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RESUMEN

Se 1levd a cabo un experimento en el que se cultivd durante diez
dfas la microalga Egﬁ;g@;lmig_ggggigg, con la finalidad de conocer la
variacién de crecimiento bajo diferentes concentraciones de vitamina
B12. Se prepararon volimenes de 75 ml de los medios de Matthiessen y
Toner (1966) y £/2 de Guillard (1973), utilizando los macronutrientes
de Guillard y el EDTA, tris, micronutrientes y vitaminas de Matthie—
ssen y Toner. Se varié la concentracidn de Cianocobalamina (B 55 =~
de 1.0 ~g/1 (testigo), 0.75 sg/1, 0.50 +g/1, 0.25 ~gf1 y 0.0 ~g/l. AL
décimo dfia del experimento, gn el medio control se obtuvo una densi—
dad poblacional de L4.72 x 10° cel/ml, y en los medios en los que se —
utilizd concentracidn de 0.754g/l, la densidad poblacional fue de —
.03 x 10° cel/ml, en la concentracidn 0.50 ~g/1, las densidades po—
blacionales fueron de 4.82 x 106 cel/ml, en 0.25 ~g/1, la densidad po
blacional fue de 5.51 x 106 cel/ml, y en 0.0 ~«g/1, la densidad pobla-
cional fue de 5.8 x 10 cel/ml. Se aplicé la prueba de Kruskall-Wa—
11is a los valores de las densidades poblacionales obtenidas al octa—
vo dfa entre el promedio de original y réplica, encontrandose gie noO
difieren significativamente al nivel del 5% , presentando un comporta
miento similar en las tasas de crecimiento. Bajo estas condiciones
es posible cultivar Tetraselmis suecica sin agregar Cianocobalamina -
al medio de cultivo, lo que no representa un ahorro significativo en
el costo total de produccidn.

M



EFECTO DE TA VARIACION DE CTANOCOBALAMINA
(Bq,) SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA MICROALGA
Tetraselmis ‘suecica XKYLIN (1935) BUTCH.

M EMORTIA
CURSO DE TITULACTION
BIOLOGIA MARINA

QUE PRESENTA:

JOAQUIN FAUSTO CORDOVA RICARDEZ.

APROBADO POR:

Wb Lorg b

Presidente del Jurado’
MeCoe ANTONIO STLVA LOERA

/%/%,u// e G

i

Sinodal Propietario Sinodal Propietario

0C. ELISEO ATMANZA HEREDIA 0C. RAUL AGUILAR ROSAS
N { v //

Sinodal Suplente Sinoda} Suplente

0C, ENRIQUE BALTAZAR VALENZUELA. M.C. GUILLERMO TORRES MOYE

ITT



DEDICATORTA

A mis padres: Joaquin Cérdova Burelo y Justina RicArdez Rodriguez, a
quienes debo todo lo que sOye.

A mis hermanos:Guadalupe Clementina, Salvador Vicente, Victor Manuel,
Rafl, Iumis Benito, por su carifio y apoyo durante toda
nuestra vida.

A mi esposa: Guadalupe Gémez Castro, por compartir conmigo todo 1o
que representa este trabajo, dandome su carifio, apoyo
y comprencidn.

A mis hijos: Salombn, Ménica, Raquel y Carmelita, quienes me dan
su carifio y las fuerzas necesarias para seguir luchan
do por un futuro mejor.

A mis cufiadas: Felisa, Beatriz y Mirna por su comprencidn y confianzae.

A mi cufiado y compadre: Juan Sinchez Ifiiguez por todo su apoyo y con-—
fianza que me han motivado para seguir adelan
* te. '

A todos mis sobrinos, como un ejemplo a seguir.

A todos los que me quieren y tienen confianza en mi, dedico con mucho
carifio el presente trabajo, fruto de esfuerzos y sacrificios.



AGRADECIMIENTOS

A mi Director de Tesis M.C. Antonio Silva Loera, por su direccidn y
apoyo durante la realizacidén del presnte trabajo.

A mis Sinodales: Oc. Eliseo Almanza Heredia, Oc. Rall Aguilar Rosas,
Oc. Enrique Baltazar Valenzuela y M.C., Guillermo Torres Moyé, por -
sus muy valiosas criticas y sugerencias al presente trabajo.

Al Profr. Clemente Zavala Dominguez, por todas las facilidades otor-
gadas para poder realizar este trabajo.

A todos mis amigos del CeEeTei.s. No. 67 de Cholula, Pue., por brin-
darme su amistad y ayuda desinteresada cuando mas la necesité.

A todos ellos y a quiehes de una u otra forma hicieron posible la —
realizacidn del presente trabajo, les doy mi sincero y eterno agrade

cimiento.



CONTENTDO

Pégina
INTRODUCCION ' 1
OBJETIVO 5
MATERIALES Y METODOS _ 6
MEDIOS DE CULTIVO | &
REGISTRO DEL CRECIMIENTO DE MICROALGAS 9
ANALISIS ESTADISTICO ‘ 10
RESULTADOS A
DISCUSION . 21
CONCLUSION 2l
RECOMENDACIONES 25
LITERATURA CITADA 26
ANEX0S 29




TABLA

1T

IIT

v

LISTA DE TABLAS

Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer
en el medio de cultivo con 1.0 4g/1 de By, (testigo).

Tomando los valores promedio entre original y replica.

Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer
en el medio de cultivo con 0.75 « g/l de B1p. Tomando

los valores promedio entre original y réplica.

Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer
en el medio de cultivo con 0.50 «g/1 de B15. Tomando

los valores promedio entre original y réplica.

Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer
en el medio de cultivo con 0.25 A£g/l de B1o. Tomando

los valores promedio entre original y réplica.
Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer

en el medio de cultivo con O.O,Atg/i de B1p. Tomando

los valores promedio entre original y réplica.

VII

Pigina

12

12

13

13

15




Fig.

LISTA DE FIGURAS

Grifica de la densidad poblacional Ze T. suecica en el
medio de cultivo con 1.0 Ag/l de Bq- (testigo). Toman—

do los valores promedio entre origi-al y réplica.

Gréfica de la densidad poblacional Ze T. suecica en el
medio de cultivo con O.75Aag/1 de B-p. Tomando los va—

lores promedio entre original y rép_ica.

Gréfica de la densidad poblacional Ze T. suecica en el
medio de cultivo con 0.50.«g/1 de E-5. Tomando los va-

lores promedio entre original y réplica.

Gréifica de la densidad poblacional Ze T. suecica en el
medio de cultivo con 0.25 g/l de E<2. Tomando los va-

lores promedio entre original y rép_ica.
Gréfica de la densidad poblacional Ze T. suecica en el

medio de cultivo con 0.0 g/l de Biz. Tomando los va—

lores promedio entre original y réplica.

VITT

Pigina

16

17

18

19

20




INTRODJCCION.

Uno de los factores mas importantes, tanto a nivel experimental co-
mo comercial, es el contar con una produccién de alimento vivo, esencial
para la alimentacién de los estadios larvales de moluscos, crusticeos y
peces cultivables (Droop, 1975). Por este motivo es indispensable con—
tar con una produccidn suficiente y confiable de microalgas. Generalmen
te se requiere producir varias especies de microalgas para la alimenta—
cidn de diversos organismos en los diferentes estadios de su ciclo de -
vida, porque la combinacidén de dos o mas especies resulta un mejor ali—

mento (Shiraishi y Provasoli, 1959).

El tipo de cultivo de fitoplancton mas usual, es aquel en que un -
medio de volumen limitado conteniendo los nutrientes orglnicos e inorgé~
nicos es inoculado con un nimero relativamente pequefic de células y ex—
puesto a condiciones favorables de luz y temperatura (Fogg, 1975). En
general los medios de cultivo mas utilizados se basan en el medio enri—
quecido f de Guillard y Ryther (1962). Asi se han desarrollado los me—
dios f/2 de Guillard (1973) y el de Matthiessen y Toner (1966),(Anexo I),

Para que un medio de cultivo de microalgas sea el adecuado, es ne—
cesario controlar ciertos factores fisicoquimicos y ambientales, asi co-
mo la concentracidén de nutrientes esenciales de los cuales depende el -
éxito del cultivo, eétos requerimientos se pueden clasificar en dos gru-—
pos:

a).— Requerimientos nutricionales.— Nitratos, fosfatos, silicatos,
elementos traza, agentes quelantes y factores orgénicos del crecimiento

(vitaminas).




b).— Requerimientos fisicoquimicos y ambientales.— pH, salinidad, -
bidxido de carbono, tempsratura, iluminacién y aireacién.

Por lo anterior es practica comin qué los medios comerciales tradi-
cionales para el cultivo de fitoplancton, se preparen enriqueciendo el
agua de mar (filtrada y esterilizada) con reactivos que se obtienen de
casas comerciales, provoczando un alto costo en los cultivos acuacultura—
les.

Las vitaminas son factores orgénicos nutricionales requeridos para
el crecimiento continuo en las especies de fitoplancton. Una o mas vita
minas como la Cianocobalzmina (B12), Tiamina & Biotina, son requeridas -
en muy bajas concentracicnes para usarlas como cofactores por los orga—
nismos. Estas pueden ser producidas por el mismo organismo o tomadas -
del medio (Morris, 1980). De casi 40O clones de microalgas estudiadas,
se sabe que el 44% requieren Bqo, 21% Tiamina y 1% Biotina, en una con—
centracibn entre 1 y 100 ng/1 (Provasoli y Carlucci, 1974).

El medio de cultivo seleccionado es una combinacién de los medios —

de Guillard (1973) y Matthiessen y Toner (1966), (Anexo III) y la micro-

alga seleccionada es Tetraselmis suecica, debido a que requiere un mini—
mo de mantenimiento en su cultivo, y es considerada como una especie de
alto valor alimenticio, para la alimentacién de larvas, semillas y adul-
tos de crusticeos y moluscos (Davis y Guillard, 1958; TImai, 1967; Grif—
fith et al, 1973).

En la bibliografia rsvisada no se encontraron los requerimientos -

vitaminicos de Tetraselmis suecica, pero se ha estudiado la concentra- —

cién de Bqp para Cyclotella nana por Carlucci y Silbernagel (1967), -




quienes determinaron que la fijacién de carbono radioactivo por células
con carencia de B12 (starbation) del alga probada en condiciones contro
ladas, es proporcional a las concentraciones de vitamina en la miestra,

& ’ s o . - v V4 V4 :
¥y si el periodo de incubacion es continuado por varios dias, el numero -
de células en el medio es proporcional a la concentracién de vitamina -
B12. Encontraron un rango de 0.05 a 3 ng de B1s por litro y un valor me

dio de 0.2 ng de Bip por litro para Cyclotella nana.

Bladbeer (1971), determind que Tetraselmis suecica tiene una capa—

cidad muy répida para la fijacidn de Byoy de 10> a 10k veces, su reque—
rimiento minimo ¥y que puede ser conservado hasta por seis generaciones.
Un estudio realizado por AguirreMufioz (1981) en el que se cultivd

Tetraselmis suecica por un periodo de veinte dfas sin agregar vitaminas

al medio f/2 de Guillard (1973), esterilizando por calor y utilizando -~
microalgas sin tratamiento previo para reducir su concentracidn interna
de vitaminas, no reportd diferencias significativas con los resultados
obtenidos para el mismo medio agregando vitaminas.

Tetraselmis suecica, pertenece al Phylum Prasinophyta, es un alga

elipsoidal, con el extremo posterior agudo y el extremo anterior de cua—

tro 1ldbulos y es conocida también como Platymonas SPe Tiene de 7 a 9 =

micras de diametro y de 10 a 16 micras de largo y un color verde brillan
te con cuatro flagelos méviles. Es una especie eurihalina, con capaci—
dad de formar esporas cuyos limites de tolerancia a variables fisicas es
muy amplio. Posee una pared celular delgada formada principalmente de

carbohidratos (Padilla, 1975), a lo que Epifanio (1979) atribuye su len-

ta digestivilidad al compararla con Isochrysis galbana. Esta microalga




crece bien a una intensidad de luz de 1000 a 2000 lux, una temperatura -
de 18 a 22 °C, a pH de 7.5 a 8 y salinidad de 25 a 30 partes %o . Por —
estas razones, es una especie de considerable potencial de cultivo a — -

gran escala.




OBJETTIVO,.
Observar el efecto de la variacidn dé la concentracidén de vitamina

B1py en el medio de cultivo sobre el crecimiento de Tetraselmis suecica

para conocer si es un factor limitante en su desarrollo y poder reducir
su concentracién o eliminarla del medio de cultivo, reduciendo de esta

« 7
manera los costos en su produccione




MATERTALES Y METODOS.

Este trabajo fue realizado en las instalaciones del Instituto de —
Investigaciones Ocean&légicas (I.1.0.) de la U.A.B.C., Ensenada, B.Cfa.,
México. FEl agua de mar utilizada (filtrada y pasada por U. V.) asi co—'

mo la cepa de Tetraselmis suecica, se obtuvieron del laboratorio de mi-

croalgas de este mismo Instituto.

MEDIOS DE CULTIVO.

De los medios de cultivo de Guillard, (1973) y Matthiessen y Toner
(1966), se eligieron las menores concentraciones de nutrientes (Anexo —
II), diseflandose asi un medio modificado que fue utilizado como control
y medio bAsico durante todo el experimento (Anexo IIT). Los elementos
Que intervienen en la elaboracidn de un msdio de cultivo (Anexo I) se -
clasifican en dos tipos: solucidn stock primaria y sglucién stock se—
cundaria. ILa solucién stock primaria es concentrada, y la secundaria —
es una dilucidn a partir de la primaria.

El medio modificado, utilizado en el experimento fue el siguiente:

NUTRIENTES (Solucién stock primaria):

Nitrato de s0dio = = = = = = = = = = 75 g/1
Fosfato monosddico = = = = = = = = = 5 gf1
EDTA férrico = = = = == = = = = = 10 g/1
Tris (buffer) == === ===== 200 g/1 (ajustar pH a 7.5 , -

aprox. 130 ml de HC1 al 30%).




METATLES TRAZA:

Sulfato de cobre — = — = = = = = = — 1.96 g/1
Sulfato de Zinc = = = = = = = = = = T Lo4O g/l
Cloruro de cobalto G e e o e Al e 2.00 g/1
Cloruro de manganeso — — = = — — — — 36,90 g/l
Molibdato de 50di0 — — = = = = = = — 1.26 g/1

Preparacidn del secuestrante (solucidn stock secundaria):
El secuestrante se prepara con 10 g de EDTA férrico, y un milili—
tro de cada una de las soluciones primarias de los metales traza y se —

afora a un litro.

VITAMINAS (soluciones stock primarias):
Bioting = = = = = = == - m - - 10 mg/100 ml
Cianocobalamina (vitamina Bip) — —= — 10 mg/100 ml

Tiaming — = = = = = = = = = = = = = 2 g/100 ml

De esta solucién stock primaria o concentrada, se realizaron dilu-
ciones tomando 0.075 ml de esta, aforando a 100 ml con agua destilada,
para obtener la solucidn stock secundaria, de la cual se utilizé un ml

por cada 75 ml de medio de cultivo.

PREPARACTION DEL MEDIO DE CULTIVO:

Con las soluciones stock se procedid a preparar el medio de culti-
vo:

En un matraz aforado de un litro, se pusieron 500 ml de agua de -

mar y se agregd un ml de las siguientes soluciones stock: nitratos, - -




fosfatos, secuestrante y tris, finalmente se aforé a un litro con agva —
de mar filtrada y radiada con U. V. BEn diez matraces Erlenmeyer de 250
‘ml de capacidad, se colocaron 75 ml de meéio de cultivo, en cada uno de
ellos. Los matraces conteniendo el medio de cultivo se colocaron en la
autoclave para su esterilizacién (15 min. a 15 1ibras/pulg2). Concluido
el procedimiento de esterilizacibn, se dejé enfriar el medio de cultivo
durante 24 horas, para posteriormente agregar las vitaminas e inocular.
Para evitar la contaminacién de los medios de cultivo, se realizé lo an—
terior en presencia de dos mecheros tipo Bunsen.

El procedimiento para agregar las vitaminas e inocular fue el si- =
guiente: utilizando pipetas graduadas de un ml y con escala de 0.01 ml -
se agregl un ml de Tiamina y un ml de Biotina en cada uno de los diez =
matraces (original y réplica). En el caso de la vitamina By, se preparé
un testigo agregando un ml de la solucidén stock secundaria de dicha vita
mina al medio de cultivo, correspondiendo la concentracidén del testigo a
1.0,kg/l, lo cual representa el 100% de su concentracién original de — —
acuerdo al medio de Matthiessen y Toner (1966). Posteriormente se prepa
raron las muestras problema agregando al medio de cultivo 0.75 ml, 0.50
ml, 0.25 ml y 0.0 ml correspondiendo a las concentraciones de 0,75, 0.50
0.,25 y 0.0/“g/l respectivamente. Se utilizd una pipeta esterilizada pa—
ra cada vitamina, y las soluciones stock secundarias de vitaminas no —
tuvieron ajuste de pH, ni esterilizacién por ser utilizadas inmediatamen
te después de su preparacidn.

Todos los matraces (original y réplica), fueron inoculados con un —

. G - . . .
ml de cultivo monoaxénico de Tetraselmis suecica en estado de crecimien—

to exponencial., La densidad inicial promedio de todos los matraces fue




de 69.60 x 103 células por ml. Los matrzzes fueron colocados para su -
incubacidn en el cuarto de cultivo, bajo zondiciones de iluminacién cons
tante, proporcionada por tubos fluorecent=s de luz blanca fria. La tem—
peratura del laboratorio se mantuvo en ur. rango de 20°C + 2°C, lo cual -

7 - . . S -
se logro mediante una unidad de aire acor.iicionado.

REGISTRO DEL CRECIMIENTO DE MICROALGAS.

Después de inocular los recipientes ie cultivo se procedid a reali-
zar el registro de la densidad poBlaciona;, para identificar las diferen
tes fases que presenta un cultivo en el proceso de crecimiento. Se mues
tred en periodos de 2l horas a partir de Zas 12:30 horas del dfa 19 de —
agosto de 1987, tomando de cada uno de los diez matraces (original y ré-
plica) un ml de cultivo, previa homogeniz=cién del mismo, utilizando pa-—
ra tal fin pipetas esterilizadas de un ml y realizando la operacidn cer—
ca de la flama de un mechero tipo Bunsen, para evitar que se contamina—
ran los cultivos.

El conteo de las células se 1levd a zabo con un hematocitdmetro ti—
po Neubauer de O.1 mm de profundidad. Las muestras se fijaron con dos —
gotas de lugol para fitoplancton marino, wversién 4cida a fin de inmovili
zarlas y lograr un mejor conteo. Con la Zinalidad de reducir el error -
(humano) en el conteo, se contd el nimerc de células para seis cAmaras —
del original y su respectiva réplica, det=rminando posteriormente su pro
medio. Los célculos de densidad y pardms=ros poblacionales, (divisiones
por dia (K), tasa de crecimiento especifi:o (MU), produccidn diaria (PD)
y tiempo medio de generacidn (TG)) se reg;;zaron de acuerdo a Paniagﬁa~

Michel et al (1986) (Anexo V y VI).
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ANALISIS ESTADISTICO

A los resultados obtenidos para el octavo dfa, que corresponde al —
término de la fase exponencial, se les aplicd anilisis de varianza no —
paramétrico Kruskall-Wallis (Sokal y Rohlf, 1979), utilizando los valo—

res de las lecturas promedio entre original y réplica.




RESULTATOS.

La tabla I (testizo) corresponde a la concentracién de 1.0.4g/l de
Bio, y muestra que la mayor densidad se obtuvo el noveno dia, comenzan-
do la fase estacionaria el décimo dfa, el valor mdximo para K se presen
té el tercer dfa coincidiendo con el valor miximo de MU, la PD mixima -
fue el quinto dfa y el valor mfnimo de TG también se presentd el tercer
dfa.

La tabla II, corresponde a la concentracibn de 0.75.4g/1 de Bip, -
miestra que la mayor densidad se obtuvo el noveno dia, comenzando la fa
se estacionaria al décimo dfa, el valor méximo de K se presentd el ter—
cer dia coincidiendo con el valor miximo de MU, la PD mixima fue el — -
quinto dfa y el valor minimo de TG también se presentd el tercer dia.

La tabla III, corresponde a la concentracidn de O.SO/“g/l de Bio,
muestra que la mayor densidad se obtuvo el noveno dfa comenzando la fa-
se estacionaria el décimo dfa, el valor miximo de K se presentd el se—
gundo dfa coincidiendo con el valor miximo de MU, la PD mixima fue el -

septimo dfa y el valor minimo de TG también se presentd el segundo dia.

La tabla IV, corresponde a la concentracién de 0.254g/1 de Byp, -
muestra que la mayor densidad se obtuvo el noveno dfa, comenzando la fa
se estacionaria el décimo dfa, el valor miximo de K se presentd el se—
gundo dfa coincidiendo con el valor mdximo de MU, la PD mixima fue el —

noveno dfa y el valor minimo de TG también se presentd el segundo dia.
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TABLA I.— Valores poblacionales de T. suezica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 1.0 g/l de Bq (testigo). Tomando los
valores promedio entre original y replica.

DIA DEN x 1000 K MU PD x 1000 TG
(cel/m1) (div/dia) (cel/m1/dfa) (cel/dafa) (afa)
0 69.600
1 93,200 0.4216 0.12569 23,6000 0.7140
2 203,200 1.1245 0.3335 110.0000 0.2677
3 269,800 1,7209 0.5120 L66.5999 0.1749
by 1239.400 0.8879 0.2673 56945997 0.3391
5 2385,800 0.9449 0.28.)  1146,4001 0.3186
6 3175.199 0.412L 0.122.1 789.399L 0.7300
4 3585,000 0.1751 0.0527 409 .8008 1.,7189
8 3888,000 0. 1171 0.0352 302.9995 2.5716
9 4,851,800 0.320L 0,095 966 ,8003 0.9396
10 47214399 -0.0393 -0.0118  -130.400L -7.663L

TABLA II.— Valores poblacionales de T. suscica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0.75 «~g/1l de Bio. Tomando los valores
promedio entre original y réplica.

= DFN x 1000 K MU PD x 1000 TG
(cel/m1) (div/dfa) (ce1l/m1/dfa) (cel/dfa) (afa)
0 69.600
1 75.000 0.1076 0.0324 54000 2.,7977
2 141,800 0.,9189 0.2766 66,8000 0.3276
3 713,400 2.3309 0.7017 571.5999 0.1291
L 1307.600 0.87L2 0.2631  594,1997 0434141,
5 2323.400 0.8293 0.24%96  1015,8003 0.3630
6 2905,.000 0.3223 0.0970  581,6001 0.9340
7 3350000 0.2056 0.0619  445.0000 1.L4640
8 3961.400 0.2419  0.0728  611.5996 1.21,13
9 4375.000 0.1432 0.0L31 413 ,4,00L 2.1021
10 1,036,600 " _0,1161  -0.0330 —=338.400L -2.5918




TABLA III.— Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0.50 «~g/1l de Bqp. Tomando los valores
promedio entre original y réplica.

DIA DEN x 1000 K MU PD x 1000 TG
(cel/ml) (div/dia)(cel/m1/dfa) (cel/dfa) (dfa)
0 69,600
1 86,400 0.3119 0.0939 16,8000 0.9651
2 275,000 1,670L 0.5028 188,6000 0.1802
3 616,600 1.,2335 0.3713  371.5999 0.2441
i 1288, 800 0.9951 0.2995  642.1997 0.3025
5 2216 ,600 0.7823 0+2355 9278000 0.3848
6 233,600 0.,0748 0.0225 118,0000 14,0229
7 4,132,799 0.8240 0.2480  1798.1992 0.3653
8 3631,200 -0.1867 -0,0562 -501,5991 -1,6126
9 4,866,600 0.4225 0.1272  1235.3999 0.7125
10 1820.399 -0.,0138 -0.0041 1,6 ..2002 21,8744

TABLA IV.- Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer
medio de cultivo con 0.25 f*g7l de B1p. Tomando los valores

promedio entre original y réplica.

en el

DIA DEN x 1000 K MU PD x 1000 TG
(cel/m1) (div/dfa)(cel/m1/dfa) (cel/dia) (dfa)
0 69.600
1 70,000 0,0080 0.002L 0.4000 37.6228
2 252,400 1.8560 0.5587 183.,4000 0.1622
3 713400 1.4933 0.L495 459.9999 0.2016
L 1141,400 0.6780 0.2041 1,28,0000 0.LLLO
5 2108, 400 0.885L, 0.2665 967.0000 0.3400
6 2871,000 04454  0.1341  762.5996 0.6758
7 3530,000 0.2981 0.0897 659,0005 1,0098
8 3926 ,600 0.1536 0,0462 396.5996 1.9596
9 5605,000 0.5134 0.1546  1678,400L 0.5863
10 5518.999 -0,0223 -0.0067 ~-86,0010 -13.49,1

e e e e

e e e e e e e e

—— et

13



La tabla V, corresponde a la concentracidn de 0.0/ug/i de B1p, mues
tra que la mayor densidad se obtuvo el décimo dfa y el valor miximo de K
se presentd el tercer dfa coincidiendo con el valor miximo de MU, la PD

méxima fue el noveno dfa, y el valor minimo de TG también se presentd el

tercer dia,

Se presentan cinco grificas de la densidad poblacional de T.suecica
para cada dia de cultivo, correspondiendo a la figura 1 (testigo), a la
concentracidn de 1.O/Wg/l de Byy. Las figuras 2, 3, L4 v 5 corresponden
a las concentraciones de 0,75, 0.50, 0.25 y 0.0.4g/1 de B1p respectiva—
mente. BEn las cinco grificas se puede observar una gran similitud en la
forma y los valores, de tal manera que si se sobreponen, tienden a for—
mar una sola curva.

Los resultados de las pruebas de Ji cuadrado y Kolgomorov-Smirnov,
indican que,los datos no presentaron distribucidn normal, motivo por el
cual se empleo el andlisis de varianza no paramétrico de Kruskall-Wa— —
1lis, aplicado a los valores promedios de original y réplica, de las lec
turas obtenidas en el hematocitdmetro al octavo dfa y aplicando un nivel
de significancia del 5%, no presentaron diferencias significativas en la
densidad poblacional, entre el medio de control, y las diferentes concen

traciones de vitamina B12 utilizadas,
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TABLA V.- Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0,0 A~g7l de Bqp. Tomando los valores
promedio entre original y réplica.

DIA IEN x 1000 MU PD x 1000 TG

(cel/m1) (dlv/dla) (cel/mi/dfa) (cel/dfa) (dia)
0 69,600

1 76,600 0.1381 0.0416 7.0000 2,1798
2 211,600 1.4660 0.4413  135,0000 0.2053
3 708400 17133 045248  1496.7999 0.1727
L 1095.000 0.6283 0.1891  386,6001 0.4791
5 1993400 0.8643 0.2602  898.3999 0.3483
6 2726600 0.4519 0.1360  733.1997 0.6662
) 3356,600 0.2999 0.0903  630,0000 1.0038
8 3515,000 0.,0665 0.0200  158,400L L+5250
9 5281,599 0.5875 0.1768 1766.,5986 0.5124
10 5788.399 0.1322 0.0398  506,8008 2.2772
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FIGURA 1.~ Densidad poblacional de T. suscica en el medio de cultivo con
1,0 /'g/l de Bqp (testigo). Tomando los valores promedio entr=s
orizinal v réplica. Los puntos fuera de la curva representan
los valores del original y la réplica.
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FIGURA 2.- Densidad poblacional de T. sueszica en el medio de cultivo con
0. 75 «g/1 de Bi,. Tomando los valores promedio entre original
v réplica, Los puhtoo fuera de la curva representan los valo-
res del original y la réplica,
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FIGURA 3.— Densidad poblacional de T. suecica en el medio de cultivo con
0.50,“g/1 de Bqp. Tomando los valores promedio entre original
y réplica., Los puntos fuera de la curva representan los valo-
res del original y la réplica.
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FIGURA L.~ Densidad poblacional de T, suecica en el medio de cultivo con
0.25,ug/1 de By, Tomando los valores promedio entre original
[ .
v réplica. Los puntos fuera de la curva representan los valo-
res del original y la réplica,
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res del original y la réplica,
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DISCUCION.

Se observa que el nimero miximo de divisiones por dfa (K), se obtu
vo entre el segundo y el tercer dfa y que existe una relacidn directa—
mente proporcional entre este y la tasa d= crecimiento éspecifico (MU).
Una vez adaptadas las células al medio y teniendo una gran cantidad de
nutrientes disponibles, la velocidad de miltiplicacidn se identifica co
mo una forma geométrica. La fase exponencial es la mis importante por-
que indica que el cultivo debe cosecharse, transferirse o diluirse debi
do al incremento en densidad, puede presentarse del segundo al tercer -
dfa despuds de inoculado el medio y prolongarse hasta cuatro dfas. Si
se controla la dilucidn del cultivo, esta fase puede prolongarse por se
manas (Morris, 1980). La relacién entre los paramétros anteriores (K y
MU) y el tiempo medio de generacién (TG) son inversamente proporciona—
les debido a que cuando el cultivo presenta un mimero miximo de divisio
nes por dia; su crecimiento especifico también es méximo, pero el tiem—
po que tardan en generarse las células es minimo. Cuando el cultivo en
tra en la fase estacionaria, los valores de K y MU disminuyen debido a
1a reduccidn de los nutrientes, pero el valor de TG se incrementa, en -
esta fase el nimero de células permanece aproximadamente estacionario,
en ocasiones esta fase apenas se detecta, presentandose en su lugar la
fase de muerte en la cual los valores de X y MU decrecen rapidamente al
incrementarse el nimero de células muertss y las condiciones deéfavora—
bles asi como el aumento de bacterias, hongos y espuma, producto de la

destruccidn celular que generan el colapso total del cultivo, presentan

dose un ripido ‘incremento para los valoress de TG (Paniagua-Michel et al.

7 y . .
1986). Los valores de los paramétros potlacionales son de mucha impor-
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tancia para conocer y comprender el comportamiénto de un cultivo de mi-
croalgas y compararlo con las fases presentadas por un cultivo ideal —
(Fogg, 1975), La duracidn de cada fase puede acortarse, alargarse o ape
nas reconocerse, dependiendo de diversos factores como: temperatura, —
fuente de luz, constitucidn del medio de cultivo, tamafio del inoculo y
estado fisioldgico del alga.

La produccidn diaria mixima se presentd entre el quinto y el nove—
no dfa después de inocular el medio, debido a que se encuentra el culti
vo en la Ultima parte de la fase exponencial e inicio de la fase esta—
cionaria, presentando densidades muy altas que no representan un eleva-
do porcentaje en la produccién diaria, pero si un nimero de células — -
grande que no guarda ninguna relacidn con los demas paramétros poblacio
nales.

La observacidén de los resultados de crecimiento poblacional obteni
dos para las cinco diferentes concentraciones de B12 en el cultivo de -
T. suecica, muestran valores muy bajos durante el primer dfa de cultivo
(fase de induccidn) incrementandose rapidamente para obtener un valor —
méximo en el noveno dia (fase exponencial y estacionaria) y disminuir -
a partir de este momento (fase de muerte) mostrando las cuatro fases —
principales del crecimiento de algas descrito por Fogg (1975). Entre -
el cultivo control y las diferentes concentraciones de vitamina By, es—
tudiadas, no se observaron diferencias significativas al nivel de 95%;
atribuyendose a que la especie posiblemente no requiera esta vitamina -
como un elemento limitante al crecimiento o porque la concentracién in-

terna de esta es lo suficientemente grande que permite a la microalga -
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seguir creciendo, afn caando la concentracidn externa de vitamina llegue
a un punto critico, detido a que puede tener una céncentracién interna -
de 104 veces su requeri-iento (Bladbeer, 1971) la cual puede guardar has
ta por seis generacionss. Un estudio realizado por Aguirre-Mufioz (1981)
en el que cultivd T.su=cica por un periodo de veinte dias sin agregar vi
taminas al medio f/2 de Guillard (1973), esterilizado por calor y ubili—
zando microalgas sin reZucir su concentracidn interna de vitaminas, no -
reportd diferencias sigmificativas con los resultados obtenidos para el
mismo medio agregando v-taminas, encontrandose que se puede cultivar di
cha especie sin agregar vitaminas al medio, lo cual coincide con los re
sultados obtenidos en el presente estudio; conciderando que las concen—
traciones de Bis en el =gua de mar son elevadas comparadas con los re—
querimientos de esta vi-amina (Carlucci y Silbernagel, 1967)., En base

a datos obtenidos en el laboratorio de acuicultura del Instituto de — —
Investigaciones Oceanol fzicas de la U.A.B.Cs, sobre el gasto de Bi, en
1987 para el cultivo de microalgas utilizando el medio f/2 de Guillard
(1973). Actualmente se preparan entre quinientos mil y setecientos mil
litros de medio al afio, con un gasto total de 0.5 g de Bqp, si el costo
de By, segin el catdlog~ SIGMA 87, es de 26,20 dblares por gramo, esto
representa un costo anuzl de 13,10 dlares, lo que no constituye un — -
fuerte gasto en el cost: total de los cultivos, debido a que se descono
cen los cambios dé Pool zenético que puedan presentar las microalgas a
largo plazo no es recom=ndable quitar la vitamina B1s, pues podria te—
ner consecuencias negatiwvas, pero es posible que reduciendo la concen—

tracién de estos nutrie—tes mas costosos ¥y que se utilizan en mayor can

tidad, s{ represente w:-considerable ahorro econdmico.

23




CONCLUSION,

Las densidades poclacionales obtenidas para T.suecica no presenta-
ron variaciones significativas al octavo dfa, utilizando los valores —
promedio entre original y réplica a un nivel de significancia del 5% en
tre el testigo (1.0r“g/l de B12) y las concentraciones a estudiar - =
(075, 0.50, 0.25 y 0.0 ~g/1 de Byp), el reducir la concentracibn de vi
tamina By, en el medio hasta el nivel de 0.0 ~g/l1 no representa un re—

duccidn significativa en los costos de produccidn.
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RECOMENDACTONES»

De una manera aux:liar, si se intenta conocer si T. suecica es real
mente una microalga au=otrofa, se sugiere determinar la concentracidn de
B1, en agua de mar est=rilizada por calor y someter a dicha especie a un
ayuno de Bis (21 dfas) nasta consumir sus reservas internas, y cultivar-
la durante diez dfas er medios cuya concentracidén total de Bip fluctie —

entre 0.05 y 10 ng/1, c=terminando su densidad poblacional cada 24 horas,
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ANEXO I.— Medios de cultivo mas usados. (Cantidades para un litro de —

agua de mar filtrada).

GUILLARD MATTHIESSEN Y TORNER
Nutrientes mayores 75 mg 150.0 mg
NaNO3 5 mg 10.0 mg
NaH2PO4, H20 15-30 mg 30,0 mg
Metales traza
Na2., EDTA Le36 mg Fe. EDTA 10.0 mg
FeCl3. 6H20 3.15 mg -
Cu SO0L, 5H20 0,01 mg 1.96 mg
ZnS0L, TH20 0.022 mg Lely mg
CoC12,6H20 0.01 mg 2,0 mg )
MnC12,4H20 0.18 mg 36.9 mg
Na2MoOl . 4H20 0.006 mg 1.26 mg
Vitaminas
Bl 0410 mg 200 g
Biotina 0s50 A4g 1.0 «g
B12 0,50 4 g 1.0 «g




MEXO [I.— Rutina segui
los medios de cultivo.

Preparacién d= Nutrientes.

édz en la preparacién de los macronutientes para

NITRATOS

FOSZATOS

SECUESTRANTE

TRIS (BUFFER)

Pesar 75 g

Pesz> 5.0 g

Pesar L.36 g de
EDTA y 3.15 g
de cloruro fé—

Pesar 200 g

4

rrico.

N

Disolver co
agitador en

Disc_wver co
agizzdor en

Disolver con
agitador el EDTA

Disolver en
500 ml de
H20D con agi
tador.

N

Ajustar el

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

Lt con H20D

de z=da me-
tal.

950 ml de 950 =1 de en 500 ml de
H20D, H20D. H20D.
L \
Aforar a 1 crar a 1 Afiadir el cloru
Titis Lt ro férrico pre-
viamente disuel
to en H20D.
Aforar a 1 AfieZir 1 ml Aforar aprox. a

950 ml con H20D

Aforar a 1
Lt con H20D.
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ANEXO TTT.— Disefio del medio modificado f£/2 de Guillard, (1973) y Ma- -
tthiessen y Toner, (1966) utilizado como medio bisico.

(Cantidades para un litro de agua de mar f41trada).

INGREDIENTES: CANTIDADES:
Nutrientes mayores:

NaNO5 75 mg
mhoHZa 5 mg
Metales traza

Fey EDTA 10.0 mg
Zn S50),+TH0 Lol mg
Co Clp.6H20 2,0 mg
Mn Clp.LHo0 36.9 mg
NaZMOOh.'I'*HZO 1426 mg
Vitaminas

B1 200 4.g
Biotina 1.0 «g
B12 1.04cg




ANEXO IV.— Rutina a seguir en la preparacién de la solucién stock prima-
ria de vitaminas para los medios de cultivo.

Concentrado (solucidén stock primaria).

Bqo BIOTINA TIAMIVA
Pesar 10 mg Pesar 10 mg Pesar 2 g
con balanza con balanza con balanza
analitica. analitica. analitica.

Al 4
Disolver en Disolver en Disolver en
50 ml de - 50 ml de 50 ml de
420D, H20D, H20D.

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

Ajustar el pH a 5.0 con HCl al 10% y esterilizar por 5 minutos a 15 1li—
bras de presidén por pulgada cuadrada. Se guarda en recipientes peauetios

v se congela.



LOGARITMO DEL NUMERO DE CELULAS

EDAD DEL CULTIVO (dias)
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ANEXO VI,
CALCULOS DE DENSIDAD.
Con un Hematoci-3metro de 0.1 mm de profundidad, la densidad de

microalgas se calcula de acuerdo a la siguiente relacidn:

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

Donde:
D= densidad c¢=1 cultivo.
F= fijador (m s)

F.D.= factor =e dilucién (mls)

Vf

Vf= Volumen f:inal de la muestra dilufda (mls)
vi= volumen i=icial de la muestra (mls)

M= Milimentr-s de muestra utilizados

C= Niémero de células promedio contadas

10= factor de multiplicacidn debido a la

profundic=d del Hematocitémetro

1000= valor parz convertir a milimetros

Con el fijador Uter=ohl o Iugol no es necesario hacer correcciones
. I'd e . ! o
para incrementos de voli=en, asli que F no se utiliza. Si el Hematoci

tdmetro es de 0.2 mm de o-rofundidad la densidad se calcula de la si— —

guiente forma:



D= (F + F.D. +M) = C x 1000 cels / ml (2)

En este caso, C es =1 nimero de células de la cuantificacién de los
5 cuadros de cada cfmar=. Si se cuentan varias cdmaras se debe calcular

un promedio del niéimero c= cdmaras contadas.

CALCULO DE PARAMETROS PCZ=LACIONALES.

Los principales parfmetros del crecimiento de un cultivo de células
- « 7
se calculan como a continuacion.

1,— Las divisiones por dia (K) se calculan de acuerdo a Guillard -
(1973):

k= (3.322/72-T1) * (log N2/N1)

Donde:
3,22= Factor de conversién del logaritmo base 2

a base 10(3.322=1og2 10)
N1= Concentracidén celular al tiempo T1
N2= Concentracidén celular al tiempo T2

2.— La tasa de crecimiento especifico ( ) estimada como lo reco-— —

mienda E.P.A., (1971) pzra ensayos con microalgas:

log (N2/N1) 1

2. = T1

3.~ E1 tiempo medic de generacién (Tg) se determina como lo reco—

mienda Eppley y Strickland (1968):
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log 2 (T2-T1) log 2

Tg= =
logN2 - 1logN1 k

L.~ La produccién diaria de microalgas se valora segin De la Cruz y

Alfonso, 1975:

N2 - N1
P.D. =
T2 - Ti1
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