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RESUMEN

Se realizd un experimento, manteniendo durante diez dias en medios
de cultivo a nivel Erlenmeyer, a la microalga Tetraselmis suecica.

Se prepararon volimenes de 75 ml de los medios de Matthiessen vy To
ner (1966) y £/2 de Guillard (1973) empleando los macronutrientes de —
Guillard y el EDTA, tris, micronutrientes y vitaminas de Matthiessen y
Toner.

La concentracién de biotina se vari6 en ordenes de 1.0 Mg/l (con—
trol), 0.75 Mg/1, 0.50 Mg/1, 0.25 yg/1 y 0.0 ug/1.

La densidad inicial promedio de todos los cultivos fue de 0.0275 x
106 c&lulas por mililitro. Después de diez dfas de incubacidn los me—
dios de cultivo alcanzaron las siguientes densidades poblacionales: en
el medio que se empled 1.0 ug/1 (contrgl) se obtuvo 2.30 x 10 células
por mililitro; en O.Zs,qg/l, 2.08 x 10°; en 0.50 yg/1, 1.97 x 10°; en -
0.25 Mg/1, 2.21 x 10° y finalmente en 0.0 ¥g/1, la densidad poblacional
lograda fue de 1.98 x 10° células por mililitro.

Al analizar estadfsticamente las densidades poblacionales, se en—
contrd que no hay diferencias significativas entre los cinco medios de
cultivo, ;

~ La disminucidn de la concentracidn de biotina en el medio de culti
Vo no representa una reduccidn significativa en el costo de produccidn,
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INTRODUCCION.

El estudio de las microalgas empleandose vitaminas estd mis limita
do que el de los organismos (Droop, 1962), por esta razén se le ha dedi
cado mayor interés al estudio de las microalgas, principalmente aque- —
1llas de importancia acuacultural, que presentan alto valor nutritivo -
para criar y mantener larvas vivas , semillas y adultos de bivalvos — -
(Laing y Helm, 1981), larvas de peces y crustéceos microherviboros -

(IMOop, 1975).

Para el cultivo de las microalgas de origen marino, generalmente ~
se adiciona al agua de mar pequeflas cantidades de nutrientes orgdnicos
e inorgénicos y se controlan los factores fisicosquimicosApara favore—
cer el rdpido crecimiento de las células inoculadas (Fogg, 1975). Los
medios de cultivo mis utilizados actualmente, se basan en el medio en—
riquecido f de Guillard y Ryther (1962), desarrolldndose posteriormente

los medios f£/2 de Guillard (1973) y el de Matthiessen y Toner (1966).

Dentro de los nutrientes requeridos por las microalgas se encuen—
tran los nitratos, fosfatos, silicatos, elementos traza, agentes quelan
tes y vitaminas; mientras que los factores fisicoquimicos a controlar —

son la luz, pH, salinidad, temperatura y aireacidn.

Las vitaminas, como se anotd anteriormente, son factores orgénicos
nutricionales requeridos para el crecimiento conbtinuo de las especies

fitoplanctonicas (Provasoli y Carlucci, 1974).

Las mds importantes, empleadas constantemente en los cultivos de



microalgas son la cianocobalamina (By,), tiamina (B1) y biotina (Swift,

1980),

Estas pueden ser producidas por el propio organismo & tomadas del

medio (Swift, 1980), en forma compleja, unida a una proteina, es asi -

atrapada y pasada a través de la membrana celular (Latner, 1955),

|

|
|

N/ T (CHy) ) — COOH

Fige le-Estructura de la biotina,

la flecha indica donde se
une la proteina. (Bonin y
Leftley, 1981),

La biotina empleada en el presente experimento juega un papel muy

importante en los procesos celulares, ya que interviene como cofactor

enzimdtico en las reacciones de carboxilacidn convirtiendo el acetil -

CoA a Malonil CoA por el sistema acetil CoA carboxilasa (Fig. 2) (Lehe

ninger, 1979).
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Fig. 2.~ Carboxilacidn con factor biotina, (Bonin v Leftley, 1981),



La microalga en estudio, Tetraselmis —
suecica, (Fig. 3) pertenece al Phylum
prasinophyta y es una microalga de for
ma elipsoidal comprimida, con el extre
mo posterior agudo y el extremo anbe——
rior de L 18bulos y es conocida tam— -

bién como platimonas sp. Tiene de 7-9

micras de difmetro y de 10 a 16 micras

de largo y un color verde brillante -

Fig, 3.Fetraselmis suecica con 4 flagelos méviles. Es una especie
tomada de Paniagua-
Michel (1986). eurihalina, con capacidad de formar es

poras cuyo 1limite de tolerancia a va—

riables fisicas es miy amplio. Posee
una pared celular delgada formada principalmente de carbohidratos (Padi
1la, 1975), a lo que Bpifanio (1979) atribuye su lenta digestivilidad —

al compararla con Isochrysis galbana., Esta microalga crece bien en el

rango de temperatura de 18-20° C, a pH de 7.5-8,0 y salinidad de 25-30%.
Por estas caracteristicas es una especie de potencial de cultivo a gran

escala,



OBJETIVO.

Observar el efecto de la variacidn de la concentracidn de biotina

en el crecimiento poblacional de Tetraselmis suecica y ventajas que pu

dieran presentarse.



MATERIALES Y METODOS.
El experimento fue realizado en las instalaciones del Instituto de
Investigaciones Oceanol8gicas (I.I.0.) de la Facultad de Ciencias Mari-

nas de 1a UsAeB.Cs, Ensenada, B.C., México.

MEDIOS DE CULTIVO,

El medio de cultivo utilizado como base de esta investigacién — -
(Apéndice III), se formd tomando las cantidades de macronutrientes suge
ridas por Guillard (1973), asi mismo el EDIA, tris buffer, metales tra—
za y vitaminas del medio propuesto por Matthiessen y Toner (1966)(Apen—
dice II).

De las cantidades propuestas para cada sustancia (Apendice I) se
prepararon las soluciones stock primarias, estas se diluyeron una sola
vez formando las soluciones stock secundarias, de las cuales se tomaron
alicuotas de 1 ml para adicionarlas al medio de cultivo.

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

MACRONUTRIENTES (Solucidn stock primaria)

Nitrato de 50dio — = = = — ——————— -= 758/

Fosfato monosddico = = = = = = = = — = = -= 5g/1

EDTA FErriCo m = = = == = = om ow = = = e o o = 10 g/1

Tris buffer = — = = = = m = = = = = = = = = 200 g/1 (Ajustar a -
PH 7«5 con —

Hel al 30%).

U



METALES TRAZA (Soluciones stock primarias)

Sulfato de cobre — = = = = = = = = = —« = —~ = 1.96 g/1
Sulfato de 2INC = = = = = ~ = = =« = = = = = h;hO g/l
Cloruro de cobalto = = = = = = = = = = ~ ~ = 2.00 g/1
Cloruro de Manganeso = = = = = = = = = = = = 36.90 g/1
Molibdato de s0dio m = = = = = = = = = = = = 1.26 g/1

SECUESTRANTE (Solucidn stock secundaria)
El secuestrante se prepara con 10 g de EDI'A férrico, y un milili—
tro de cada una de las soluciones primarias de los metales traza, afo—

randose hasta un litro con agua destilada.

VITAMINAS (Soluciones stock primarias)

Biotina cristaling = = = = = = = = = = = = = 10 mg/100 ml
Cianocobalamina cristalina (Bq,) = = = = - -~ 10 mg/100 m1
Tiamina clorhidrica (B1) = = = = = = = = = = 2 g/100 ml

De esta solucidn stock primaria § concentrada, se tom§ una alicuo-
ta de 0,075 ml para aforarla a 100 ml con agua destilada formando asi -
la solucidn stock secundaria, de la cual se tom$ un mililitro por cada

75 mililitros de medio de cultivo.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO,.
Una vez preparadas las soluciones stock, se procedid a preparar el
medio de cultivo en el interior del laboratorio como a continuacidn se

describe:

En un matraz de un 1litro de aforacidn se agregaron 500 ml de agua



de mar filtrada y esterilizada, un mililitro de las soluciones stock —
primaria de nitratos y fosfatos, un mililitro de la solucién stock se—
cundaria de secuestrante, un mililitro del stock primario del tris bu—
ffer y finalmente se aford hasta el nivel de un litro con agua de mar -

filtrada y esterilizada.

En diez matraces Erlenmeyer de 250 ml se transfirieron individual-
mente 75 ﬁililitros de medio de cultivo. FEstos se esterilizaron en la
autoclave durante 15 minutos a 120°C y 20 libras/pulg? de presibn de va
por. Se dejaron enfriar durante 24 horas y en el interior del laborato
rio, en presencia de la flama de dos mecheros Bunsen, situados por los
costados, se transfirid en cada matraz un mililitro de vitamina Bip y
un mililitro de tiamina. En el caso de la biotina se prepard un medio
control, agregando un mililitro de la solucidn stock secundaria de di~—
cha vitamina al medio de cultivo quedando una concentracidn de 1.04 g/l
lo cual representa el 100% de su concentracidn original de acuerdo al -
medio de Matthiessen y Toner (1966). Posteriormente se prepararon las
muestras problema agregando a los medios 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.

Cabe sefialar que estas soluciones vitaminicas se agregarcn después
de la esterilizacibn, por lo que no hubo necesidad de ajustar el pH.

Todos los matraces con sus respectivos medios de cultivo (original
y réplica), fueron inoculados con un ml de la cepa de T. suecica en su
fase de crecimiento exponencial del sexto dfa, con una concentracidn de

22}, x 10® cel/ml.



Los matraces inoculados se mantuvieron en el laboratorio de culti-
vo a una temperatura de 20 % 29 ¢ estimado con un termdmetro de méxima
y minima. La iluminacién se proporciond con lémparas fluorecentes tipo
luz fria de 4O Watts con L pies de largo, recibiendo los cultivos una —.
intensidad luminosa a una distancia de 30 cm. Los medios de cultivo se
agitaron periodicamente para favorecer la difusidn de nutrientes, un ma
yor contacto luminoso y evitar la depositacién de las células en el fon
do del recipiente. La boca de los Erlenmeyer fue cubierta con tapones
de algoddn recubiertos de gasa para de esta forma evitar la contamina—
cidn por el aire y permitir al mismo tiempo el intercambio de gasés en—
tre el medio ambiente y el cultivo.

Las cepas de T, suecica utilizadas a lo largo del experimento, fue
ron obtenidas del laboratorio de microalgas del Instituto de Investiga-

ciones Oceanoldgicas (IsI+0s) UsAsB.C., estas a su vez fueron adquiri——

das en el National Marine Fisheries Service, La Jolla, Calif.

REGISTRO [EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS.

Desde el momento de inccular a los recipientes de cultivo con la -
microalga, se levantd un registro diario de la densidad poblacional pa-
ra identificar las fases de crecimiento. Cada 24 horas a partir de las
12:30 p.m., se tom§ un ml de muestra de cada matraz, previa homogeniza—
cién y en presencia de un mechero Bunsen.

Estas muestras se fijaron con dos gotas de lugol a fin de tefiir e
inmovilizar 1gs microalgas para lograr un conteo mis exacto. El conteo
celular se realizd con ayuda de un hematocitdmetro tipo Neubauer de —

O«1 mm de profundidad. El error por conteo se minimiz§, al obtener el



promedio del nimero de células observadas en las seis cémaras del origi

nal y las seis clmaras de la réplica.



ANALISIS ESTADISTICO.
Con la finalidad de estimar la respuesta de crecimiento en cada —
cultivo, se graficaron curvas de crecimiento promedio, para hacer compa

raciones entre la concentracidn testigo y las que se experimentaron.

Con la densidad celular promedio del octavo dia se hizo un andli—
sis de varianza no paramétrico, segin la prueba de Kruskall-Wallis - -
(Zar, 1974), con el propdsito de detectar si existia § no diferencias
significativas entre la densidad poblacional del cultivo control y las

que Se ensayaron,

Se empled el método de Kruskall-Wallis al no poderse demostrar, la
normalidad de las poblaciones mediante la prueba de Ji cuadrado y - =

Kolmogorov-Smirnov (Zar, 197L)e

10



RESULTADOS .
Los pardmetros poblacionales de cada concentragién se presentan en

las tablas I, II; III, IV y V y son: la densidad celular, el nimero de

divisiones por dfa (K), la tasa de crecimiento especifico (MU), la pro-’

duccién diaria (PD) y el tiempo medio de generacién (TG). Estos se cal
cularon de acuerdo a Paniagua Michel et al. (1986) (Apendice VI y VII).

La tabla I (control), muestra los valores poblacionales de T. sue=
cica, para el medio de cultivo con una concentracidn de 1.0 Ag/l de bio
tina, la mayor densidad celular la alcanzd al décimo dfa. El valor mé-
ximo de K, se presentd al tercer dia coincidiendo con el valor miximo —
de MU, La PD méxima fue al sexto dfa y el valor minimo de TG, al ter—

cer dia.

La tabla II, muestra los valores poblacionales de T, suecica, para
el medio de cultivo con una concentracién de 0.75 yg/l de biotina. La
mayor densidad celular la alcanzd al noveno dia. Los valores miximos -
de K y MU se presentaron al tercer dfa. La PD mixima fue al séptimo ——
dfa y el valor minimo de TG al tercer dfia.

La tabla III, muestra los valores poblacionales de T, suecica, pa—
ra el medio de cultivo con una concentracidn de 0.50 #g/1 de biotina. -
La mayor densidad celular la alcanzd al décimo dfa. Los valores miximos
de K y MU se presentaron al tercer dfa. La PD mixima se registrd al oc-
tavo dfa y la TG mfnima al tercer dfa.

La tabla IV, muestra los valores poblacionales de T, suecica, para
el medio de cultivo con una concentracién de 0.25 yg/l1 de biotina., La

mayor densidad celular la alcanzd al décimo dfa. Los valores miximos —

11



TABLA I.- Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 1.0 de Biotina (testigo). Tomando los
valores promedio entre original y réplica.

ITA TEN x 10000 K MU TG PD x 10000
(cel/m1) (div/dfa)(cel/m1/dfa) (dfa) (ce1/afa)

0 2.75

1 3425 0.2410  0.0726 Le1492 0.5000

2 7.91 1.2833 03863 0.7793 h«6600

3 30.50 1.9471  0.5861 0.5136 22,5900
L 7h.e 50 1.2885  0.3879 0.7761 44,0000

5 111,41 0.5806  0.1748 1e722l,  36.9100
6 188.88 0.7616 042293 1.3130 77 « 4700
7 197.35 0.0633 0.0191 15,8008 844700
8 206,98 0.0687  0.0207  1h.548L 9.6300
9 227.41 0.1358  0.0409 7.363L  20.4300
10 2306 Ly 0.0191  0.0057 5243680 3.,0300

TABLA II.— Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0.751{371 de Biotina. Tomando los wvalo=
res promedio entre original y réplica.

DIA DEN x 10000 LK, w1 P x 0000
(cel/mi) (div/afa)(cel/m/dfa) (dfa) (cel/afa)

0 275

1 3.16 042005 0.0601, 1,.9876 044100
2 9,58 1.6001  0.4817 0.6249 644200
3 29425 - 1,610, 0..4848 0,6210 19,6700
I 62,25 1.0897 0.3280 0.9177 33,0000
5 95492 0.6238  0.1878 1.6032  33.6700
6 131.88 0.4593  0.1383 2,1771  35.9600
7 168483 0.3564  0.1073 2.,8062 3649500
8 190.33 0.1729  0.0521  5.7825 21,5000
9 221,91 0,2215  0,0667 45152 31,5800
10 208,33 -0.,0911 —0.0274 =10,9762 =13,5800




TABLA I1I.- Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0.50 #g/1 de Biotina. Tomando los valo—
res promedio entre original y réplica.

DTA DEN x 10000 K MU TG PD x 10000
(cel/ml) (div/afa) (cel/mi/dfa) (afa) (cel/dfa)

0 2475

1 3.75 O 475 0,1347 242348 1,0000
2 783 1,0621 03197 0.9415 4+0800
3 31.83 24,0233 0.6091 0.4942  24.0000
L 50,10 046541, 0.1970 1,5280 18,2700
5 74405 045637 0.1697 17750 23.9500
6 108451, 045517 0,1661 1,8127 3444900
7 U042 0.3715 0,1118 2,6916 31,8800
8 177,58 0.3387 0.1020 2,9522  37.1600
9 185,58 0.0636 0.,0191 1547299 8.0000
10 197.00 0,0862 0.0259 11,6068 11,4200

TABLA IV~ Valores poblacionales de I, suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0.25 g/l de Biotina, Tomando los valo
res promedio entre original y réplica.

IITA TEN x 10000 K W0 Ta PD x';oodﬁ
(cel/m1) (div/dafa) (cel/m1/dfa) (afa) (ce1/dfa)

0 2475

1 3425 0.2410 0.0726 Le1492 045000
2 9433 1,5215 0.4580 0.6573 640800
3 3he L2 1.8833 045669 0.5310 25,0900
L 67425 049663 042909 1,0349 32,8300
5 104400 ‘046290 0,1893 1,5898 3647500
6 152,88 0.5558 0,1673 1.7991 18,8800
7 200,50 0.3912 0.1178 245562 4746200
8 198,41 -0,0151 -0.0046 b6.,1458  -2,0900
9 203425 0.0348 0.0105 28,7592  Le8LOO
10 221,33 041229 0.0370 8.,1337 18,0800




TABLA V.- Valores poblacionales de T. suecica a nivel Erlenmeyer en el
medio de cultivo con 0.0 A{g?l de Biotina. Tomando los valores
promedio entre original y réplica.

DTA TEN x 10000 K MU TG PD x 10000
(cel/m1) (div/afa) (cel/m1/dafa) (dfa) (cel/afa)
0 2.75
1 3017 0.2051 0.0617  L4.8767 0.4200
2 9.16 1.5309 0.4608  0.6532 59900
3 36.17 1,981 065965 045047 27,0100
A 70.75 0.9680 062914 1,0331 3445800
5 11442 046936 0.2088 1e44419 13,6700
6 152,13 Oe4110 041237 2.4332 37.7100
7 195,00 0.3582 0,1078  2.7919 42,8700
8 225450 042097 0.0631  L4.7697 30.5000
9 207,00 -0,1235 ' ~0.0372 —8.0972  =18.5000
10 198,35 ~0.0616 -0,0185 -16,2380 ~846500




|

K y MU se presentaron al tercer dfa. La PD mixima se registrd al sexto

dfa y 1a TG minima al tercer dia.

La tabla V, muestra los valores poblacionales de T. suecica, para

el medio de cultivo con una concentracidn de 0.0 yg/1 de biotina. La ma.

yor densidad celular la alcanzd al octawvo dfa. Ios valores miximos de
K y MU se presentan al tercer dfa. La PD mixima se registrd al quinto
dfa y 1a TG mfnima al tercer dia.

Las curvas de crecimiento de T, suecica se muestran en las figuras
Ly 5, 6, 7 y 8 y corresponden a los medios de cultivo cuya concentra— —
cién de biotina fue de 1.0, 0,75, 0,50, 0.25 y 0.0 yg/1 respectivamente
Sobreponiendo una curva sobre la otra se observan patrones de crecimien
to muy similares. Notoriamente presentan las cuatro primeraé fases del
crecimiento microalgal en cultivos de volumen limitado descritas por —
Fogg (1975) (Apendice V), Las cinco curvas muestran la fase de induc— —
cidn a partir del dfa de inoculacidn (cero) hasta el primer dia de cul-
tivo. La fase exponencial del dfa dos hasta el séptimo. La fase de de—
clinamiento relativo del séptimo al octavo y posterior a estos dfas 1la
fase estacionaria.

Las pruebas de Ji cuadrado y Kolgomorov-Smirnov, mostraron que los
datos poblacionales no tenfan una distribucidn normal. La prueba de ani
lisis de varianza de Kruskall-Wallis, did como resultado que la hipdte—
gis nula (Ho) no se rechaza, es decir no existieron diferencias signifi
cativas en el mimero de células encontradas al octavo dfa del experimen
to entre el medio de cultivo control y los medios de cultivo experimen—

tales a nivel de significancia del 5%.
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Figura )e— Curva de crecimiento poblacional de T, suecica en el medio —
de cultivo con 1.0 y4g/1 de biotina. Tomando los valores pro—
medios entre original y réplica. Las barras verticales re—
presentan los intervalos de las densidades muestreadas.
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Figura 5 .~ Curva del crecimiento poblacional de T. suecica en el medio
de cultivo con 0,75 »g/1l de biotina., Tomando los valores —
promedios entre original y réplica. Las barras verticales
representan los intervalos de las densidades muestreadas.
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Figura 6 «=~ Curva del crecimiento poblacional de T. suecica en el medio
de cultivo con 0450 xg/l de biotina. Tomando los valores —
promedios entre original y réplica., Las barras verticales
representan los intervalos de las densidades muestreadas.
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Figura 7= Curva del crecimiento poblacional de T. suecica en el medio
de cultivo con 0425 #g/l de biotina. Tomando los valores
promedios entre original y réplica., Las barras verticales
representan los intervalos de las densidades muestreadas.
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Figura 8 ,— Curva del crecimiento poblacional de T. suecica en el medio
de cultivo con 0.0 4g/1 de biotina. Tomando los valores —
promedios entre original y réplica. Las barras verticales
representan los intervalos de las densidades muestreadas.
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DISCUSION,
La metodologla empleada en el presente estudio, parti de la idea

de observar un medio de cultivo favorable y mfs econdmico para T. sueci

ca. Se tomd en consideracidn que esta microalga puede tener un requeri

miento mfnimo dptimo de nutrientes (Cheng y Antia, 1970). Por esta cau
sa se disminuyd paulatinamente la concentracién de biotina en los me— =

dios de cultivo desde 1.0 yg/1 hasta el nivel cero.

El anlisis de los valores poblacionales, presentados en las ta~ -
blas I, II, ITI, IV y V, muestran densidades celulares muy bajas duran
te el primer dia de cultivo debido a que la microalga inicia su fase de
adaptacién al muevo medio. Las densidades se incrementan en los dias —
posteriores porque la microalga empieza a aprovechar los nutrientes que
encuentra disponibles en el medio, alcanzando valores miximos entre el
octavo y decimo dfa de incubacién. EL valor miximo de divisiones por —
dia se obtuvo el tercer dfa, asumiendo que es el momento en que la mi-—
croalga se encuentra bien adaptada y aprovecha optimamente los nutrien—
tes del medio. Esto se refleja razonablemente en el valor miximo de la
tasa de crecimiento especifico y el valor minimo del tiempo medio de ge
neracidn, que aparecen al tercer dfa y que guardan una relacién directa
e inversamente proporcional con el valor miximo de divisiones por dia.
La produccién mixima diaria fue variable, presentandose entre el quinto

y octavo dia por ser los dltimos dfas de la fase exponencials

Por el comportamiento de las curvas de crecimiento de T, suecica,

se supone que desde el primer dia de cultivo empieza a aprovechar los -
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nutrientes hasta agotarlos al séptimo dfa que es cuando decae la fase -

exponencial.

Fn base a que el crecimiento de los cultivos experimentales respec

to al medio control no presentaron diferencias estadisticamente signifi

cativas, se puede decir que todos los medios de cultivo contenian la su
ficiente concentracidn de biotina requerida por L. suecica, ya que a pe
sar de que no se affadid biotina a un medio de cultivo, la microalga se

desarrolld en forma similar a los otros medios de cultivo. Este hecho
d4 1a pauta para pensar que el agua de mar contiene la concentracidn de
biotina requerida por la microalga, causa por la que se obtuve un buen

resultado. Bsto es reforzado por los trabajos de Cérdova Riclrdez — -~
(1988) y Aguirre Mufioz (1981)s El primero mantuvo a T, suecica, 10 df—
as en un medio de cultivo sin afiadir B12, sin observar diferencias con

las que tenian. E1 §1timo, mantuvo 20 dfas a T. suecica creciendo nor—
malmente en un medio de cultivo sin afiadir ninguna de las tres vitamie

nas limitantes al crecimiento de la microalga.

Por lo anterior expuesto es probable que Ts suecica sea una espe——
cie que soporta amplias variaciones tanto de factores fisicoquimicos co
mo nutricionalese Asf{ lo muestra también el experimento de Parés y — -
Alonso (1982) quienes cultivaron esta microalga en el invierno bajo con
diciones rudimentarias, sin control de temperatura y de luze Sin lugar
a dudas la respuesta &l crecimiento mostrado por T. suecica en este ex—
perimento resultd favorable en todos los medios de cultivoe. A esta mis
ma conclusidn 1legan Laing y Helm (1981), quienes hacen notar estas ca=

racteristicas de la microalga, Por consiguiente, pudiera ser que — =
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Ts_suecica tuviera tendencias a utilizar la vitamina B{y y tiamina para
producir la biotina, dadas sus caracteristicas de auxotroffa menciona-

das por Aguirre Mufioz (1981).

El crecimiento normal de T. suecica en el medio de cultivo que no
se agreg§ biotina puede atribuirse a que la cepa provenia de un medio -
rico en mutrientes y vitaminas que pudo haberle servido como reserva du
rante el experimento. Esto se liga a la asuncién mostrada por Droop —
(1953), quien sugiere que la mayor:’.a de lag microalgas poseen un pool =
interno de sales nutritivas que permite a los organismos seguir crecien

do alin cuando la concentracién externa llegué a un minimo.

" Por otro lado, si se analiza el costo y se diera por hecho utili-
zar un medio de cultivo sin biotina, se lograria una disminucién del —
100% en el gasto de esta vitamina. E1 precio actualizado de la biotina

es de $ 47,538+ 00 pesos M.N. por gramo, de aqui que por cada litro —
de cultivo habrfa un ahorro de 0.047 pesos M.N., por consiguiente a di-

ferentes voldmenes de cultivo, el shorro seria el siguiente:

Fernbach (2¢8 1) = = = = = = = = 04133 pesos M.Ne

04855 pesos MeN.
Bolsa (60 l) et - - — - - 2482 pesos M.N.

Tanques (1000 1) = = = = = = = = 47453 pesos McNe

Tanques (104000 1) = = = = = = = 175,38 pesos MoNe

A pesar de que sin haber afiadido biotina al medio se haya obtenido
una produccidn celular aceptable, serfa problemftico no incluir esta vi

tamina en los medios de cultivo hasta no ver que resultados se obten— —
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drian al continuar el desarrcllo del experimento, disponiendose de Va=-—
rias generaciones. Lo anterior se presume, porque se ha comprobado que
el pool puede durar por varias generaciones en algunas especies de mi—

croalgas (Droop, 1953).

Por lo anteriormente expuesto, la biotina debe emplearse en la pre
paracién de los medios de cultivo en cantidades tales como las que Su=—
gieren Matthiessen y Toner (1966), para asegurar la produécién de micro
algas, ya que si analizamos costos el ahorro por cada tanque de 10,000

litros de eultivo, resulta insignificante.
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CONCLUSIONES,

1.- La variacién de la concentracién de biotina en los medios de —

cultivo, no afectd el crecimiento de T. suecica.

2.~ La disminueidn de la concentracidn de biotina en el medio de —
cultivo no representa una reduccidn significativa del costo de

produccién.,
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RECOMENDACIONES,

Ampliar el experimento en tiempo de cultivo utilizando cepas de —
T. suecica de medios de cultivo que no se afiade biotina, Las cepas de-
ben ser de la fase exponencial del sexto dfa y se deben someter a las —
mismas condiciones de cultivo para tener mayor informacién del comporta

miento de T. suecica con respecto a esta vitamina.
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APENDICE 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
NaH2F0L, H20 15-30 mg 30.0 mg
Metales traza
Na2, EDTA Le36 mg Fe. EDTA 10.0 mg
FeC13. 6H20 3.15 mg - _
Cu SO04. 5H20 0.01 mg 1.96 mg
ZnS0L. TH20 0.022 mg ok mg
CoC12,6H20 0.01 mg 2.0 mg
MnC12,4H20 0.18 mg 36.9 mg
" Na2MoOl . ;H20 0,006 mg 1.26 mg
Vitaminas
Bl 0.10 mg 200 ~g
Biotina 0.50 Ag 1.0 4g
B12 0.50 g 1.0 g




APENDICE IT,— Rutina seguida en la preparacidn de los macronutrientes para
" los medios de cultivo.

Preparacién de Nutrientes.

NITRATOS

FOSFATOS

SECUESTRANTE

TRIS (BUFFER)

Pesar 75 g

Pesar 5.0 g

|EDTA y 3.15 g

Pesar 4.36 g de

de cloruro fé—
rrico.

Pesar 200 g

|

N

Disolver conl

Disolver con

Disolver con

Disolver en

tal.

agitador en agitador en agitador el EDTA 500 ml de

950 ml de 950 ml de en 500 mlL - de H20D con agi

H20D. H20D. H20D. tador.

Aforar a 1 Aforar a 1 Afiadir el cloru Ajustar el

Lt. Lt. ro férrico pre- pH a 7.5 con
viamente disuel HC1 al 30 %
to en H20D. (aprox.130 m]

Aforar a 1 Afadir 1 ml Aforar aprox. a Aforar a 1

Lt con H20D de cada me- 950 ml con H20D Lt con H20D.
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APENDICE IIT,~ Disefio del medio modificado f£/2 de Guillard (1973) y Ma-
tthiessen y Toner (1966) utilizado como medio bésico.

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

INGREDIENTES: CANTIDADES:
Nutrientes mayores:

NaNO3 75 mg
mh_qHza 5 mg
Metales traza

Fe, EDTA 10.0 mg
Cu 80y,«5H0 1.96 mg
Zn S04,.7H0 L.l mg
Co Clp.6HZ0 2.0 mg
Mn Clp.4HO 36.9 mg
Naghq0), « 4H20 1.26 mg
Vitaminas

Bi 2004 g
Biotina 1.04g
B12o 1.0k g




APENDICE IV.— Rubina a seguir en la preparacién de la solucidén .stock prima

ria de vitaminas para los medios de cultivoe.

Concentrado (solueidn stock primaria).

B1o BIOTINA TTAMINA
Pesar 10 mg Pesar 10 mg Pesar 2 g
con balanza con balanza con balanza
analitica. analitica. analitica.

i)

Disolver en
50 ml de -
H20D.

|

Disolver en
50 ml de
H2OD'

Disolver en
50 ml de
H20D.

ml.

L

L

L

Aforar a 100

Aforar a 100
ml.

Aforar a 100
ml.

Ajustar el pH a 5.0 con HCL 21 10% y esterilizar por 5 minutos a 15 1li—

bras de presidén por pulgada cuadrada.

y se congela.

Se guarda en recipientes pequefos
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LOCARITMO DEL NUMERO DE CELULAS

EDAD DEL CULTIVC (dias)

APENDICE V.-Curva ée crecimiento ideal ce microzlges en me-

ios de volumen limitzdo. £. fase de induccidn;

o

. Tase de crecimiento exponencial; C. fase de
declinamiento reletivo del crecimiento; D. fase

estacionzrie y E. fase de muerte (Tomedo de Fogg,

1375).
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APENDICE VI.—~ .CALCULOS DE DENSIDADs

Con un Hematocitémetro de 0.1 mm de profundidad, la densidad de
microalgas se calcula de acuerdo a la siguiente relacidn:

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

Donde:
D= densidad del cultivo.

F= fijador (mls)

I

F.D.= factor de dilucién (mls)

Ve

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

Nimero de células promedio contadas

(]
i

10= factor de multiplicacién debido a la
profundidad del Hematocitdmetro

- P
1000= valor para convertir a milimetros

Con el fijador Utermohl o Lugol no es necesario hacer correcciones
para incrementos de volumen, asl que F no se utiliza. Si el Hematoci

tSmetro es de 0.2 mm de profundidad la densidad se calcula de la si— —

guiente forma:



D= (F+F.D. +M) xC x 1000 cels / ml
En este caso, C es el nimero de células de la cuantificacidén de los
5 cuadros de cada clmara, Si se cuentan varias cdmaras se debe calcular

un promedio del nimero de cdmaras contadas.

APENDICE VII.— CALCULO DE PARAMETROS POBLACIONALES.

Los principales parémetros del crecimiento de un cultive de células
se calculan como a continuacidn.
l.— Las divisiones por dia (K) se calculan de acuerdo a Guillard —

(1973):

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

Conde:
3.22= Factor de conversidn del logaritmo base 2

a base 10(3.322=log? 10)
N1l= Concentracidn celular al tiempo fl
NZ2= Concentracidn celular al tiempo T2
2.~ La tasa de crecimiento especifico ( ) estimada como lo reco- —
mienda E,P.A, (1971) para ensayos con microalgas:
log (N2/N1) 4

= dia
T2 - T1

3.~ E1 tiempo medio de generacidn (Tg) se determina como 1o recom

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

logN2 - logN1l ok

L.~ La produccidn diaria de microalgas se valora segin De 1a Cruz y

Alfonso, 1975:

N2 - N1
PI- DI =
T2 - T1

)
[¢x]




