianza de una via
(AMOYVAY a un nivel de confianza del 95943 para los dias gue
presentaron  diferencias  entre  ftratamientos se  hicieron

prusbhas de comparacidn mud biple,
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RESULTADOS

Durante el desarrollo of e émta investigacidn la

temperatura de los cultivos tuvo wuna minima de 15,3 o0 v

2.17 =C.

una maxima de 24,4 <20, con un promedio de

El pH o en los cultivos sin Chz Fluctuo entre 7.8 v 9.1
conoun pramedio de 8.43% v oen los cultivos con Cle Tue de
7.9 v B.E con oun promedio de B8.0%. La salinidad se manhtuvo
constante a 22 /oo

£l tiempo promedio de adicion de Cln fue de tres
minutos a wna presion de Z0 Eg/om® ajustando el pH o a un
intervalo de 7.,2-7.9.

Las pruebas de an&alisis de varianza (ANOVA) de una via
entre tratamientos mostraron diferencias significativas en
la densidad para cada dia de cultivo, a sxcepcién del dia
uno, en el cual todos los tratamientos fueron homogéneos.
lLa  tabla 'l muestra el resul tado  de  las pruebas de
comparacion multiple para los dias de cultivo, en el dia
tres Fabo cinco CHLUD s homogéneons estadisticamente
diferentes, para los dias seis v siete el dnico medio

diferents fue el F/24+00x.
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Todas las graficas indican que se presentd la Tase de
retardo en los cultivos v o el crecimiento  exponencial
oourrio a partir del dia uno. Los valores poblacionales se
calocularon hasta @1l guinto dia de cultivo para todos los
medins debido a gue los fertilizantes muestran wun pobre

crecimiento a partirv de dicho dia.

Las curvas de crecimiento v valores poblacionales de
Feovlovea Judhers cultivada con sulfato de amonio se muesran
an la figuwra Loy Tabla 111 respectivaments. El experimento
gin L0, inicid con 494,811 cél/ml, alcanzd una densidad de
1,98%,9257 cél/ml. Cuando se adiciond Clz el cultivo empezd
con 448, 64% cé&l/ml oy generd una producceidon de 2,173,460
cel/ml. La fase de crecimiento exponencial para el coltivo
sin Ol ocwrrio en los dias uno vy dos con una velocidad de
crecimiento (k) de ©,5% v 0,81 divisiones por dia (D),
cuando se adiciono C0, la fase de crecimiento exponencial
oourrin del dia wno al trres, con una velooidad cle
crecimiento (k) de 0,50 v O,73 divisiones por dia (D). Se
obtuvo la maxima produccidn ein adicidn de Cls al sequndo
dia v con Clz al tercer dia.,

Al vtilizar nitrato de amonio se generd una producocidn

fFimal de 2,056,870 cé&l/ml diniciando el cultivo con 544,403



cel iml . 1 adicionar Gl l1a produccidn

Tue mayor con
L ANE 640 cdliml dniciando con 544,480 céllnl ocurriendo la
foase de crecimiento exponencial en los dias wuno v dos (Fig.
oo En dla Tabla IV

se localizan

) los wvalores poblacionales,
s obtuvieron velocidades de crecimiento (k) de 0,98 v 0,61
con 1.41 v .88 divisiones por dia (D). l.aves M dmas
produccionss diarias (FD) correspondieron al segundo odia,
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Tabhla iy Valores
tuther

DO (A) v

poblacional es
cultivada con
con Clx (B)

&

I T
{clias)

Tiempo Concentracicn

(dia) fcél Aml)

0 494 811 & kS

i HE4 L, T HE 0,20 277
2 1,118, 007 0. 5 1.44
B 1,410,479 [B IR 0
& 1,584, 578 0.1 HG.78
5 L, 7866668 .11 & A
& 1,867,591 Q.08 11,56
7 1,98%,957 Q.04 11,356

Fromedios Q.25 B £

&
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(dia)
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Q.29 R
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i ¥
(cliv/cdia) (el sml)
¥ %
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0,353 SRR, 472
017 174,099
G.lé 18E, 090
0,09 00, 72E
0, 09 Llé, 866

Q.36

D SN
el Sml

X ¥
0.5 139,218
0.72 I82, Bbb
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0,14 191, 594
0. 09 133,377

Q.06 68,510
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FIGURA 2 - CRECIMIENTO POBLACIONAL DE Pavlova lutheri
CULTIVADA CON NITRATO DE AMONIO SIN COZ(A)
Y CON COZ(B).




Tabla I Valores poblacionales preeameo e tle Faviova
futheri ocultivada con nitrato de amonio sin
CO:;,? ( &) ) Yo Con CU:;_.-, ( B .

A

Tigmpo Concaentracidn i T {2
{edd e Co Ll Cobd s ) b sobdan Ol Smidod
0 St GO kS # # kS
1 705,&81 0,2 I B [ 140,078
L 587,984 0,98 .71 1.4l 683,303
3 I.584, 5708 [T ) i P Q.19 196,
1Q/H4,Mi7 Ch 150 b u D (I 1&%, “”?
a 1F892,982 03,0 8,66 [ I 138,611
I « 283,987 £y, 08 Lh.8ds 0,07 GO ET7E
7 :n.mé G0 0,00 H L bE [ b W B I

Fromedios 030 4,95 0, Ad

=

Tiempo Concentracian I T ¥ ]
(cdd e Lol ml) (o fas (ol Aok a ol Smlo)

564 , 4Bﬂ % * X %

8O0, 872 0,55 .98 0,51 ::&.39@
1ﬂ4/@,1/1 O.61 1.14 0. 688 78,299
1,816,705 0.2 L O 0,50 ""7 534
2,103,963 0,14 4,95 .20 ”97.25a
"..i_‘bb Q78 0,07 P.90 0,10 LW:. 015
4‘.. gt /(?.. A0 €, 08 A4 b6 0. 03 S
2, A58, 640 0,04 17,33 0,06

Fromedios 0,27 4,25 O, A0

N B R =D




El crecimiento de esta flagelada cuando estuvo  en
presencia de nitrato de calcio con amonio se muestra en lea
figura 3, la maxima concentracion fue de 2,285,07% cél/ml
gque correspondid sl cultivo sin Cle gue inicid con 8564, 603

e

e O] Sm] dndocdando con

cel/ml, con Clz Tus de 2,068
471,791 cél/ml mostrando la fase de crecimiento exponencial
en los dias uwuno v dos. En la tahla V se localirzan los
valores poblacionales con una velocidad de orecimiento (k)
de OLAL Yy 0,688 divisiones por dia () para ambos
exparimentos. Lo mélmas produccionss liarias se
presentaron al segundo dia,

Comn LU & COme TrEn te (e nitrdgenac el e me
crecimiento fue de 2,473,757 cél/ml gue correaspondid al
cultivo @in Cile que moe o 1la fase ‘de crecimiento

vponencial en los dias uno v dos. Cuando se adiciond Cla
s produjeron 2,172,660 cél/ml al guinto dia de cultivo,
con la fase de crecimiento exponencial del primer al tercer
dia para después iniciarse la fase estacionaria (Fig. 4).
lLas wvelocidades de crecimiento (k) fueron de 0.51 v 0,48
respectivamentes, siendo de 0,74 v 0.84 las divisiones por
dia (1) . La maxima produccidn diaria (FD) se presentd al

segundn dia ocon Cla v o al tercer dia sin Gz (Tabla YIbv.
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SIN COZ(A) Y CON COZ(B).
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FIGURA 4 - CRECIMIENTO POBLACIONAL DE Pavlova lutheri

CULTIVADA CON UREA SIN CO, (A) Y CON Co, (B).
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El crecimiento de la microalga en presencia del medio
/72 ze indica en la figura 5. Los cultivos indciaron con
ALV ,FEE v B41,2186 cél/ml alcanzando concentraciones Tinales
de 2,685,08%0 v B,052,194 cél/ml oen ausencia v presencia de
Chs respectivamente, ocuwrriendo las fTases de crecimiento
exponencial en los dias uwno v dos. Las velocidades de
crecimiento (k) fueron de 0.88 v 073 v con Q.84 vy 1.05
divisiones por dia (D). siendo al sequndo dia las mastimas
producciones diarias (Tabla YIL).

La evaluacidn de los precios para cultivar 1,000
litros en este sistemsa de produccidn con respecto al medio
/i refleid LI & raducoion of e coshtos usando @stos
fertilizantes agricolas (Fig. 6). El cilindro de Clq, de 28
ks (50 lbhs) se cotizo en % 28,000 pudiendo aumentar los
costos de produccidn significativamente, los rendimientos
€0 prodacoidn pEr estas fuentes cle nitrdoenc 6
encontraron  arriba del 654 tomando como referencia el

(Tabia VIII).
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FIGURA 5 - CRECIMIENTO POBLACIONAL DE Pavlova lutheri
CULTIVADA CON EL MEDIO f/2 SIN CO,(A)

Y CON CO, (B).
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Tabhla VI, Valores poblacionales nromed o e Fane I owva
futhers cultivada con el medio /772 sin COn (&) v
carn Clz (BE).
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Tabla VI1II. Costos v rendimientos en la produccidn  para
L,000 litros de cultivo con las diferentes
fuentes de nitrodgeno.  Cotizando o dolsor &
i, TOO,

Medios de Costo Heduacoidn oe Fresprohdomel eyt
cultivo { peEsns) costos @i produceicn

f/:‘CD;_: WK K K WK K K RESINNA

/2 4,860 Loy 86.59%

ureat+Clz HHKX LS 5.8 1 71.659%

urea 29 .69 99 .19% 81.588%

nitrato de
calocio con
amorn Lot Gla KEXE HERK A A

nitrato de
calocio con
AMCrTLO 11i QT TR 7 5. 504

nitrato de
amor iotCls LSS & 3 b S S 3 £, OEY

nitrato de
AMorio Zh.28 99 .28% &7 . 17%

anlfato de
amoriotCla ES & 43 kK 71 .E65%

sulfato de
MO Lo 58,22 98.81% G5 A

MOTA: Un cilindro de Cls de 29 Faos vale $25,000,



DISCUSIONES

Durante los experimentos, se presentd la fase de
retardo que curo L ol d &, pEro la densidad slouid
incrementandose, lo ocual pusde representar una ventajia en
sistemas de producocidn a gran escala, va gque s puede
reducir el tiempo de cultivo v la presencia de substancias
toxicas como producto de la actividad metabolica de las
c&lulas., Fox (1982%) analiza la presencia de esta fasze v
la  atribuve a productos exogenos v desactivacidn  de
ensimas.

Los resultados obtenidos indican gque cuando se uwtilizd
sulfato de amonio en ausencia de bidxido de carbono., se
registrd menor densidad final gue al adicionar COx (Fig. 13
Tabla II11), sin embargo, no huabo diferencias significativas
a partir del guinto dia de cultivo pero si en los dias
cero, dos, tres v cuatro (Tabla (1). En ambos experimentos
las velocidades de orecimiento, tiempo de duplicaciéon v
divisiones celulares fusron diferentes. Ineludiblemente el
Gl fue la diferencia en la densidad final después del
guinto dia, v esto demuestra que Faviova lutheri es capasz
dé asimilarlo como fuente de carbono inorgéanico (Fruder v
Bolton, 1978; 1979y, La diferencia en  biomasa final,
posiblemente se deba a gue el Clu. ademas de controlar el

pH proporciona mejores condiciones pudiendo incrementar el



contenido de carbono inorganico en @l medio necesario para
el proceso de fotosintesis v ademas. puede equilibrar el

tampén bicarbonato. Esto origindg una mavor produccién, va

que  entre mavor densidad algal, el consuno de Cl. s=e
incrementa v ouna disminucion de sste tras como consecusncia
mernor producecion. Esto también ha sido observado por obros
autores como Fabregas et al. (1984) v Darley (1987)
quienss  seffalan gue el Clx ez un FTactor limitante an
sistemas masivos de produccidn.

Cuando se cultivo con nitrato de amonio. se obtuvieron
mavores densidades finales (Fig. %3 Tabla YY), gue con el
sulfato de AMOT L, E O e Freron significativamente
diferentes (Tabla 11y sisndo las velocidades cle
cracimiento, tiempo de duplicacidn v divisiones celulares
similares en promedio al guinto dia de cultivo sin vy con
Cls . EFsto pueds debesrse a gue los cultivos tuvieron una
fuente de nitrdgeno combinada en forma de nitrato, &l cual
es mas indispensable gue el swulfato, por ser el nitrdgeno
la base para la formacidn de proteinas (Laing v Helm,
19Et ). Se ha  demostrado  que  Faviovs fwtheri  uabtiliza
preferentemante  amonio  (Caperon v HMeyer, 1972y aungue
posteriormentse se comprobd gue esta especie puede utilizar
simultaneamente ambas formas nitrogenadas para el
craecimiento (Caperon v Ziemann, 197&6): lo cual involuora un

ahorro energéetico, VE=) e el AMOTM L0 £ incarporado



directamente al metabolismo, mientras gue el nitrato debe
aer reducido a nitrito vy amonio para sw uwtilizacidn
(Svretlt, 19810,

Cuando ze adiciond Cl, a los cultiveos con nitrato de
AMON L0, S incremnento aignificativamente la densidad
poblacional los dias tres, coatro v cinco (Tabla (1) va gue
la asimilacidn ofe nitrato se ve favorecidsa Rlat L&
presencia del Clx v la luz, los cuales aumentan la tasa
fotosintetica v la actividad de la nitrato reductasa
permitiendo gue el nitrato sea asimilado mas eficientemente
{(Fackard, 19735 « (Oheservacioness cimilares ban wido
realizadas por Malorne et al. (1975) guienes postulan que el

nitrogeno incorporado en @l protoplasma esta determinado

por la razon fotosiotetios ode La mioroalga.

Con nitrato de calcio con  amonio, Faviova lutheri
registrd significativamente mavor densidad sin adicidn de
COz (Fig. 23 Tabla V) gue con adicidon de Clz para los dias
dos, tres, cuatro v cinco (Tabla I1). Sin embargo, sus
velocidades de crecimiento., tiempos de duplicacidn v
divigsiones celulares son muy similares. La diferencia en
produccidn guizd se debid s que el calcio hava cambiado las
caracteristicas guimicas del medio de cultivo, provocando
gue el Ol adicionado no fuera asimilado por el organismo,
va que la fijacion del Cla wvaria dependiendo de las

condiciones guimicas del cultivo v de la especie (Fruder v



Bolton, 1979)  aszsi  como de la asimilacidn del nitrato
(Horrigan v McCarthy, 1281). For otro lado, cuando sate
medio de cultivo sstuvo en ausencia de Cls, la producoion
fimal fue mavor gue con los obtros fertilizantes a excepcidn
de la wrea, indudablemente el calcio avudd a la formacion
de la nitrato redoactasa que interviene en la reduccidn del

nitrato, favoreciendo su asimilacidn, reflejandose en un

incremento de la producocidrn final (Dewlin, LRE0,

De los fertilizantes experimentados la wrea resultd la
mejor fuente de nitrdgeno para el crecimiento va gque éala
microlaga presenta el sistema epzimatico uwreasa, gque le
permite  la  asimilacidn de la wea. Se alcanzd mayor
densidad Final gue con los obtros fertilizantes en ausencia
e Cln (Fig. 4y Tabla Yi). Cuando se adiciond Cln  al
cultivo se obtuvo menor densidad, pero esta diferencia soeolo
fue significativa para los dias dos v tres (Tabla 11), sin
embargn su velocidad de crecimiento v ndmero de divisiones
celulares fueron MAayOres ., Aungue estos exparimentos
registraron distintas concentraciones finales, el cultivo
con Cha generd mavores divisionss, lo cual favorecid la
rapida  asimilacidn del nutrimento ocasionando qguizd  un
posible agotamiento a partir del oguinto dia de cultivo
donde  =e  presentd la fase estacionaria  del ciclo  de

crecimisnto.



Ern este experimento en particular, posiblemente se
presento un estrés fisioldoico sn la especie, gue se puede
atribuir a wuna disminueidn del pH intracelular. va que la
vrea al ser asimilada es reducida a Clz v amonio, lo cual
puede  ocasionar desactivacidn de enzimas (8Syrett, 1981).
Resultados  similares han  sido reportados  por Antia et
al O1970) v Kinnme (1976) guienss  dincdican que  Faviova
JTutheri alcanza mavores densidades con urea v nitrato gue
con amonio, 1o cual concuerda con lo encontrado en oeta

investigacidn,

4

Con el medio 7/ las densidades finales fusron mavores
{(Fig. Sy Tabla VYID), aungue los valores poblacionales son
semejantes sin v con Clz. Cuando se uwtilizd G0, se aumento
signiticativamente la prodoccidn en este cultivo para los
dias cuwatro, ocinco, seis v siete (Tabla I1) va aque los
rutrimentos fusron mejior aprovechados resultando en mayor
incremento poblacional de FPaviova lutheri. Deftinitivamente
la diferencia con los fertilizantes fue la calidad de los
nutrimentos, Va o Que, estos tienen wna elaboracion v
procesado dAndustrial mas especifico que los Tertilizantes,
ademas contiensen los nutrimentos escenciales en cantidades
adecuadas reflejandose esto en un incremento en la densidad
poblacional con respecto a las otras fuentes nitrogenadas

{(Ukeles, 19763 Moal et aly 1978).



E1 cracimiento en los ocultivos  con fertilizantes
agricolas disminuyve en  general al guinto dia pero no
existen diferencias significativas sntre ellos v el /2 en
los dias seis v siete (Tabla 1), esto pusde debesrse a gus

el abastecimiento de nubtrimentos es escaso para sostener el

crecimiento de la poblaciédn algal (Droop, 197855 Fox,

voel organismo empieza a usar 21 nitrogeno almacenada para

satisfacer sus necesidades metabolicas (Caperon v Mever,

Aungue  las fuentes de nitrdgeno usadas no tisnen un
grado reactivo con respecto al medio convencional, no se
sncontraron  diferencias  significativas en  la produccidn
final con el /72 (Tabla I1) dando un buen crecimiento en el
gistema, esto pusde sugerir gue estas microalgas cultivadas
con estos fertilizantes pueden constituir un buen alimento

para bhivalvos (Ocampo-Aranda, en preparacidn).

Una posible desventaja del Clr es gue puede aumentar
considerablemente los costos de produccidn a gran escala
(Tabla NMITID) vy  ademés, no  incrementd  de  una  manera
significativa 1a denaidad algal =1n} los sistemas tle
proaduceidn con los fertilizantes agricolas a excepcion del

medio convencional (Tabla 11), inclusive con wrea v nitrato

de calcio con amonio la produccion fue mayvor sin Uln (Figs.

-

oy 4, ocasionando gastos innecesarios.,



El usar fertilizantes agricolas para el cultivo masivo
tle microalgas involuora LA reduccion ol e cgastos
monsiderable hasta en un 99.28 % con respecto al medio

Tabhla YITi)y. Uno de los

o
‘33

CoOnvencilanal (Fio. 3
inconvenientes de los fertilizantes es el desconocimisnto
de las substancias guimicas gue los conforman v se  ha
encontrado gue el contenido de nitrégeno varia dependiendao

el fertilizante v adn de lotes del mismno fertilizante

I

(Gonzdlez-Fodeiogues v Flasstbeing, D9EdY



4.0

CONMCLUSIONES

Teodos los fertilizantes agricolas prrodu g eron L

crecimiento aceptable de Faviova Jutheri.

Las mejores fuentes de nitrdgeno para el corecimiento
de esta microaloa fueron: uwrea, nitrato de amonio + COn v

nitrato de calcio con amonio.

L& adicion cles (NN e los tratamientos Con los
fertilizantes no incrementd de una manera consistente  La

produccidn de microaloas como el oaso del FO8.

Lo costos cie produccidn con los fertilizantes
agricolas probados se reducen hasta en un 99.28% respecto

al medio f/732.



SUGERENCIAS

Lo Experimentar el efecto del alimento producido en
hase a fertilizantes agricolas sobre la sobrevivencia v

crecimiento de larvas de bivalvos.

2. Determinar  la composicidn bioguimica de Faviova

lutheri bhajo estas condiciones.
g Utilizar eatas fuentes e nitrdgsno Mo

nutrimentos  para  diferentes especies de microalgas v

determinar sus rendimientos en produccidn.
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AFPENDICE I

Fara 1

it

cuantificacion espectrofotometrica dexl
crecimiento, se determind la lorngitud de onda o&ptima (673
nm), de acuerdo al método descrito por Sorokin (1973). Las
siguientes ecuaciones se obtuvieron a partir de diez pares

de datos por =l métado de mioimos ocuacdracos

i) ¥ P72 (X)) 4+ HET0T7.EB601
po=

i) o= PO1H414.78 (X)) + BI1I04 . 7E2E

ro= 0.9954

Donde s

i

Vo= Concentracion @n ofls ml.
mhesorbancia

e
it

La regresion (1) se utilizd para valores comprendidos
entre B7.5 a 100% de Transmitancia v la {(1i} para wvalores
e 87.5% a 18.5%7 de Transmitancia.



