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RESUMEN

Se ensayaron seis especies de microalgas; Chaeltoceros

sp., Skeletonema costatum, Thalassiosira Spa.y Isochrysis
sp., Skeletonema menzelii vy Thalassiosirva pseuwdonana, a
nivel semimasivo (10 L. Las tres dltimas, debido a su

capacidad de soportar continuas diluciones del medino y/o su
aceptacidn a ser cultivadas en medios sencillos, fueran
elegidas para determinar su dilucidn dptima y concentracibn
de protelnas, despues de obtener las condicicones Aptimas de
extraccitn de éstas. Los resultados se compararon con los
cobhtenidos en diferentes fases de crecimients de las tres

microalgas mantenidas en cultivo esthtico. Isochrysis sp.
y Thalassiocsira psewdonana soportan ser cultivadas a nivel
s@mimasivio con diluciones 4ptimas de 404y S0-507%
talternada) para la primera y de 5904 para la segunda. L&

concentracibn de protelnas en  Iscchrysis sp. no varid  con
la dilucitn, En Thalassiosira pseudonana la concentracidn
de protelnas varid en  forma paralela con la dilucibn. f=1
cultivo semicontinuo de Skeletonema menzelii a nivel carboy
requiere de la determinacidn de una técnica adecuada, dada
la corta duracitn de la fase estable.

Las condiciones dptimas de extraccibn de protelnas son
diferentes para cada especie, siendo para lsochrysis sp. a
6Ol por 10 minuwtos  con NalOH 0.5 Ny para Thalassicsiva
pseudonanz, a 80<C por 20 minutos con NaDH 0.5 N., y para
Skeletonema menzelii, a 100<C por 10 minutos con NaOH 0.1
N.

En cultivo estético, Isochrysis sp. presenta tasas de

crecimients cerca de 0.6 div.u/dia y un decremento  del
contenido protéico con el tiempo. Thalassiosirva pseudonana
y Skeletonema menzelii presentan tasas de veproduccitn
mayores, cerca de 1.0 y de 1.5 div./dla respectivamente,
conouwn o aumento para Thalagsiosiva y un decremento para

Skeletonema, en la concentracibn de protelnas con el
tiempo.
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I INTRODUCCION

La enorme productividad del mar, el cual cubre el 70%
de la superficie terrestre, esth basada en los millones de
plantas unicelulares conocidas como fitoplancton. Estas
plantas microschpicas viven suspendidas en las capas
super ficiales iluminadas, donde asbtienen su energla de las
radiacicnes solares, las cuales penetran en el agua hasta
una profundidad maxima de 200 metros (Zeitzschel, 19785
Darley, 1987). Para que estas plantas marinas puedan ser
estudiadas en detalle es necesaric poder mantenerlas en
cultivos moncespecificos y en condiciones controladas de
laboratoric. Por ejemplo, ya anteriormente Warburgh (13919,
en Richmond, 1986) utilizh suspensiones densas de Chlorella
sp. para investigar el proceso de la fotosintesis.

riertas microalgas pueden reproducirse varias veces
por dla, lo cual suagirid la posibilidad de su cultivo
masivo para la produccidn de alimento . Un primer intento
en este sentide se hizo en Alemania, con el fin de obtener
lipides a partir de diatomeas, ya que con algunas
microalgas se puede obtener alrededor de un 20% del peso
seco de 1llipidos (Sceder, 1986; Whyte, 1967). AdemAs se
encontyrd que el material seco de la microalga podla

cantener hasta un S50% de protelna cruda.



Dunstan y Tencore (1972) y Oswald (1988) sugirieron que
los cultivos a gran escala podrian ser utilizados
simultAneamente para la produccidn de protelnas y para el
tratamiento de aguas negras; asimismo, también se apor taron
evidencias del posible uso de microalgas como un sistema
bioregenerativa de los productos catabd&licos, incluyendo al

C0a, en viajes espaciales (Richmond, 1986).

En nuestros dlas el interés en el cultivo masivo de
microalgas es mundial, en vista de la multiplicidad de sus
aplicaciones como materia prima en la fabricacidn de
pildoras como complemento dietetico (Durand-Chastel, 1980),
como fertilizantes, como productoras de sustancias quimicas
y bioquimicas y como alimento humano y de animales de

importancia econdmica (Horstmann, 1985).

Entre las actividades dedicadas a la produccibn de
alimento, la acuicultura es una de la Areas de mas vhpido
crecimiento (De Fauw y Persoone, 1988). El cultivo de
organismos acubticos, tanto de agua dulce como marina, ha
llegado a ser muy importante para muchos palses,
principalmente de Asia. Esta actividad se ha incrementado
fuertemente durante la altima década.

Las microalgas son componentes esenciales de la dieta

de moluscos bivalvos, de larvas de algunos gasterdpodos

(abuldn), de larvas de camardn, de algunas especies de



peces y de zooplancton (De FPauw y Persoone, 1988). Par
esto, la produccibdn continua de algas unicelulares es un
procedimientc auxiliar necesario para la manutencibn de
muchas invertebrados marinos de importancia comercial, a
nivel de laboratorio y masivo (Canzonier y Brunetti, 1975;

Droop, 1975; Guillard, 13983).

El cultivo de géneros econdmicamente importantes, como
Fenaeus y Macrobrachium, se ve limitado por 1la falta de
larvas o de juveniles que en general se obtienen de fuentes
naturales, las cuales en consecuencia pueden llegar a sevr
sobreexplotadas. Por lo tanto, para el cultivo de estos
génerns a nivel de laboratorio es importante poder contar
con una produccidn continua de alimento con microalgas
(Horstmann, 1985) cuya disponibilidad representa la clave
para el éxito de los laboratorios productores de larvas y
juveniles, y muy a menud> es el "cuello de botella" que
limita su produccibn, como en los casos reportados por De

Pauw y Persoone (1988) para el Sureste de Asia.

Para la produccibn de microalgas a diferentes niveles,
se hace uso de tres diferentes técnicas que son: cultivos
esthticos (batch), cultivos continuos y cultivos
semicont inuos.

En un sistema estAtico un volumen limitado de medio,

con los nutrientes inorghlnicos y orglnicos necesarios, es



inoculade y expuesto a condiciones adecuadas de luz,
temperatura y aireaci®n, sin que nada sea removido o
aRadido de la fase liquida después de la inoculacibn. Esto
significa que este sistema sblo puede soportar la
multiplicacién celular por un tiempo limitado, ya que al
aumentar la biomasa cambia la composicidn quimica del medio
y disminuye la penetraciin de la luz dentro del cultivo
(Vonshak, 1986). El crecimiento de las microalgas en este
tipa de cultivo se caracteriza por tener cinco fases
separadas. La primera fase (de induccidn) es de
acondiciopamiento de la microalga al medio y de
reconstitucidn de la célula. Durante la segunda fase
(crecimiento exponencial), las microalgas crecen en  una
forma exponencial, debido a la falta de factores
limitantes. En esta fase hay una alta produccidn de
material protéico. En la tercera fase (crecimiento lento),
la tasa de crecimiento declina a causa de un inicio de
limitacidn por algln factor (luz, pH, nutrientes). En la
cuarta fase (estacionaria), el crecimiento es prActicamente
nulo y la densidad celular se mantiene casi constante en el
tiempo. La falta de divisidn celular causa cambios en la
composicidn bioquimica de las microalgas, que almacenan
materiales de reserva comd  carbohidratos  y lipidos,

disminuyendon el porcentaje de proteinas. La quinta fase o



de muerte se caracteriza por la disminucién de la biomasa
causada por la senescencia de las celulas debida al

agotamiento de nutrientes (Fig. 1).

En las técnicas de cultive continuo y semicontinuo,
medio fresce es continua o periddicamente afadido en 1la
misma medida que se extrae parte del «cultivo, logrando asi
que el volbtmen vy ‘la biomasa se mantengan constantes
(Dronp, 1975; Vonshak, 1986). Segln varias indicaciones de
la literatura, estos métodos ason comt@nmente empleados en
sistemas de produccidn masiva (Canzonier y Brunetti, 1975
Huillard, 13983). Existen bAsicamente dos diferentes

maneras de cultivar microalgas en un sistema continuo, que

son el quimicstato y el turbidostato.

El quimiostato se ided para estudios de limitaci®n de
nutrientes en el cultivo, y rconsiste basicamente en un
reservorin que contiene el medio de cultive, en una bomba
de flujo constante y en el cultivoe mismo, que tiene que
estar homogéneamente mezclado. Con este sistema la tasa de
reproduccidn de las microalgas es igual a la tasa de

renovacibn del medio (Droop, 13975).

El turbidostato tiene el mismo diseRo, pero la tasa de
renovacidn depende de un monitoreo continuo de la biomasa
por medio de un aparato o&ptico que mide la turbidez vy

contrala la razébn de dilucidn manteniendo el cultivo dentro
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de un rangn de densidades predeterminadas. Este sistema

realmente tendria que considerarse una versidn automatizada
del sistema que se describe a continuaciZn.
El rultiva semicontinue  es un cultivo gue se diluye

manualmente a intervalas regulares. La concentracidn de la
bicmasa es monitoreada para estimar si la  frecuencia vy
vaztn de diluci®n son adecuadas (Vaonshalk, 1986). Aunque es
en teorla posible calcular la tasa &ptima de dilucidn de
éstos, asl como de los cultives continuos (ketchum y
Fedfield, 1938; Monod, 1942, el modelo empleado para esta
finalidad casi nunca proporcicona  datos rveales (Droop,
1975), motiva  por el cual se prefiere aptimizarlas
ewperimentalmente, a partir de la tasa de crecimienta de la

microalga en las condiciones de cultivao especificas (e.g.

Lepez—Elias, 1990). La determinacifn de esta tasa, que se

suele definir como tasa econdmica (Droop, 1975), tiens una
gran importancia cuando  se  taman  en consideracitn los
costos involucrados en la  produccidn.,  Entre estos costos

se destacan 1os relativos a la preparacidén  del medio de
cultive (reactives, equipo y tiempo/hombred,  los que  se
refieren a 1los espacios y volimenes dedicados a las
artividades de cultive (renta o compra de Areas y edificios
y su mantenimiento, alumbrada, contral de temperatura,
etc.) y finalmente 1los derivados de las actividades de

mantenimienta y «cosecha de intculos y cultivos. Entre



éstos Gltimos se encuentran, por ejemplo, los que se deben
a la necesidad de mantener una reserva de inbculos, de
multiplicar los recipientes de cultive para eliminar el
factor de riesago invalucrado en una produccitn  demasiado
ajustada a las necesidades reales. Estos adembs, pueden
variar en dependencia de factores que es dificil preveer y
a menudos de mantener tasas de dilucibn superiocres a las
necesarias, para minimizar problemas de senescencia de los

cultivos.,

De estos diferentes sistemas de cultivo se prefiere el
uso de la técnica semicontinua, ya que el metodo esthtico

es bastante ineficiente (Horstmann, 13985) y no permite la

produccitn de un alimento  con -aracteristicas constantes
para los diferentes organismos, 1o cual sucede al utilizar
el sistema semicontinuo. Este presenta ademhs ventajas

adicionales, debido a su simplicidad, al bajo requer imiento
de energla y de mantenimienta y a su fAcil manejo
(Ladpez—Ellas, 1930). Ademks, varios autores menciconan que
la alimentacitn discontinua da lugar a una mayor eficiencia
de filtracitn y un mayor crecimiento en moluscos  bivalvaos

(Langton y Mcockay, 13763 Cordero-Esquivel, C.I.C.E.S.E, com.

En los cultivos continuos y semicontinuos la tasa de

crecimiento depende de la razin de dilucitn, ya que de



acuerds a la cwva luglistica del crecimiento de una

poblacitn, representada por la ecuacitn:  dx/dt %o a-DD,
que relacicna bicmasa (%), tasa de dilucidn (D) y tasa de
crecimienta () (Droop, 1975).  De eésta se desprende que
cuando dx/dt=0, o sea cuando no hay una variacifn de la
biomasa en el tiempz, Ma=D. La mhxima tasa de dilucidn
posible se encuentra cerca de la tasa mhxima de crecimiento
(W max.?) para un sistema dado. Alternativamente, una menor
tasa de diluci®n resultara en una poblacidn con una tasa de
crecimiento mhs lenta, pero en una mayor biomasa producida.
'n rada caso, el resultado de mantener constante una

determinada tasa de diluci®n es el de mantener constante la

composicitn celular de las microalgas (Ltpez-Ellas, 1990).

En un sistema semicontinua y/o  continue es importante
mantener a la poblacidn en el mismo punto de la fase de
crecimiento, para asegurar que se mantendrh una biomasa de
calidad c.ustante. En  la fase de crecimiento exponencial
@l porcentaje de contenido protéico es alta, y es necesar io
poder  cuwantificar coan precisitn dicho porcentaje, para

determinar la dieta de un cierto organismo.

Debids a la importancia de las  protelnas  como
constituyente mayor de la materia particulada y como fuente
dietetica, se han desarrollado varios métodos para

evaluarlas (Claytaon et al., 1288), pera  en varias



publicaciones se notan diferencias importantes  en muestras
tratadas con métodos diferentes de separacidn y de
extraccibn (Frice, 1963). For 1o tanto es importante el
encontrar  métodos gque  aseguren el mayor porcentaje  de

pxtraccitn de material protéica.

Camo ya se menciont, se  han realizado varios estudios
sobre protelnas en microalgas, en muchos de los  cuales se
hace uso  de métodos propicos de  extraccibn (Frice, 1965;

Hedenskoy et al., 1970; Mayzaud y Martin, 1975; Enright et
al.y 15986) 1 cual podrla causar  errores en la
cuantificacitn del contenido  protéico de una especie dada
de microalga, ya que los valores abtenidos  para  cada
especie dependen en aran rarte del  método de extracciln
utilizade (Fausch, 1981; Lbpez-Ellas, 1930). A pesar de

ésto, son poocos 1os trabajos publicados  sobre este tema

(krey et al., 1957; Farsons et al., 1961; BRlazka, 19665

Berland, et al., 1970; Dorsey et al., 1978; Rausch, 1981;

Clayton et al., 1988).

Farsons et al. 196190 compararcon  su meétodo
colorimétrica, utilizando Do) D agente extractor 2y9
hexanedieno, contra el método kjeldahl, vy obtienen

porcentajes mhs altos de protelnas con su método. Eerland
et al.(1370) wutilizaron el ultrasonido para destruir las

paredes celulares vy dejar libres las protelnas, para
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después determinarlas con el método de Lowry et al. (1951).
Las trabajos de Rausch (1981) y de Clayton et al, (1988),
en los cuales se hacen comparaciones entre métodos de
extrace-ibn, se tomaron como base para la realizacidn de

este trabajo.

La mayoria de los autores anteriormente citados

utilizaron como solucidén de extraccidbn primaria el
hidrbxido de sadio y/o el Acidao triclorcacético (ATC).
Las variantes en el uso de estas soluciones comprenden
diferentes temperaturas y tiempos de extraccidn, y
diferentes normalidades de la solucibn. Algunas veces Se
utiliza también un sequndo  solvente, como el detergente
Triton %100 (Price, 1965; Halmann, 1972; Flaak vy Epifanio,
1978).

Rausch (¢1981) sugirid un metodo estAndar de
extraccidsn, utilizando hidréxido de sodio 0.5 N y
extrayends a 100-80=C de temperatura por 10 minutos, pero
de su trabajo se desprende que tal tratamiento no puede
considerarse estandar ya que la temperatura, el tiempo de
extraccidn y la normalidad de la soluci®dn varian segén el
tipo de muestra y dependen de las rcaracteristicas de 1la
pared celular del organismo. Por ejemplo, una diatomea

(Asterionella formosa) requiere una temperatura de 80°C vy

un tiempo de extraccidn de 15 minutos, mientras gue una

11



microalga verde (Scenesdesmus sp.) reguiere 100=C por 70

minutos (Rausch, 1981), 1o cual demuestra que para cada
tipo de microalga hay que utilizar condiciones diferentes
para alcanzar la extraccidn dptima, y gue al optimizar la
extraczibn se obtienen resul tados significativamente
mejores que con las wotros veintidos métodos citados en la

literatura para las mismas dos microalgas.

Poster iormente, Clayton et al. (13988) ensayaron un
método diferente, que consiste en la utilizacidn de ATC
caliente como salvente en substitucibn de NaOH, y

compararon los resultados shtenidos con la extraccidn  con

hidrbxido caliente (0.1 M por 80 minutos) y frio, con

Triton X100 y con la combinpacibn de los dos dltimos,
utilizando esta combinacidn  como comparacidn, ya que este
metodo dA muy buenos resultadas aungque crea cierta

inter ferencia si se utiliza el método de Lowry gt al.

(1951) para la determinacidn de protelinas.

Los resultados indicaron que el método de Clayton es
comparable con agquel que emplea NaOH/Triton %100, que con
NaOH fric y con Triton x100 la extraccidn es ineficiente y
que el NaOH caliente es levemente menos eficiente que el
método base; sin  embargo, en esta investigacidn no se

indicd si se cbtuvo el &ptimo de extraccidn.
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I.1 Caracteristicas de las especies estudiadas.

Chaetoceros sp.

Esta especie es una diatomea (clase
Bacillariophyceae), de arlgen local (Hahla de Ensenadal) que
fue aislada de una muestra tomada cerca a un vertedero de
desechos orghnicos. Esta microalaa presenta un tamafico de
tres a seis micras, posee setas cortas y altas tasas de

L. =cimiento, que van de dos a tres divisiones por dia.

Skeletonema costatun.

Esta cepa, aislada por Guillard en 1956, pertenece a
la clase Bacillariophy:ceae, cuyos representantes son las
diatomeas quienes se caracterizan por tener un exocesqueleto
de sfilice. Es una de las cepas mhs extensamente utilizadas
en la acuicultura para el cultivo de peneidos, crece en
cadenas (70-272 células) y con tasas de crecimiento de 1.0 a
1.2 divisimnes por dia (Vaoltolina et al. 1991). Su cultiva
a nivel masivo generalmente ha sido  de tipo esthtico

(batch).

Thalassiosivra Sp.

Esta microalga también pertenece al  arupo de las
diatomeas, que por constituir un grupo abundante en el
medio dulce y marino, es objeto de numerosas estudios.

Esta cepa es de origen laocal, aislada en el Centro de

13



Investigacitn Cientifica y de Fducacidtn Superior de
Ensenada a partir de una muestra de agua costera de 1la

Fahla de Ensenada. Thalassiosira sp. presenta una tasa de

reproduccibtn de 2.5 divisiones por dilz (Voltolina et al.
19910,
Isochrysis sn-

Esta microalga pertenece a la clase Frymnesiophyceae y
fue aislada woriginalmente por k. Haines en 1977 Yy
secundar iamente por D. Voltolina en 1987. Fresenta células
de seis a wacho micras provistas de dos flagelos mbviles.
Es ariginaria de climas chlidos y es también conocida como
Iscchrysis "Tahiti" (T-180). A pesar de su origen, el
campo Sptimo de su crecimiento se encuentra a temperaturas
que varlan entre 16 y 20°C, salinidades de 28 a Z28%. y una
iluminacifn de 4000 lux (Utting, 1985). Debido a su tamafio
y al hecho que es un flagelada desnudo, Conouna pared

celular orghlnica  liviana, es fhcil de digerir por los

arganismos consumidores.  Adembs, su alto valor nutritivea,

comparabhle y algunas Veoes superior a Isochrysis galbana
(Ewart y Epifaniac, 1981, Helm y Laina, 19871 la sitla entre
las especies mhAs importantes para la alimentacibn de

bivalves marinos (Utting, 1985; Fabregas et al. 19860 .
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Skeletonema menzelii

Esta microalaa pertenece a la clase Bacillariophycea y
fue aislada por R. Guillard en 1959 de una muestra del Mar
de los Sargazos. Esta cepa presenta un tamafio de tres a
cuatro micras, una tasa de crecimiento  de 2 a 3.5
divisiones por dla y cadenas aisladas de dos a tres células

tFuillard et al. 1974).

Thalassiosira pseudonana.

Esta especie, que forma parte del‘ grupo de las
diatomeas, ha sido utilizada extensamente en bioensayos
vrelacionadas con las cambios fisiolbgicos y bioqulmicos
que sufre la «célula al encontrarse limitada por  algdn
nutriente, principalmente nitr&geno y foésfora (Faasche,
1973; Goldman et al. 1982). Desde hace unos  anos su
utilizacitn en la acuacultura, como alimento para larvas y
juveniles de algunos moluscos, se ha intensificado (Flaak y
Epifanio, 1978; Ewart y Epifania, 1981; Gallager y Mann,
1981; Webb y Chu, 1982; Whyte, 1987) dadx que se demostrd
que es mejor alimento que Isochrysis "Tahiti" (T-I50) para

algunos organismos (Volkman et al., 1989).
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I.2 OBJETIVOS

Este estudio tiene los siguiente objetivos:

1.~ Determinar experimentalmente la tasa de dilucidn
econbmica de cultivas semicontinuos de algunas cepas de
micrioalgas de interés actual o pobenﬁial para la

Acuicultura.

2.— Medir el contenido protéico de la biomasa
producida para tres cepas de mirroalgas seleccionadas

previamente.

a) Determinar las condiciones dptimas de extraccidn de

protelnas para las cepas de microalgas seleccionadas.

b) fuantificar el rcontenido protéico en  diferentes
fases de crecimiento de un cultive estAtico para las tres

especies de micronalgas seleccionadas.

c) Comparar los valores de contenido protéico

obtenidos en cultiva semicontinuo y esthtico.

16



11 MATERIALES Y METODOS

Las seis cepas de micreoalgas utilizadas en este
trabajm (Tabla 1), se obtuvieron del Laboratorin de
Acuicultura del Centro de Investigacidn Cientifica y de
Educacibdn Superior de Ensenada. Isochrysis SPey

Skeletonema costatum  y Thalassinsira pseudonana, se

escogieron en base a su interés y utilizacibn actual y las

restantes en base a su interés potencial.

I1.1 Cultivos primarios

Las seis especies de microalgas se mantuvieron en
condiciones  estandar (temperatura, 20%1°Cj salinidad,
32.5%*0.5%.; iluminacidn continua, 2.5-3 Klux con 2 lAmparas
laterales de luz blanca de 40 W «</u. Los cultivos
primarios necesarios para el desarrcllo de este trabajo se
obtuvieron al inocular con cada cepa una serie de matraces
erlenmeyer de 125 mL con 100 ml. de medio f (Guillard vy
Fyther, 1962) vy f/2 modificado (Tabla I1), esterilizados
previamente en autoclave a 121°C y 15.3 Kg/cm® de presidn
pov 30 minutos. Las vitaminas fueron afadidas despues de
la esterilizacidn. Los matraces se mantuvieron en el
laborataorio en las condiciones estAndar antes mencionadas y

con agitacidn manual  diaria para mantener las células en

suspensibn.
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Tabla I.- Cepas de microalgas probadas, referencia CICESE y
lugar de orlgen de la cepa.

Nombre y Zlave Clave CICESE Procedencia
Internacional

Chaetoceros sp. CH=-X-3 CICESE
Isochrysis sp. "Tahiti" 16-X-1 8.C.B.F.
(T-1S0)

Skeletonema costatum Sk—-C—-2 p.L.0.S.
(SEELY

Skeletonema menzelii Sk —M-—4 CICESE

(Men-5) Guillard et al.

Thalassiosira pseuwdonana TH-P-1 B.L.0.5S.
(32H)» Hasle y Heimdahl

Thalassiosira sp. TH-X—-1 CICESE

Abreviaciones

CICESE. - Centro de Investigacidn Cientifica y de Educacifn
Super icr de Ensenada.

B.L.0.85.- Bigelow Laboratory for Ocean Sciences.

S..B.F.~- Sociedad Cooperativa de Bahla Falsa.
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TABLA I1.- Soluciones stock para la preparacidn del medio f de Guillard y
Ryther (1962) y {/2 modificado.

NUTRIENTES COMCENTRACION EN 1 L DE NMEDIO
f f/2 modificado
NaNU3 1.760 mii 0.880 mH
NaH PO a.072 ” 0.036° "
2 4
Na §i0 n.108 ” 0.216 "
2 3

fletales Traza

Zine 0.16 ull 0.08 ull
Hanganeso 0.18 " 0.09 it
Holibdeno 0.06 7 0.03 "
Cobalte e.i8 ” 0.85 "
Cobre .08 " 0.04 "
Hierro z3.40 7 11.70 ”
EDTA 23.40 7 11.70 "
Tris 1.32 * 0.66 w
Vitaminas

Cianocobalamina 1.00 ug 0.50 ug
Biotina i.0 7 9.50 "

Tiamina HCL 200.00 7 100,00 "




11.2 lnbculoﬁ

Estos cultives primarios, una vez alcanzada una
densidad suficiente, determinada arbitrariamente en base a
la colaracitn del cultive y a su densidad apreciada al
microscopio, se utilizaron para  inocular los minicarboys
gque se mencicnan mhs adelante, y los matraces Fernbach de
2.8 litros con dos litros de medio f y /2 madi ficado, que
a su ves sirvieron como indculo para los cultivos
semicontinuos de  mayor volumen (10 L)  empleados para la
determinacidn de la tasa de dilucidn econbmica (dptima) vy

para la produccidn de biomasa.

El agua de mar utilizada para los cultivos a nivel
minicarboy y carboy, fue filtrada a través de filtros de
cuno de porasidad decreciente hasta 5 am, pasada por luz
ultravicleta y fue esterilizada agregando hipoclorito
comercial al 5% a razén de 2 ml/L, para después de 12 horas

neutralizarlo con  tiosul fato de sodin (150 mg/L) y

aireacibn (Voltolina et al., 1989).
Todos las cultiveos en  carboy fueron mantenidos  en
condicicnes constantes: temperatura 20%1°C; sal inidad,

32.5%0.5%.; iluminacién continua con 2 lhmparas de luz

blanca y 2 lamparas luz de dla, dispuestas en forma

lateral y en agitacidn con aire enriquecido con la

cantidad de [0z suficiente para mantener el pH entre 7.5 ¥y
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8. 7.

11.3 Seleccidn de especies de microalgas y de tasas de

dilucidn.

Las tres cepas de microalgas escogidas para la
determinaci®n de su contenido protéico fueron seleccionadas
por ser facilmente «cultivables en cultivos semimasivos  en
un sistema semicontinuo y/o por su aceptacibn de medios de

cultive simplificados.

Chaetoceros sp.

Esta especie fue cultivada hasta nivel carboy de 18 L
de volumen con 9 L de media f (Guillard y Ryther, 1962) e
indbculo de 1 L. Al alcanzar la fase de crecimiento lento
se probaron las diluciones de 407% vy 60%. El crecimiento
fue monitoreadc diariamente por medico de lecturas de

fluorescencia in vivo y por conteo de células.

Isochrysis sp.

Isochrysis sp. se cultivé a nivel carboy en medio f
sin silicatos. Se probaron inicialmente las tasas de
dilucidn diaria de 40%, S0% y 60% a partir de la parte
final de la fase de crecimiento exponencial, monitoreando
su crecimiento sblo mediante lecturas de fluorescencia iIn
vivo. A partir de los resultados preliminares obtenidos y
por su aceptacifén de medios de cultive simplificados, se

eligi®d como una de las tres microcalgas a estudiar y se
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probarcn, en base a los datos de dilucidn y lo reportado
por Pares-Sierra y Leyva (1982), las razones de dilucibn de
40%, 30-50% alternada y 40-607% alternada, durante un lapso

de 20 dlas.

Skeletonema costatum

El rultive de esta microalga se llevd hasta nivel

carboy en medino f. Alcanzada la fase de crecimiento lenta
se diluybh diariamente en un 20%, S0% y 60%. La biomasa se
monitored por medio de fluorescencia in vivo y conteo de

céelulas.

Skel etonema menzelii

Esta cepa se cultivd en carboy invertido (Fig. 22 y en
medin /2 modificado. La eleccidn del carboy invertido
nbedece a resultados de otros exper imentos
(Gonz Al ez—Leonardo, 19913 Trujillo-Valle, CICESE, COMa
per.) que indicaron que este tipo de microalga forma grumos
que precipitan y gque es necesario eliminar. Las tasas de
dilucidn probadas fueron de 50% y .7%%, para mantener los
cultivos en la fase de crecimiento exponencial, y su
desarrollo se siguid sblo por lecturas de fluorescencia.
En func-ién de los resultados obtenidos y de la aceptacidn
de medins de -cultivo simplificados esta especie se eligid

para ser estudiada stlo a nivel minicarboy.
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Thalassiosira sp.

Esta especie se llevd hasta cultivos en carboy, pero
no se pudieron realizar diluciones, ya que el cultiva,
después de un rhpido crecimiento, se colapsaba en un tiempo

muy corto.

Thalassiosira pseudonana

Thalassiosira pseudonana se cultivd en carboy can

medio f/2 madificado. Las tasas de dilucidn preliminares
fueron 30%, 40% y 50%. Después de elegirla como la tercera
especie a estudiar, en base a los resultados obtenidos, se

probaron por duplicado las razones de dilucidn de 40%, S0%,

60O% y 70%4.
I1.4 Curva de Crecimiento

Para obtener la curva de crecimiento hasta el inicio
de la fase estacicnaria y la variacidn en la concentracidn
de protelnas durante este perlodo, se hizo uso de cultivos
en botellas plhsticas (minicarboys) de 2 L, invertidas Yy

dispuestas de la manera ilustrada en la figura 3, <on  un

litro de medico f/2 madificado y f para Thalassiosira
pseudonana e Iscchrysis sp. respectivamente. Skeletonema

menzelii se cultivd en un recipiente de vidrio de 1.5 L con

tres bocas y con  un agitador magnético como se observa en
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la figura 3, en un litro de medio f/2 modificado. El

control del crecimientn de cada cultivo fue realizado cada

24 horas.
II.S Control de Crecimiento

El control de crecimiento de las microalgas en los
diferentes -ultivos se realizé mediante lecturas in vivo de
clornfila por medic de un fluorimetro marca Turner model o
111 y por conteo celular en un hematocitémetro de 0.1 mm de
profundidad, utilizando un microscopio Olympus HH2Z. El
primer método permitla realizar una evaluacidn inmediata
del estadm del cultivo, coms en el caso de los cultivos
semicontinuos, lo cual posteriormente serla corraoborado por
el conteo celular.

Una buena corvelacidn linear entre los datos obtenidos
con los dos  métodos, en la evaluacidn de la densidad 1los
cultivos esthticos, indicaria la factibilidad de calcular
los par Ametros poblacionales en base al método que aporte
mayor ntmero de datos. Fara nuestro caso los datos de
unidades de flunrescencia se utilizaron para tal fin ya que
se obtuviercn coeficientes de correlacidn mayores que 0.96
cuando los cultives se encontraban en  las fases de

crecimiento exponencial y de crecimiento lento.
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[1.6 Chlculo de ParbAmetros Poblacionales

Fara el chlculo de los parbmetros poblacionales, en
base a unidades de fluorescencia, se utilizaron las
formul as siguientes, tomadas de Foag y Thake (1987).

Bo= 1og=(B1/B0O)/ (E1-t0)
Td = log=2/1 = 1/

donde:

El= Biomasa final (unidades de flucrescencia)
BO= Eiomasa inicial (unidades de fluorescencia)
ti1= Tiempo final

tO= Tiempz inicial

A = Tasa de crecimiento

Td= Tiempa de duplicacidn

I1.7 ANALISIS BIORQUIMICOS

En muestras preservadas, como Se menciona
posteriormente, de los cultivas a nivel minicarboy (curva
de crecimienta) y carboy (tasa de dilucidn &ptima), se
realizaron los anhlisis de peso seco, peso seco libre de
cenizas, contenido de cenizas y concentracidn de protelnas.
Las resultados de los dos primerons sSe  expresaron  en
microgramos por milldn de células y de los dos dltimos en

porcentajes de los dos pesos.
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11.7.1 Peso Saco y Contenido de Cenizas

Para peso seco y cenizas se utilizaron filtros Whatman
5F/C de fibra de vidrio de 4.7 cm de dibmetro vy porosidad
nominal de 1.2 micras, previamente guemados a 48077 en una

mufla por cuatro horas y pesados en una balanza analitica.

Para la curva de crecimiento se tomaron muestras de
los cultivos cada 24 horas. Be filtraron por duplicado 20
mL de cultive, enjuagandose pasteriormente el filtro con
una solucidn al 3% de Formato de Amonio. lLos filtros
fueron secadns a 6027 en una estufa durante seis horas,
pesados en una balanza analitica con una precisi&n de 0.1
mg y después quemados a 480°C en una mufla por seis horas y
pesados nuevamente para la wobtencidn del contenido de
cenizas (Sarckin, 1373). Por diferencia de pesos se obtuvo

el peso seco libre de cenizas.

Durante la fase estable de los cultivos semicontinuos,
se tomaron cuatro  muestras, en dlas elegidos al azar, se
filtraron por duplicado 80-100 mL de cultiven, se enjuagaron
los filtros con  agua destilada y se trataron en la misma
forma que los anteriores. Se eligi& tomar sblo cuatro
muestras, dado que segltn los resultados de Lépez-Ellas
(1990) ¢stas serlan suficientes para poder determinar
eventuales variaciones dentro del mismo cultivo.

Para lsochrysis sp. sdlo se tomaron tres muestras,
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dado que después de la tercera el cultivoe se contamind con
una alta cantidad de bacterias y microflagelados que

impidid la toma de una cuarta muestra.

I1.7.2 Anllisis de protelnas

Para la determinacitn de protelnas en los cultivos a
nivel minicarboy y carboy, primero se determinaron las
condiciones dptimas de extraccidn para cada una de las
micrmalgas elegidas, empleando el método de Rausch (1981) y
la técnica de Lapez-Ellas (1990). Para esta parte del
trabajo se utilizaron filtros Whatman GF/C de fibra de
vidrio de 2.5 cm de dilmetro, previamente quemados en las

condiciones ya mencionadas.

I11.7.2.1 Extraccidn.

Un cultive a nivel Fernbach, de cada especie, fue

mantenidao bajo condiciones estandar hasta alcanzar la fase
de crecimiento  lento. En este momento se  tomaron 100
muestras de 10 mL de cultiva y se filtraron. Los filtros

se almacenaron a -—20° hasta el momento del anblisis.

Las concentraciones del NaOH (0.1, 0.5 y 1.0 N), usado
caomo agente extractor, las temperaturas del baffo marla (
60, 80 y 100=C) y los tiempos (10, 20 y 30 minutns) con que
se trataron las muestras, fuercn elegidas en funcidn de los
resultados obtenidos por Rausch  (1981), Clayton et al.

(1988) y Lépez-Ellas (1990).
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a) Rutina de extraccidn de protelnas

~E1 filtro fue colocado en un tubo  de centrifuga y se
le agregaron 0.5 mL  de NaOH, macerando  despues Ccon una
varilla de vidric. La muestra se llevh hasta un volamen de
3 mL con el misma NaOH y se mantuve en bado marla a  la
temperatura y por el tiempo predeterminados.

- Los tubas fueron colocados después en agua  fria

hasta alcanzar la temperatura ambiente y se centrifugaron a
4000 r.p.m por 15 minutos.

- E1 sobrenadante se pasd a otro tubo y el precipitado
fue sometido a una segunda extraccidn, igual a la primera.

- Los dos sobrenadantes se mezclaron.

[1.7.2.2 Determinacidn

Para 1la determinacitn de protelnas se utilizd el
métode de Lowry et al. (19532) modificado por Malara vy
Charra (1972).

Del extracto de protelnas se tomaron 0.5 mL., se le
afadiercn 0.5 ml de agua destilada, si la extraccidn habla
side con NaOH ©.1 N, = 0.5 mbL de HC1 (0.5 o 1.0 N» para
neutralizar el hidrdxido de scdic de la narmal idad
respectiva, utilizado en la extraccidn.

A este mililitro se le afadieron § mL de una solucidn

100:1:1 de NaOH ©O.1 N + 2% de carbmnato  de sodio (Solucibn

A), sulfato ctprico al 0.5% (Solucién B) y tartrato de
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sodin y potasic al 1% (Solucidn C). Después de 10 minutos
se agregaron 0.5 ml de la solucidén de Folin-Ciccalteu con
agua destilada (1:1), y se agitd inmediatamente. Se de.jd
repnsar ‘30 minutns a temperatura ambiente y se midid su
absorbancia en un espectraofotémetro BL 210 a una longitud
de anda de 700 nm. La curva de calibracibn se realiz® con
esthndares de 0, 10, 20, 50, 80 y 100 ug de albdmina de

suera de bovino.

Para la determinacidn de las protelnas en los cultivos
a nivel minicarboy se filtraron 5-15 ol de cultivo cada 24
horas y para los de nivel carboy 10 mL cada dla seralado
para el muestren. Posteriormente se siguid la metodologla

de extraccibn determinada como &ptima.
[1.8 Tratamiento Estadistico

Fara el anfilisis estadistico de 1los datos se hicieron

previamente las determinaciones de normal idad y
homogeneidad de varianzas, mediante las pruebas de
Koalmogorov-8mirnov y  de Bartlett respectivamente. En el
casa de datos normales y homoscedbsticos, eéstos se

procesaron mediante una  prueba de anhlisis de varianza
(ANOVA) de una vla, y las diferencias se identificaron a
traves de las pruebas de comparacidn mltiple
Student-Newman—-Keuls (SNED y Minima Diferencia

Significativa (LSD). Para los datos no normales se utilizd
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un tratamiento no parametrico con la prueba de
Kruskal-Wallis y comparacidn maltiple. Para todas las
pruebas el nivel de significancia establecido fue oc = 0.03.

Los datos scometidos a este tipo de anllisis
estadlstice fueran: lecturas de fluorescencia, extraccidn
de protelnas, concentracidn de protelnas, peso seco y pesa
seco libre de cenizas. La comparacidn entre dilucicnes
y réplicas se realizd conjuntamente mediante la misma
prueba.

La factibilidad de emplear los datos de fluorescencia
coma una indicacifn del aumento de ntmero de células en los
cultivos, se estableci? mediante una prueba de correlacidn
linear.

Para las pruebas de normalidad, ANOVA, comparaciones
mbltiples (LSD) y correlacidn linear se emple® el proagrama
STATERAF Versitn 2.1, para la prueba a posteriori (SNK) se
ust el programa FECS y para logs tratamientos por
Kruskal-Wallis y sus comparaciones mbltiples, se utilizd el
programa ESISML en la versibn modificada por el Dr. Chagoya

del C.I.C0.E.S.E.
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111 RESULTADOS

Se presentan primeramente los resultados obtenidos con
los cultivas en carboy, de las especies no seleccionadas
para el desarrollo total de este estudic y después de
éstos, se exponen los resultados de las tres seleccionadas.
En ambos casos las cepas estAn ordenadas en orden
al fabéticm, sin tomar en cuenta la clase a la que

pertenecen.

I11.1 Chaetnoceraqs. sp.

Chaetoceros sp. se probd sdlo a nivel carboy en farma

preliminar. En la tabla III vy la figura 4 se muestran los
resultados referidos al crecimiento de esta microalga y A
su respuesta a las diluciones probadas.

El cultivo se mantuve 7 dlas, durante los cuales se
realizaron dos diluciones de un  40%Z y una de GO% en los
dlas cuatra, cinco y seis respectivamente.

Fara el rcuarto dta, cuando se iniciaron las
diluciones, el cultive habla alcanzado una densidad de 12.2
milleones de células por mililitroy presentaba una tasa de
crecimienta de 0.75 divisiones por dla, por lo cual la tasa
de dilucitn, durante dos dlas, fue solamente del 40%. Fara
el sexto dla la razén de dilucidn se aumentd hasta 60%, que
resultd en una disminucibn de la biomasa (en unidades de

flucrescencia) sin que se notara un aumento de la tasa de
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TABLA® I11.- FarAimetros poblacionales de Chaetocercos sp. en

cultivo semimasiva (10 L), a razones de dilucidn de 40%Z (dlas 4%
y 5#%) y 604 (dia 6™). Biomasa en log= de unidades de
fluorescencia.
DIAS : 0 1 2 3 4% S% 6" 7
RIOMASA 7.5 9.4 10.4 [11.1 | 11.8 ]| 11.7 | 11.7 |[10.9
EELULAS 10&/mbL 4.9 7.5 9.8 12,2
TASA DE
CRECIMIENTO (W) 1.92 |1.00 [0.65|0.75]|0.62 |0.44 |0.62

14

13

12 - 407 402 [

1~

10

FLUORESCENCIA EN LOG(2)
~
1

TEMPO (DIAS)

4.- Curva de crecimiento y‘de dilucidn de 40% (dlas 4 y 5)

Figura
preliminares.

y 60% (dia 6) de Chaetoceros sp. en experimentos
Biomasa en loga de unidades de fluorescencia.




crecimientos con  respecto a los dlas anteriores. No se
cbtuvieron datos posteriores a este dla debido a que el
cultiveo, después de la dilucidn del 60%, no pudo regresar a
su biomasa anterior y pronto se contamind de bacterias vy

microflagelados. La mAxima tasa de crecimiento se did en

el primer dla y fue de 1.92 div./dla. Para los siguientes
dilas éstas se mantuvieron casi constantes a 0.6. Sin
embargm, la densidad celular fue alta desde los primeraos

dlas. Hay que sefalar que para el quinto dla el cultiveo
empezd a contaminarse con bacterias, y las celulas a formar

pequefos grumos que tendlan a sedimentarse en el fondo.
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I111.2 Skeletonema costatum

Esta microalga, al igual que Chaetoceros sp. ahlo se
cultivd a nivel semimasive (carboy 10 L) en la fase
preliminar del experimento. Se obtuvao la curva de
crecimiento que se muestra en la figura 5 vy las densidades
y parametros poblacionales se resumen en la tabla IV.
Esta cepa se mantuvo stlo por 8 dlas, la densidad maAs alta,
de 12 millanes de células por mililitrao, se alcanzd en los
dlas seis y siete; durante los primeros dlas se tuvieron
las tasas de crecimients mhs altas (2.6, 0.6 y 1.0
div./dla). FEn el dla cinco, cuando se empezd la dilucidn
del cultivo, se presentd una tasa de crecimiento baja, que
era de sbla 0.2 divisiones por dla. La primera dilucidn
fue del 20% durante los dias cinco y seis, se aumentd hasta
el 607 el séptima dla y se disminuyd al 50% para el octavo.
Para este tiempo, atin cuando los valores de 1a tasa de
crecimientn presentaron un aumento relativa, s&lo llegaron
hasta 0.60 en el Gltimo dla, cuando el cultivo empezd a
contaminarse y  a formar  grumos Yy -adenas muy largas de

células, que se sedimentarcn causando el colapso del

cultivo.
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TABLA 1V.- Farhmetros poblacionales de Sikeletonema costatum en

cultivo semimasive (10 L),

a razcnes de dilucibn de 20% (dlas 5%

y 6%), 50% (dila B+) y €0% (dla 7~). Biomasa en lcgz de unidades

de fluorescencia.

DIAS 0 1 2

7~ | B+

RIOMASA 7.2 7.4 [10.1[10.7[11.8]|12.1 11.8

12.1|11.4

CELULAS x10%/mL 0.2 0.4 1.8 3.8 |6.1 |11.6 13.1

13.0

TASA DE 0.2 | 2.6 0.6 |1.0]0.2 0.3

CRECIMIENTO (x)

0.5 | 0.6

al 20 eox
12 60x

10

FLUORESCENCIA EN LOG(2)
~

0 T T T T T T

0 2 4
TEMPO (DIAS)

Figura 5.- Curva de crecimiento y de dilucidn de 20%
6), B0% (dia 7) y 50% (dla B8) de Skeletonema costatum.
en loga de unidades de fluorescencia.

10

(dlas 5 Yy
Biomasa

a7



III1.3 Thalassiosira sp.

Esta especie fue imposible de cultivarse a nivel
semimasivo por  mAs de dos dlas, ya que el cultivo se
colapsaba casi inmediatamente. La mayor fluorescencia
obtenida fue de 250 unidades, que rvepresenta un valar muy
bajz, atin cuanda faltan datos para poderlo referir  a
concentracidn celular, dado que las células en todo momento
se encontraron  aglutinadas en grumos, que propiciaban un
desarvolla rhpido de bacterias y el colapso del cultivao.
Ante tales eventos se decidid no continuar trabajando  con

esta cepa.
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IIl.4.1 Cultive Semicontinuo

Los cultives semicontinueos, para las tres razones de
diluci®n se mantuvieron por =0 dlas (Fig. 6). A partir del
cuarto dla y hasta el dla 20 los cultivos se  mantuvieron
estables, después de esta fecha la biomasa disminuyh,
probablemente  debido a praoblemas  de contaminacifn por
hacterias y microflagelados.  La mayor biomasa correspondi b
a las dilucicnes de 40% vy de 30-50% talternada) con las
cuales se tuvieron en promedico 6.1*%1.2x10%  y  6*1.8%10%
células por mililitra respectivamente; con la dilucitn de
40-60% (alternada) la biomasa fue notablemente inferior
(4.8*1.1%x108 cél./mL) (Tabla V).

Los valores de fluorescencia de cada dilucidn, en los
cuales no hube diferencias entre réplicas, no resultaraon
normales. El anAlisis estadistico correspondiente demastr
diferencias significativas entre las diluciocnes de 407 y de

20-50% con la dilucidn de 40-607% (Tabla VID.

Los datos de pesos seco y seco libre de cenizas  y de
priotelnas de las tres diluciones demostraron ser normales y
que no  habla diferencias significativas entre reéplicas.
Nstl, los datos de peso seco y peso seco libre de cenizas
fueron tratados con la prueba ANOVA de una  via (Tabla VIi)

que mostrd que no existlan diferencias significativas entre
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Figura 6.- Curvas de crecimiento y de dilucitin, a(40%),
b (30-50%) y c(40-60%), de lsochrisis sp.. Bicmasa en loga
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TABLA V.~ Valores promedic de 1os
cultivo semimasive de Isochrysis &p.

parmetras
a razones

medidos  en
de diluczibn

de 40%, 30-50% (alternada) y 40-60% (alternada).

RAZON DE DILUCION (%) 40 30-50 40-60
UNIDADES DE FLUORESCENCIA 2372 2220 1272
CELULAS x 10%/ml 6.1%1.2 6.0%1.8 4.821.1
FESO SECO (ug/10® cel.) 23%6 27%9 30*15
FESO SECO ILIBRRE DE 19+3 24+8 22*10
CENIZAS (ua/10® cel.)

CENIZAS (%) 18 1z 27
FROTEINAS (% de pesno 30 31 31
secn)

FROTEINAS (7% de peso seco 28 39 39
libre de rcenizas)

TABLA VI.- Decisitdn de 1la
compar acifn mlltiple para
flunres-encia de Isochrysis

Ly y semicontinuo a yazones
(alternada) y 40-607% (alternada’.

los
5p.

prueba de

de dilucidn

datos

en cultivo semimasivao
de 407%,

Kruskal—-Wallis vy
promedioc de

(10
20-50%

——Al nivel de significancia de 0.05 HO es rechazada.

(5)

Comparaciones Mhltiples

DILUCIONES 40% 30-50% 40-60%
40% —— N. 5 8
30-50% S S

40-607%
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TABLA VI1.- AnAlisis de varianza de una via

de (A)

peso
Isochrysis sp.

seco Yy

CE)

peso seco
en cultive semimasivo (10 LD

libre de

para los datos
cenizas de
y semicontinuo

a razones de dilucidn de 40%, 30-50%Z (alternada) vy 40-60%
talternada).

A)
FUENTE DE SUMA DE G.L | CUADRADODS F|SIGNIFICANCIA
VAR IAZTON CUADRADOS MEDIOS
ENTRE 002045 2 1.02251- |.405( .6711 (N.S)
GRUFOS
DENTRO DE 0068205 oy Z2.592611—%
GFRUFOS
TOTAL L Q070250 “9

(B)
FUENTE DE SUMA DE G.L | CUADRADOS F SIGNIFICANCIA
VARIAZION ZUADREADOS MEDIOS
ENTRE . 00003905 2 4.52615"% | .583 | .5653 (N.85)
GRUFOS
DENTRO DE . 0020974 27 | 7.76798°°
GRUFOS
TOTAL 0021879 =9
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los tres tratamientos (diluciones). Los valores promedio
se encontraron entre 23 y 30 ug de peso seco y 19y 24 g
de pess seco libre de ceniias por milltn de células.

De la misma manera, el <ontenido proteéico celular por

miligramo de peso seco  y por miligramo de peso seco libre

de rcenizas tratado con la  prueba de  ANOVA, no mostrd
diferencias significativas entre las tres razones de

diluci®&n (Tabla VIII) y laos valores promedic referidos  a
pess seco se disbribuyeron entre 300 y 310 pg, y enbre 350
y 370 pu en base a peso seoo libre de cenizas; lo que
indicra un contenido aproximado  del 804 y 3674, de protelina

respectivamente.
1I11.4.2 Curva de Crecimiento

les cultives esthticos en minicarboys alcanzaraon la
fase estacicnaria en el noveno dia de  cultiveo, cuandao
tentan una densidad celular de 8.5 millones de células por
mililitra (Tabla IX y Fig. 7). ALn cuando en la figura 7
se aprecia un continuwa  incremento de la fluarescencia, el
conten de células, as! como los valores de la tasa de
crecimiento muestran gque el crecimiento fue casi nulo.  las
mayores tasas de crecimiento se dieron durante las primeros
tres dias y se mantuvieron aproximadamente constantes, con

algunas irreqgularidades haria el final del experimento.
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TAELA VIII.- Anklisis de varianza de una via para los datos
de (A) porcentaje de protelnas  en  peso seco Yy  (E)
porcentaje de protelnas  en peso seco libre de cenizas de
Isochrysis sp. en cultivo semimasivea (10 L)y semicontinuo
a razones de dilucidn de 40%Z, 30-507% (alternada) y <40-60%

falternadal.

(A

FUENTE DE SUMA DE Gal. | CUADREADOS F SIGNIFTCANCTIA

VAR TAZTON CUADRADOS MEDTOS
178.70 2 89, 3507 L016 | L9838 (N.S)

ENTREE
GlUFOS

DENTRO D Z07789.69 a8 5468, 1498
GHREUFOS

TAOTAL. 207368, 40 40

(B)

FUENTE DE SuUMA DE Gl | CUADREADOS F STENIFICANCTA

VARTAZTON CUADRADOS MEDIOS

12385, 4435 | .23 L7300 (M.S)

Pl

ENTRE 2770.83
HEUFOS

w2
21
o
D
-
03]
Xa]
3}
~N

DENTRDO DE 221972.36

TOTAL 224745, 8% 40
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TABLA IX.- Parbmetros poblacionales
estAtico. Biomasa en loga de unida

de lsochrysis sp.

des de fluorescencia.

en cultivo

DIAS 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

BIOMASA 5.2|7.4|8.9] 9.8 |10.2 10.6[10.9(11.7|12.0 12.5(12.9
CELULAS o.4l1.1|2.02.3|2.6|4.6 5,96.3|8.5|8B.6
x10%/mL

TASA DE

CRECIMIENTO 2.1/1.5]0.8]0.3]0.3 0.3 10.7]0.3|0.5]0.3
()

TIEMPO DE o.4lo.6|1.1|2.6]|2.5]|2.9 1.33.0|1.9|2.7
DUPLICACION

FLUORESCENCIA EN LOG (2)

Figura 7.-

esthAtico. Biomasa en log= de un

Curva de crecimiento
idades de fluorescenci

TEMPO (DIAS)
de lsochrysis ®©p.

1"

en cultivo
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mayores tasas de crecimiento se dieron durante los primeros
tres dlas y se mantuvieron aproximadamente constantes, con

algunas irregularidades hacia el final del experimento.

Los valores promedio de peso seco, peso seco libre de
cenizas y porcentaje de contenido de cenizas (Tabla X)
muestran una variacidn temporal sin una tendencia bien
definida. Sin embargo, los valores mhs altos de cenizas se
encuentran en los dlas ocho y nueve que marcan, como Sse

mencicond anteriormente, el inicic de la fase de crecimiento

estacionario.

111.4.3 Extraccidn de Protelnas

Los dates obtenidos en esta fase fueron normales. l.a
tabla XI presenta los resultados obtenidos en la prueba
ANOVA de una via y el anhlisis a posteriori de comparacidn
mltiple (LSD) vrealizados con el fin de establecer las
mejores rcondiciones de extraccibn. A partir de 1los
resul tados estadisticos y del hecho de que los mayores
valores se dieron en las condiciones limites de normal idad
(0.1 Ny, de temperatura (60 vy 100=12)  y de tiempo (10
minutos) se decidit realizar unas pruebas adicionales,
fuera de estos limites, para verificar si los valores
abtenidas  correspondian a los  bptimos. Estos valores
adicionales, aunque altos (Tabla X11), fueron menores a los

valores mhs altos obtenidos antericrmente y confirman gque
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TABELA X.~ Feso seco y pess  seco libre de cenizas  (pa/10®
cel.) y cenizas (%) de Isocrhysis sp. en cultivo esthtico.

D1AS 1 F 3 4 & 6 7 8 9
PESO SECO [39.0 30,4 [23.2[32.5|41.8|23.9 [28.0|32.8 |43.6
tua/ 10 R T T O R S At T S =S ST B Mt S =

cel.)

FESO S0
L. IBRE DE 26t
CENTZANAS +0) 0 *) o . "
(/10
cel.)

28,0 |21.8 (31,9 |29, 2|21.7 |25.1(30.6 |36.8
o 2| |

CENIZAS 6.5 | 7.9 | 7.2 7.2 7.7 7.7 | 7.3 [12.7 |12.7

a




TABLA XI.- (A

) Anklisis de varianza de una via (ANOVA) vy (B)

comparacibn mbtiltiple (LsD)

proteinas en
(eC) y tiempo

Ilsochrysis sp-

para los datos de extraccidn de
a normalidad de NaOH, temperatura

(min.) diferentes.

)

FUENTE DE sUMA DE G.L | CUADRADDS F SIGNIFICANCIA
VARIACION CUADRADOS MEDIOS
ENTRE GRUPOS 169107.39 26 6504, 1302 | 21.9 .0000 (8B)
DENTRO DE 16008.75 54 296.4511
3RUPOS

TOTAL 185115.75 80

(B)

TRATAMIENTO MEDIA HOMOGENE IDAD DE GRUPOS
Normal idad <°C minutos

.0 100 10 185.28

.0 100 20 208.51

.0 60 30 213.37

oS 100 30 215.33

-3 100 10 217.90

e | 60 20 220.48

D 100 20 221.07 .
I | 80 30 229.72

1 80 20 231.92

.0 = 16] 10 238.77

.0 80 20 241.92

5 80 10 248.92

.0 80 30 251.18

N | 100 30 z257.70

S 80 20 258.51

0 60 10 258.55

. 60 10 261.90

S - e 80 30 266.10

.0 {00 30 267.48

- | 100 20 267.67

ol 60 30 271.34

.1 80 20 282.30

1 80 10 297.22

.1 100 10 341.11

-] &0 30 343.06

N 60 20 360.53

S 60 10 363.21

0O'OO_OOOO"‘_DO-‘_OO"O-‘"OOGOOO--—
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TABLA

XII.-

Fruebas

adicional es

para

condiciones

Zptimas e

evbraccitn  de

determinar las
protelinas €20

Newmal idad

femper atura

Tiempo

Ma/mg pesc

=) (min. ) SENT
0,05 100 10 315
0,10 oo : 10 235
0,50 50 10 323
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la tendencia es hacia narmal idades bajas (0,05, 0.1) Yy
temperaturas altas €100°0C) preferentemente o normalidad
media (0.5) a baja temperatura (6neCr». De los resul tados
anteriores se tiene que las condiciones &Gptimas de
extraccitn fueron NaOH 0.5 N, una temperatura de 60°C y un

tiempo de 10 minutos.

111.4.4 Protelnas

Establecidas las condicicnes dptimas de extraccidn de
protelnas, se analizaron las muestras correspondientes  a
los dlas 2,3,6,7,8 y 9 de cultivo. En los datos &e
observa una marcada tendencia de 1la concentracidn  de
protelnas a disminuir después del tercer dla (Tabla XIII y
Fig. 8. El contenido proteico -elular va de un mhximo de
58.,7% para peso seca y 63.1% en pesa seco libre de cenizas
para el tercer dla, hasta 25.8% y 43.9% respectivamente,

para 2l novena dia.
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TABLA XIl1l.- Variaciln en la concentracidn de protelnas (% de
peso seco y % de peso seco libre de cenizas) en lsochrysis sp. en

cultivo estAtico.

DIAS 2 3 6

FROTE INAS % 24.7 58,7 44.7 | 41.8
de peso seco)

33.0 35.8

PROTEINAS %4
de peso seco 26.9 63.1 49.0 46.7 46.1 43.5

libre de
cenizas)

70

40

X O PROTENAS

TEUPO (DIAS)

- Porcentaje de contenido protéico celular de'!séchrxsig

Figura B.
eso seco (0) y peso seco libre de cenizas (+4),

sp. en base a p



111.5 Skeletonema menzelii

111.5.1 Cultivo Bemicontinuo

La figura 9 ilustra los resultados del tnico de los
varios intentos de cultive de 8. menzelii que resulthd
exitosn, aunque las variaciones de crecimiento dieran como
resultado una curva andmala. Durante los primeros dlas de
dilucién se cbservd una disminucidn muy pronunciada de 1la
biomasa y una alta concentracidn de bacterias, lo cual se
traté de remediar mediante una-serie de dilucicnes de 50%
(dla 2) y 80% (dla 5) después de las cuales el cultivo se
recuperd y su biomasa aumento rapidamente en los tres dlas
siguientes, que fue cuando se alcanzd un estado estable del
cultiva con diluciones diarias del 65% (dila 100 y 75%
durante les siguientes seis dlas. Despues de éstos, la
biommasa disminuyd notablemente, encontréndose una alta

concentracidn de bacterias y de microflagelados.

111.5.2 Curva de crecimiento

Los rultivos estAticos en minicarboys alcanzaron la
fase estacicnaria en el quinto dila, con una densidad
celular de 1.7 millones de células por mililitro (Tabla X1V
y Fig. 1023 la mhxima tasa de crecimiento (2.6 div./dla) se
di&é en el primer dla, donde se observa una pendiente
pronunciada y las mayores durante los primeros tres dlas.

Estas disminuyeran hacia el final del experimento, cuando
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FLUORESCENCIA EN LOG (2)
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TEMPO (DIAS)

Figura 9.- Curva de crecimiento de Skeletcnema menzelii a nivel
semimasive (10 L) en un sistema semicontinuo. Fase estable del
dia 10 al 15 con una dilucidn del 75% y una tasa de crecimienta
de 1.3-2.0 div./dla. BRiomasa en Jloaz de unidades de

fluorescencia.
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TABLA  XIV.-—

de fluorescencia.

Far hmetras
menzel ii en cultivo esthtico.

poblacionales
Biomasa en

de Skeletonema

long= de unidades

DIAS

BIOMASA

CELULAS < 10%/ml
TASA DE
CRECTHMTIENTO (M0

TIEMFO DE

-

0.3 ] 0.9

S (&) 7

DUFL TEAZTON

FLUORESCENCIA EN LOG (2)

Figura 10.-
cul v
fluorescencia.

-

eetAtico.

4
TEMPO (DIAS)

Biomasa

en

-

Curva de crecimiento de Skeletonema menzelii en

1 s

de unidades de
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las células comenzaron  a farmar arumos, a crecer
anormalmente y a  aumentar de tamafo. Durante todo el
experimento las ceélulas formaron grumos lo cual dificultd
el contea celular,por lo que el nimero de células aqul
reportado tiene que considerarse aprovximado.

Las valores de pesco seco, pesc seco libre de cenizas y
porcentaje de cenizas presentan una tendencia a decrecer
conforme el tiempo avanza (Tabla XVi, existiendo  una

variacidn del 50% entre las valores inicial y final de peso

seco  y pesos seco  libre de cenizas. l.a  variaci&n en
porcentaje de cenizas es mlnima, manteniéndaose alrededor
del 69% con excepcidn del quinto dia en el que se dieron

1m5 valores mAs bajos para las tres fracciones.

111.5.3 Extraccidn de Protelnas

La Tabla XVI presenta los datos obtenidos y los
resultados del anhlisis de varianza y comparacidn miltiple
(LED), del cual se desprende que algunos de los resultados
abtenidos con  NaOH de normalidad  inferior a 1.0 N  son
significativamente super iores e iguales entre si. También
se ohserva que las temperaturas mhs adecuadas son 80 vy
1O0=C a tiempos de 20 y 30 minutos para la primera y de 10
minutos para la segunda, y que la normal idad de NaOH

predominante es de 0.5, perao la mayor extraccidn se logrd
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TABLA XV.- Fes

Cenizas

cel.) y
estAtica.

0 SEC 0
CAD

y peso

de

libre de

S

cenizas
Skeletonema menzelii  en

g/ 109
cultiva

DIAS e 3 4 9 6

FESO SECO
(ma/10% cel.)

FESO SECO
CENTZAS

cel.)

LIEFEE DE

(/10

400+I0

F7E*AA [ ZORLAT

162440

118+

19 | 86214

2v4 | 50*9

e

70

o
ul
o
kL'
Y
\-l-‘

66
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TABLA XVI.- (A) AnAlisis de varianza de una via (ANOVA) y (B)
comparacitn midltiple (LSD)» para los datcs de extraccitn de
protelnas  de Skeletocnema menzelii & normal idad  de NaOH,
temperatura (=) vy tiempz (min.) diferentes.

(A
FUENTE DE SUMA DE G.L| TUADFADOS F SIGNIFICANCIA
VAR TACION CUADRADOS MEDIOS
ENTRE GRUFOS 52842.711 26 | 2070.3119 | 5.736 L0000 (8)
DENTFO DE 19295.5%8 54 357.3246
EFRUFDS
10TAL 73139.239 80
(B)
TRATAMIENTO MEDIA HOMOGENE 1DAD DE GRUFPOS
Neormalidad  =C minutos
0.1 () 10 99.65
0.1 60 zZ0 127.24
1.0 B0 20 140,46
0.5 &0 10 143.08
0.5 &0 20 158.85
0.1 28] 10 1€2.688
0.1 60 30 163.45
0.1 80 20 164,03
1.0 80 30 165.7S5
1.0 (2] 30 165.75
0.5 100 30 168.63
0.1 80O 30 170,35
1.0 100 10 179.55
1.0 €0 20 184,15
0.5 80 10 185.87
1.0 100 20 187.0Z
0.5 100 Z0 189.89
0.1 100 Z0 191.62
0.5 100 10 191.62
®.5 80 30 192.77
0.5 80 z0 195.07
1.0 BO 10 195. 64
1.0 100 30 197.37
0.5 &0 30 Z00, 24
1.0 60 10 203.11
0.1 100 30 Z06. 56

Q.1 100 10 Zz20.36
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con la normalidad de O.1. De acuerdo a estos resultados se

decidit que las condiciones tptimas de extraccidn eran coan

NaOH 0.1 N, temperatura de 100°C y tiempo de 10 minutos,

111.5.4 Protelnas

Los resultados cbtenidos se  dan como porcentaje de
protelnas en peso seco total y peso seco libre de cenizas
(Tabla XVII). Las protelnas tienden a incrementarse con el
tiempo, variando de 1.77% hasta 8.3% en pess seco y de S9.7%

a 22.9% en peso seco libre de cenizas (Fig. 112.
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TABLA XVIIL:~ Variacibn

en

la concentracidn de protelnas en
Skeletonema menzelii en cultive estatico.

DIAS

2

FROTEINAS (% de peso
secn)

1.7

PROTEINAS (% de peso
seco libre de cenizas)

5.7

11.7 17.4 22.9

28
26
24
22_.

18 -
18 ~
14
12

< DE PROTENAS

10
8
8 -
4 -
2 -

o
N -

Figura 11.- Porcentaje

-
o -

. TEMPO (DIAS)

de

contenido

Skeletonema menzelii en base a peso seCco

de cenizas (+).

‘protéico celular de
(a) y peso seco libre
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111.6 Thalassiosira pseudonana (3H)
111.6.1 Cultive Bemicontinuo

El anllisis estadlstico de los resultados de

fluorescencia, obtenidos con  Thalassiosira pseudonana

cultivada en un sistema semicontinuo a razones de dilucidn
40%, S50%, 604y 70%, demostrd que no habla diferencias
significativas entre réplicas, por lo cual se decidid
emplear los valores promedio de cada dilucidn para
representar el crecimientn y la fase de estabilizacidn de

la microalaa.

Los cultives semicontinuos se mantuvieron por un total
de 26 dlas, a excepcidn del cultivo correspondiente a la
dilucitn de 40%, el cual stlo se mantuve por 20 dias. La
fase estable inicid en el dia 11 y durd un lapso de nueve
dilas para la dilucidn de 40% y 15 dlas para el resto de los

cultivos; después de estas fechas los cultivos decayeron, Y

se notaron altas concentraciones de bacterias Yy de
microflagelados en  todos ellas (Fig. 12). En los dias
nueve y diez se wobservaron los valores maximas de biomasa

en todos los cultivos, que despues decrecieron un poco y 8
estabilizaron a diferentes niveles, segln las tasas de
dilu-cidn. La biomasa obtenida durante la fase estable para

cada uno de los -cultivos se muestra en la tabla XVIII. La
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TABLA XVIII.- Valares

en un  culbtive
yarones de diluciln de

semimas

promedio de laos parhmetros
de Thalassiosira
707 .

1V

40%, S0%,

medidaos .
psewdonana

GO% Yy

DILUCTON €%

40

90

UNIDADES DE
FLUDRESCERNZTA

=863

1643

CELULAS =108 /ml.

6.1%1.8

d.9%1.2

2.9%1.2

FESO SECQ (ug/ 10

6811

cel.)

74+10

anriz

FESD SECO LIBRE DE 25+ 3246 2811 363
CENTZAS (uq/ 10 @l . )

CENIZAS 4D o8 57 50 58
FREOTIFINAS (%4 de pesa 17 18 2 21
Seri)

FREOTEINAS (% de peso e 43 57 S0
cecm libre de cenizas)
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biomasa por unidad de volumen fue inversa a la razbdn de
dilucidn, por lo que la mayor biomasa se logr® con la menor

diluczidn.

Los valores promedio de biomasa, en unidades de
fluorescencia, comparados con la prueba no parametrica de
una via (Kruskal Wallis) nao mostyaron diferencias
significativas entre las diluciones de 40% y S0% y entre
60% y 70%, pero existieraon diferencias significativas entre

los dos grupeos (Tabla XIX).

Dado que no  habla diferencias significativas entre
réplicas, se compararon los datos de peso seco y peso seco
libre de cenizas de cada vrazdn de dilucidn y no se
encontrarcn diferencias significativas, en peso sSeca, entre
la dilucitn de 40% y las de 50%Z y €0% y entre la de S0%L vy
la de 70% (Tabla XX). En cuants a peso seco libre de
cenizas, shlao resultaron diferentes las diluciones de 607 y
70% (Tabla XXI). El mayor valor  promedio de peso seco Yy
peso seco libre de cenizas corrvespondibd a la mayor dilucidbn
que es del 70%.

En cuanto a contenido protéico, las dilucicnes de 407%
y S0% fueron las tnicas que no resultaron

significativamente diferentes (Tablas XXII y XXIII)
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TABLA XIX.- Decisilyn de la prueba de Kruskal-Wallis vy
comparacitn miltiple para los datos de flucrescencia de
Thalassiosira pseudonana en cultive semimasivo (10 L)y
cemicontinue a razones de dilucidn do A0%, G0%, 60% y 70%.

- (\;_I1 i vpl ;l_r! tsfun i f1- ancia (Je !-)— —H_:_H(] se rechaza . ;S )
Comparacién Maltiple
DVI l#U; I_(JNI.—..T A 40% o _—5(—)—7.#_— -------- ;07. 70%
T - NS 5 5
3 S0% - - o S S
T eon o - N. 5
;«:)'/_ N




TABLA XX.-

(A
CH)Y comparacitn miltiple
de Thalassiosira pseudonana en cultivo semimasivo (10

ANkl isis de varianza
CSRIED

paraea

de una via
1os datos

de peso seco

L)y

csemicontinue a razones de dilucisn de 40%, S0%, 6EO%L y 70%.

(A)

VAR TACTOM

FUENTE DE

SUMA DE
CUADREADOS

CUADREADOS
MEDIOS

SIGNIFICANCIA

A

ENTRE
GRS

0051773

L 0017258

7.947

L0002 (5D

DENTRO DE

GRUFOS

TOTAL

L0147225

LO002LT7E

(ANOVA)  y .

60%

507

407

N. &

=07

70%
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TABLA XXI.-

libhvre de
semimasiva
40%, HO%L,

tA) AN’

CeniTas en

10 L) vy

GO% y 70%.

alisis
() comparacitn miltiple C(SNE) para
Thalassimsira

de varianza de una via
1os datos
pseudonana en

CAMOVAY y
de peso seco
cultiva

semicont inuo a

razones

de

dilucifn de

==

CA)

FUENTIEE DE
VAR LA TON

ENTEE
GEUFOS

SUMA DE
CUADRADAS

L 005

Gal

1.

CUADREADOS
MED 1O

G273

s
12

TGENTF TEANCTA

L0505 (M.8)

PENTRD DE | 0023329 | 44 | S.dc840 |

GRUFOS

toraL | .oozesit | 47

I_")”I lLIIT ONES 1 ()'/ X _':':(_1/ 0% 70%

407 N IR M. 5 M. & N. S

”562”“”*“‘” o ~“;; M. 6 ) N. &

o S — a -

: S —
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TABLA XXII.- (A) Anhlisis de varianza de una via (ANOVA) y
(R) comparacitn miltiple (GHED) para 1os datos de protelnas,
en base a peso secao, de Thal assiosira pseudonana en cultiv
cemimasiva (10 L) y semicontinuo, & razones de dilucidn de
40%, S0%4, GOL y 70%.

(A')
FUENTE DE auUMn DE Gl [ CUADE m)(m I STEMIFTCANZTA
\'mr Tr\l ILJN CUADRADOS HL‘I)IH'
ENTRE HOAER.1LLE 3 LEDE. 7(1‘ 13.60 L0000 (5)
151U U" s
SR RSS! FEN U ST
DERNTEC l)l P'-ﬂ t&, ]J 1 (3 125, 57 J(—
Gi=UFOS
TOTAL 186774, 28 72
CED
DIl Lll IHNL“ 0%, S50% 60% 70%
407 e N.S 5 S
H07% S 5 S
GO% S
70% e
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TABLA XXIII

(R) comparaciftn m@ltiple (SHED) para los datos
libre de
pseudoiana en cultbivo Semimasive
de 0%,

en base a

razones de

.= A

pesn SEeCo

diluwsidn

507,

60% y

LiNilTAas

ANkl isis de varianza de una via
de protelnas
Thalassiosira
(10 L) y semicontinua, a

70%.

de

CANOVAY Yy

CA)

FUENTE DE
VARTACTION

SLIMA - DE
CUADEADOS

CUADEADOS
MEDTOS

STGNIFTCANCTA

ENTIREE 288480, 80 3 HE1G60. 267 [ 13052 L0000 (5)
GHREUFOS El
DENTREQ DE | 490427 .76 6% 7107.643
TOTAL 778908 7
CR)
DILUZIONES F0% S07% 60% 707%
0% s N. 5 S 5
S50% e 5 5]

GO%

7O
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Lus valores de peso seco, peso seco libre de cenizas y
proteinas aumentaron ligeramente conforme aumentd la
dilucitn, exceptuando los pesos correspondientes a  la
diluci®n del 60% gque fueron los menores, —on la mads alta
desviacitn estAndar, pero gque presentaron los mhs  altos
valares de contenido protéeico. Ast  tenemos que  las
proteinas mostyaron porcentajes de 17 % y &% (dil. 40%),
18% y 43%  (dil. S0%), 24% vy S7%4 (dil. 6O%L), y 21% y S0Z
(dil. 70%) en pesa seco y peso seco libre de cenizas
respectivamente. El  contenido de cenizas para todos  los

cultivos fue de 50 a 607 del peso seco.
111.6.2 Curva de crecimiento

Las cultivos se mantuvieron  en un sistema estatico
durante ocho  dias, alcanzando  la  mayoar densidad celular
(10.4 millones de células por mililitroo en el séptimo dia
(Tabla XXIV y Fig. 130, La densidad disminuy
significativamente al octavo dla, cuando se observd gque las

células se aglutinaron, formando grumos que se precipitaron

al fondo del minicarboy sin gue existiera una alta
concentracitn de bacterias. Las mhs altas tasas de

crecimienta se presentaron durante los tres primeros dlas.

Las valores de peso seco y pess sSeco libre de cenizas,
obtenidos a partir de. las muestras tomadas las dlas 1, 3,

S5, 6 y 7 de cultiva (Tabla XXV, mostraron los  mayores
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TABLA XXIV.- ParAmetros poblacionales de Thalassicsira.pseudonana
en cultivo estatico. Biomasa en logz de wunidades de
fluorescencia.

DIAS o 1 2 3 4 S 6 7 8

BIOMASA 6.3|7.9 9.6 [11.0|11.4 [11.7 [11.9 [12.1 11.9

CELULAS x10%/mL lo0.3!1.011.5 [4.6}5.3 |} 7.0 | 9.3 10.4 ! 8.2

TASA DE — 1.5]1.6 |1.4]| 0.4 | 0.2 | 0.1 0.2 | -0.1
CRECIMIENTO ()
TIEMPO DE 0.6 0.5 0.7 2.4 | 3.5 | 5.3 | 4.4
DUPLICACION

14

13
)
&
g
2
3

L I

o 1 - ] L) L] L] ) 1 ) L]

0 2 4 6 4] 10

TEMPO (DIAS)

Figura 13.— Curva de crecimiento de Thalassiosira pseudonana en )

cultivo esthtico. Biomasa en loga de unidades de fluarescencia.



TABLA XXV.~ Feso seco y pesa Seco
cel.) y cenizas (4)

estltico.

Libre

de ceniz

de Thalassiosira psewdonana

as (/10
ern ooult v

-
DIAS 1 3 ] (& 7
FESO SECO (ua/loe;  Zg+EH 20+3 31*1 27 32+7
cel )

FEGO BECO  LIBRE

DI CENIZAG| 2023 19+3 @ 20+ 4 g
o/ LO® oel .o

CENIZAS (A2 30 El e = =
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pesos en los dias quinto y séptimo, y valores de cenizas
muy variables, con el valor mhs alto (B0%) el primer dla y
un valor muy fuera de lo normal (4%) para el tercer dla. A
este Wltimo dia correspﬁndieron también el valor mAs bajo
de peso seco (20 ug) y una de las tasas de crecimiento més
altas (1.4 div./diad. En general, estos resultados
tuvieron una tendencia & permanecer estables, a excepcidn

de los valores del tercer dla.

I111.6.3 Exvtraccidpn de Protelnas

La Tabla XXVI presenta los resultados de las pruebas
ANOVA y LED de las cuales se desprende que los resultados
chtenidos con  NaOH de normal idad  inferior a 1.0 y
temperaturas de 80 y 100°C fueron significativamente
supericres e iguales entre sl. = A partir de estos
resultados estadisticos, se realizaron pruebas adicional es
a las rondicicnes establecidas, cuyos resultados se dan en
la tabla XXVII. En las dos tablas se observa que los
valores mhs altos se dieron a una novmalidad de Q.1 por
tiempos prolongados (30, 40 minutos) y  temperaturas altas,
y gque a una normalidad de 0.5 los tiempos son cortos (10,
=0 minutos) a temperaturas altas; mientras que el uso de
NaOH 1.0 N resultd® en valores bajos de protelnas. De estos
resul tados se decidid que las condiciones sptimas  de

extraccidn eran con NaOH 0.5 N, a temperatura de g0=C y un
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TABLA XXVI.— (A) Anklisis de varianza de una via (ANOVA) y (ED
comparacién maltiple (LSD) para los datos de extraccién de
proteilnas de Thalassiosira pseudonana a normalidad de NaOH,
temperatura (=C) y tiempo (min.) diferentes.

(A)
FUENTE DE SUMA DE G.L| CUADRADOS F SIGNIFICANCIA
VARTACION' CUADRADOS MEDIOS
ENTRE GRUFOS | 382156.13 |26 143698. 313 | 75. 064 L0000 (S)
DENTRO DE 10573.70 S4 195.89
GRUFOS
TOTAL 392729.83 80

(B)
TRATAMIENTO MEDIA HOMOGENEIDAD DE GRUFDS
Normal idad  <C minutaos
0.1 &0 10 186.73
0.1 60 20 192,96 l
0.1 60 30 z08.78 -
0.1 80 10 281.13
1.0 100 30 294.34 l
0.5 &0 10 320,73
0.5 100 10 2336.87 |
1.0 60 10 39.32
0.5 60 20 363.05
0.1 100 10 263.76&
1.0 &0 20 3€9.00
1.0 B8O 30 3693.74
0.5 60 30 370.56
1.0 60 30 371.32
1.0 100 20 373.76
1.0 80 20 388. 20
0.5 80 zZ0 389.28
0.1 100 30 391.46
0.1 100 20 400.56
0.9 a0 30 402,43
1.0 80 10 403.32
0.5 100 10 419.22
1.0 100 10 420,27
0.9 80 10 424.29
0.9 100 10 424.6'9
0.9 80 Z0 429.17
0.1 80 30 429.54




TABLA  XXVII.—- Fruebas adicionales para

condiciones

Bptinas de

Thalassiosiva pseudonand,

extraccibtn  de

determinar
protelinas

Niovrmal 1dad Temperatura Tiempo Cmin. ) L)
(=)

0.1 100 80 SO0

0.1 B0 20 A 36

0.1 80 40 456
0.5 100 10 458
0.5 60 20 451
1.0 100 10 305
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76

tiempo de 20 minutos.
111.6.4 Protelnas

Las protelnas decrecieron con el tiempo de cultivo,
aunque se incrementaron repent inamente en el séptimo  dila
que también corrvespondih a los valores de pesa sSeco y peso

seco libre de cenizas mhs altos(Tabla XXVIII y Fig. 14).



TABLA XXVIII.- Variacidn en la concentracidn de protelnas dur ante
el crecimiento de Thalassiosira pseudonana en cultivo esthtico.

DIAS 1 3 5 6 7
PROTEINAS (% de peso 50 52 31 26 35
seco)
PROTEINAS (% de peso 72 54 40 35 44
seco libre de cenizas)
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cultivo esthtico en base

cenizas (+).

a peso Beco

Thalassigsira pseudonana en

(0 ) y peso seco

libre de
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IV DISCUSION
1V.1 Chaetoceraos sp.

Los resultados negatives de las diluciones mayores de
40% comprobaron que esta cepa, como otras del mismo genero,
shlao acepta diluciones mencres del 607% (Lapez—-Ellas, 1990;
Roadhouse et al., 1983). A la vez, la baja tasa de
crecimienta favarece la acumulacidn de productos
extracelulares, producidos por la microalga  (Guillard,
1982), ayudando asl a que las celulas se aglutinen y formen
grumos (Kiorbe et al., 1990) que propician el desarrollo de

bacterias Y por consiguiente la aparicidn de

micraflagelados y el colapso del cultivo.

Gonz Al ez—~Leonardo (1991) encontrd que esta cepa,
cultivada en un medin simplificade, alcanza niveles de tasa
de crecimiento y de biomasa similares a los abtenidos  en
medic f, pero éstos solo se mantienen por dos o tres dlas,

después de los cuales se presentan céelulas anormales.

Los resultados arviba mencionados mostraron claramente
que no serla costeable el cultivo de esta micr&alga, dado
que todavia no se definid la técnica de su cultivo y ademls
poarque serla dificil reducir los costos implicados en la
preparacifn del medio de cultivo, ya que la cepa no acepta

facilmente medios de cultiva simplificados.
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IV.2 Skeletonema costatum

Los resultados obtenidos confirmaron la alta tasa
reproductiva  de 8. wostatum, que permitid alcanzar
cencentraciones de 11 millones de células por mililitro en
ahlo cinco  dlas, pero indicaron que su crecimiento, en
condiciones de alta concentracidn celular, s&lo permite
diluciones inferiores al S0%4, 1o que produce grandes

rantidades de exudados y la consiguiente tendencia a

aglutinarse y sedimentarse (Kiorbe et al, 1930). Esto, vy
el hechao de no aceptar medios simplificadaos
(GonzAlez~Leonardo, 1991) fueron las razones para no

incluir esta especie en nuestro estudio, dada la cantidad
de informacitn disponible sobre cultivos estAticos de esta

cepa (Voltolina et al., 1389)
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El cultivo de esta especie sdlao fue a nivel semimasivo

y con resultados negativaos, dado que las  celulas tendieron

a aglutinarse y precipitarse al fondao, logrando que el
cultivo se colapsara.

For sus caracteristicas de tamarna, tasa de

reproduccitn alta y por ser de orlgen local podria ser una

cepa de posible explotacitn st fuera posible dterminar  la

técnica adecuada para su cultivo,
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IV.d.1l. Cultivo

Las razeones de dilucitn probadas exitosamente con esta
especie fueron menores a las mhximas tasas de crecimientao
de la microalga. Esto confirma el resultado  abtenido con
el experimento de crecimiento, o sea que esta cepa  tiene
una  larqga fase de crecimiento lento, oon una 1
aproximadamente constante dentro de wun amplic rango de
concentraciones celulares, dado que los cultiveos para las
tres diferentes razones de dilucitn se mantuvieron
aproximadamente estables por 16 dias (Fig. &), Esto
comprusba gue la microalga puede ser cultivada a cualquiera
de las tres diluciones sin correr riesgo de lavar al
cultive.  Sin embargo, existi® una diferencia significativa
en bicmasa entre la dilucidn de 60-40% (alternada) con las
das restantes (Tabla V1), teniendo la primera los valores
MEN Y @S .,

La dilucitn del 40% presentd la mayor densidad celular
con una desviacitn estandar de sdlo un millén  de celulas y
poca variacidn durante su fase estable, 1o que la sefald
come la mejor  razén de dilucidn  probada.  La dilucidn de
20-50%, aungue presentd una densidad celular similar a 1a
antericr, mostrd variaciones en su fase estable que hacen

que tenga una desviaciin esthndar de casi dos millones, que
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es una variacitn del Z0%. Esta variacidn pudo deberse a
que las diluciones de G0%4 y  G0% mantuyieran 1]

desequilibrio al cultivo, dado gue una de ellas cae dentro
de la fase de crecimientas lento (30%) y la otra representa
la tasa mAxima gque soporta la microalaga (Cordero-Esquivel,

C.1.C.E.8.E., com., pers.).

Los tres diferentes cultivos no moastraron diferencias
significativas en peso seco, pesa Seco libre de cenizas y
porcentaje de protelnas  (Tablas VIT vy VITII», 1o cual
confirmaria que las células se encuentran en la misma fase
e crecimienta lento. Algo similar reporth Whyte CLa87),
guien shlo encontr& ligeras diferencias en porcentajes de
proteinas entre la fase exponencial y la estaciconaria.
Aunaque o confirmado  estadisticamente, se cbhbtuvieron
valores ligeramente superiores, @n  pess:  seco, pesc  Seco
libre de cenizas y porcentaje de cenizas, ocon la mayor
dilucidn

En  promedic, se obtuvieron de 23 a 30 ma/ 10 cel. en
pest seco, ¥y de 19 a 24 ug de peso seco libre de cenizas,
lo cual es comparable a los 20.8  ug obtenidos por Helm vy
l.aing ©€1387) para esta microalga' durante la fase de
crecimiento  exponencial . Asimismo, los porcentajes  de
materia orghnica atribuibles a las protelnas (35 a 4270 son
comparables al 34.9%  y 49% cbtenido  por Ren—-Amotz et al.

(1983) y FernAndez-Reiriz et al. (1383 respectivamente en
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la fase de crecimiento exponencial.

En este trabajo se obtuvieron porcentajes de cenizas

de 2% a 27%, correspondiendo el mayor  oa  la mhxima
dilus i, Tan Tiw et al. (19839 reportaron  16.8% de

cenizas para la fase estacionaria y Whyte (19872 shlo  un
12% para la misma fase, aungue Fernbndez-Reiriz et al.
(1989) abtuvieron porcentajes de cenizas de hasta el 3074 en
la fase estacionaria. Tales diferencias pueden deberse al
tratamiento de las muestras, o a diferencias en el medio
utilizada, o a la mayor o menor edad del cultiva al momento
ez tamar  la muestra. 51 las muestras filtradas o
centrifugadas no son enjuagadas suficientemente se corre el
riesgn de que qu@dén residuns de sales provenientes del
miamo medio.

Dacdo que no se encontraraon diferencias significativas
entre los valores de pesa  seco total y libre de cenizas y
dee protelnas de las tres diluciones probhadas, la produccidn
a nivel masivo podria  variar en fucidn de las necesidades
diarias de biomasa del acuicultor, en el sentido que el
recambin de medic y la cosecha pueden ser variados conforme
=@ vayan presentandc las necesidades y por  ende los costos
de produccidn pueden ser disminuidos en algln porcentaje en
funcitn de la cosecha vy recambi5 de medic que se realize,
dada que un menor recambio, significa una menor utiltizacibn

de nutrientes, medio de cultiva, energla y mano de aobra.
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IV.4.2 Curva de crecimliento

Las datos obtenidos en cultive esthtico demostraron
que esta cepa alcanza rapidamente, a una densidad celular
todavia no muy elevada, la fase de crecimento lento, y que
¢sta es de larga duracitn. La mAxima tasa de crecimiento
(z.1 div./diad es comparable a las obtenidas piy
Genz Al ez~Leonardo (1991). A partir del tercer dla la tasa
de crecimiento flustud entre valores altos como 0.8, 0.7 y
0.5 div./dla con otros menores de 0.3. Los valores altos
disminuyercn conforme avanzd el cultivo en el tiempo; asl,
por etapas, se fue de 0.8 a 0:7 a 0.5, tenienda valores
intercal ados de 0.3 (Tabla IX). Estos datos apoyan la idea
que esta cepa sblo podrla soportar diluciones mayores del
S50% si el cultive se mantuviera a densidades celulares
incompatibles con fines productivos.

La fase estacicnaria temprana comenzéd entre los dlas 9
y 10, lo que concuerda con la curva de crecimiento obtenida
par Fernbndez-Feiriz et al. (1989, en la cual el inicio de
la fase estacicnaria se did en los dlas 10-12, aobteniendo
una tasa de crecimiento de 1.2 para los brimerms dlas de
cultive, y una densidad celular de 8.3 millones de céelulas
Py mililit?m en la fase estacionaria, que es comparable
can los 8.8 ohtenidos en este trabajn, para la misma fase

(Tabla IX).
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El comportamiento de los valores de peso seco Yy pesa
sp-a 1libre de cenizas esth caracterizado por una gran
variahilidad, dado gue no siguen una tendencia a aumentar o
disminuir en forma constante (Tabla X). Tal variabilidad,
debida probablemente al aumento o disminucitn en el tamafo
de la =élula, coincide con tres etapas mar-adas plenamente
por los incrementos stbitos en el ntmers  de células (Tabla
X2, Después de un alto  incremento en la biomasa  <omo
ntmera de células, donde podrlan tenerse células pequefias,
se obtuvieron los menores valores de ambos pesos.

Las cenizas por otra parte se mantuvieron sin
variaciones significativas hasta el séptimo dla, alrededor
de un 7.4%, para déspués incrementarse hasta un 12,774 en
1os dos  siguientes dlas, que marcaron presumiblemente la
terminacidn de la fase de crecimiento lento (Tabla X). Los
valores de cenizas corresponden a los mencionados por atras
autores (Whyte, 1987; Tan Tiu, et al., 1983) para la fase

avponencial y estaciconaria.

Limves pércentajes de protelna disminuyeh con el tiempo
en forma aﬁbloga a lo reportado por Utting (1985) para

Isochrysis galbana, con la cual abtuve un mhximo  de 67% de

proteina en base a peso orghnico durante el crecimiento
pxponencial, y un  41% para la fase estacionaria, que

cminciden =An los  valores de 63 y 43% obtenidos en  este
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trabajo (Tabla XIII y Fig. 8, Yy que son notablemente
super iores a lo reportado por Fernbndez-Reiriz et al.

1989, de 42% y 2074 respe-tivamente.

Leos  valores obtenidos demuestran  gue conforme el
cultivie avanza en €l tiempo y s acerca  a la fase
estacicnaria, sufre cambios morfolbgicos Yy bicquimicos,
dado que aumentan sus pesos Secos tatal y libre de cenizas
y el contenido de cenizas, mientras que baja la proporcifn
de protelnas. Dado que estas variaciones en pesos y  en
cantenido  protéice  esthn  relacionadas  caon la tasa de
crecimienta  y con la edad del cultive, serilia posible
establecer rutinas_de cultive que proparcicnen biomasa de
ralidad conocida, de acuerdo a los requerimientos del

acuicultor.
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IV.5 Skpletonema menzel ii
IV.5.1 Cultive

El cultive semimasive (10 L), en un sistema
semicontinun, de esta microalga no ha dado buenos
resultados; el mejor resultado que se cbtuvo fue una fase
estable de cinco dlas de duracitn. Esto se debe al hechao
de que su crecimiento es muy vhpido y que produce una gran
cantidad de exudados, que pronto empiezan a aglutinar a las
células causando la  formacidn de grumos celulares, las
cuales son un sustrato atractive para el desarrollo  de
hacterias y con éllo la proliferacidn de microflagel ados
que conllevan  al col apso del cultive (Rico—-Mora,
C.1.C.E.8.E., com. pers.j Gonzhlez—Leonardo, 1991).

Este cultivo crecid en forma andmala en  los primeros
dlas. La dilucidn mejor, a la cual el cultive retornaba a
la biomasa anterior y se lograba eliminar gran cantidad de
productos extracelulares y arumos de células sedimentados,
fue de 75% (Fig. 10). FPor no existir una réplica de este
cultive  y dado que no  existe informacitn .sabre suU
utilizacidn como alimento y sobre la forma de cultivarla,
ps diflcil dar un Jjuicio sobre su usa potencial como dieta,
par lo mennos hasta encontrar el medio o téocnica de_cultivm
apropiados para evitar la acumulacidn, si no la secyecitn

de productos extracelulares y mantener al mismo tiempo una

87



alta tasa de crecimiento.

For  su rhpido crecimients, cualquier medio  a
desarvollarse deberh contar ocon una alta concentracibn  de
s1licatos, que pueden ser limitantes en el crecimiento de
las diatomeas (Faasche, 1973, dado  que a hajas
concentraciones de este nutriente se  puede inhibir la

divisitn celular.
IV.5.2 Curva de crecimiento

En cultivo esthtico, Skeletonema menzelild registrd una

Lasa de crecimiento de 2.6 div./dla (Tabla XIV) la cual se

al., (1974

aproxima al  valor  obtenido por Guillard et
quienes reportan 3 - divisiones por dla para esta especie.
También se notd que la fase do crecimiento lento  fue casi
inexistente, y fue seguida inmediatamente por la fase de
decaimients  del cultivo CFig. 11). Las tasas de
crecimients hacen  suponer que esta cepa es capaz de

soportar razones de dilucifn bastante altas, lo cual se

comprabd con los cultivos semimasivios. Sin embargo, la
densidad rcelular mAxima alcanzada no superd  los dins
millones de células por mililitro (Tabla XIV). Este dato

debe de tomarse como  aproximade dada la dificultad que se
tuve en el conteo de células. En este momento las células
pmpezarcn a deformarse y aumentar en tamafic, lo que podrla

ser debhido a divisiones celulares incompletas por wn
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fentmeno de  limitacidn en  algin  factor, posiblemente un
nutriente o algtn otro que permita la asimilacion de

silicio, Como sucede  con la diatomea Thalassiosira

pseudonana para la cual el fésforo es un factor limitante
en la asimilacitn de los silicatos (Paasche, 1973). Este
inconveniente podrla ser resuelto, tal vez, con una adicidn
extra de silicatos o determinando la naturaleza del factor
limitante para suplirlo en concentracidn suficiente para el
desarrolla del cultiva. También cabe la posibilidad de que
ciertas bacterias inhiban el crecimiento de la microalga,

coma sucede  en T. pseudonana en  presecia de Pseudomonas

(Kicorbe et al. 1990).

A pesar de la baja densidad celular del cultivo, se
chtuvieron pesos secos y pesos secos libres de cenizas muy
elevados, que van de 400 ug y 118 g respectivamente, hasta
91 gy S0 g para el quinto dia, lo cual es una
disminuzidn  del 507 en peso, para despues elevar se
ligeramente en el Gltimo dla. Los mayores valares de pesos
sp presentaron  en  los primeros dlas que fue .cuando =1 =)
cbserve la dominancia de células muy grandes, probablemente
a punto de dividirse. En este casm, estos pesos tendrlan
que ser referidos a una cantidad doble de células. Tambien
la célula podrla haberse encontrado en  una etapa de

almacenamienta de algfim elemento  para su utilizacibn
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posterior, como serla el nitrdgenc en la forma de
aminohcidos libres para sintesis a protelnas (Dortch et

al., 1984).

Las protelnas en base a peso seca y pasc Seco libre de
cenizas se iﬁcrementaran conforme  avanzd el tiempo  del
cultive, desde un minimo para el sequndo dila de 1.7%.y S5.7%
en peso secn y peso orghnico respectivamente, hasta un 8.3%
y 22.9%. Tales resultados concuerdan con 1o sugerido por
Fernbndez—~Reiriz et al. (198%9), quienes mencionan un
increments en las protelnas conforme avanza el tiempo de
cultive. para las diatomeas en general. Easto  puede deberse
a la utilizacidn del nitrdgeno inicialmente almacenado como
otros productos y  que ahora  es convertido a protelnas.

Lms valores que estos autores obtuvieron para Phaeodactylum

tyicornutum y Chaetocercs calcitrans en base a peso

arglnica  varid de 24 (fase exponenciall, para ambas
espesies, hasta L7% Y 147% (fase estacionaria)l
respectivamente. Whyte (1987), reporta  tambien un
incremento en el porcentaje de las protelnas hacia la fase

de crecimienta estacionario en Ch. calcitrans, de 3174 a

a7%. Sin embargo, otros autores vepaortan una disminucifn

en el porcentaje de protelnas de la célula conforme aumenta

la edad del cultivo (Myklestad, 1974; Lbépez-Ellas, 1930).
Estos resultados contradictorios pueden deberse a las

condiciones  de cultiva, al ‘medio utilizado, a las
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condiciones ambientales (luz principalmentel,  a la etapa en
la gque se tomd la muestra, y posiblemente a la forma de
pxtraccion y de determinacidn de las proteinas (Webb y Chu,

1982;'Fernandez~ﬁeiriz t al., 1989; Volkman et al., 198%9) .

Fara el caso de S. menzelii en medio /2 modificado,

R ML~

la concentracidn de protelnas  aumenth con respecto al
tiempo. Al inicio del cultive la microalga se  encuentra
altamente silicificada, lo que significa gue presenta  una

fuerte pared celular diflicil de vromper, por lo qgue la

evtraccitn de las protelnas pudiera haber sido incompleta.
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IV.6 Thalassiosira pseudonana
IV.6. 1 Cultivoe

T. pseudonana, cultivada a cuatro diferentes razones

de dilucidn, presentd un mayor tiempo de cultiva y de
wstabilidad (25 y 15 dlas respectivamente) a diluciones
mayores del 40%. Cen la dilucitn  del 40% sdlo se "obtuvo
una duracidn de cultive de 20 dlas, con nueve dlas de
pstabilidad, en los cuales las células se mantuvieyron
aisladas por un corto  tiempo para despues aglutinarse Yy
formar grumos que precipitaban  al fondo, facilitando el
crecimiento de bacterias. Eicovbe et al. (19920) sugieren
que tal formacibn de agregados se da en esta especie cuando
se alcanzan altas densidades, hay limitacidn de nutrientes

y baja la divisidén celular, provocando una elevada

excrecibn de mucus y de polisaclridos.

La comparacitn estadlstica entre las unidades de
fluorescencia de las cuatro diluciones, mostrd la formacifn
de dos grupnos, 40 y S04 y 60 y 70%, con una  mayor biomasa
en ntmero de células  (6.1x10® cél./ﬁLj en ' la menar
dilucidn. Volkman et al. (1983) reportan como produccidn

tptima una densidad celular de Go3%10® cél./ml.

Dada que la dilucitn del 507Z es la gue mostrd  una
mayor estabilidad, se le considerd como loa que did mejor

resultado, Faasche (1973) reportd  haber cultivado esta

92



microalga, que mantuve su  estado estable a la razdén de
dilucidn de 50%. Los resultados obtenidos a partir de las
dos diluciones restantes sblo confirman que esta cepa tiene
la capacidad de recuperarse y mantenerse hasta diluciones
del 70%. Esta informacibdn, Jjunto con la que postericormente
se mencinna, es de gran ayuda en la planecacidn -de 1a
produccidn de microcalgas de acuerdo a nuestros

requerimientas.

Los resultados promedin de peso  seco, pesc Seco libre
de cenizas vy los porcentajes de protelnas mostraron  una
clara tendencia a incrementarse paralelamente con la
dilucitn, con la excepcidbn de los carrespondientes a peso
seco y  pess orghnico de  la dilucidn del 60%4, donde se
tuvieron los  valores menores. Gallager y Mann (19810
encontraron un  aumento en la razdn C/N a la dilucidn de
60%, que es una variacibn opuesta a la tendencia al aumento
de las proteinas conforme aumenta la dilucibn, que serlia
indicada por una menor razdn C/N.

l.as comparaciones estadlsticas entre pesos &ecos
mostraron &ue a la dilucitn de 60% el peso fue
significativamente menor que a las de 50% y 707 y que el de
la dilucitn de 70% fue mayor que del que se aobtuvo con el
407, En pésm seco libre de cenizas existieron solamente
diferencias significativas entre los valores menoy es

observadns en la dilucidn de 60% y los maximos obtenidos en
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la de 70Q%. Las valores de peso  seco libre de cenizas  se
encuentran  entre 29y 36 ug/108 células en todas  las
diluciones.

Las diferencias en peso seco deben de todas formas
tomar se con cautela, dado que el enjuagado de  los filtvros
con agua destilada, pudo haber  sido insuficiente, para
remover on su botalidad  las sales del medio de cultive en
el filtyvo.

Las protelnas varlaron de la misma maneva, en cuanto a
s relacitn con el pesa seco y @l peso seco  libre de
cenizas, no existiends diferencias significativas entre las
diluciones de 40% y- 50% y con valores mayores en la mayar

dilucifn.

Varims autores reportan concentraciones variables de
protelnas  en  una misma fase: Epifanio et al. [R= 15 A
repartan 40% en base pest a seco. Flaak vy Epifanio (1978)
vepartan 22% para la fase estacionaria y 447 en la fase
pxponencial, mientras que Whyte (139872 sMlo reporta 21%
para la faséAempanencial y 17% para la %a%e estacionaria.
Estos valores son  superiores a los encun%radag en  este
trabajo, donde el mAxims es de 2474 en base é peso secoy Sin
embar o, estﬁs autores ohtuvieraon un porcen%aje de cenizas
de 70--30%, aproximadamente la mitad de im que aqul se

reparta (S50-58%4). lLas cenizas no tuvieraolh una  variacidn
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significativa si se excluye el valor de la dilucidn de €07%,
aunque Paasche (1973) menciona que las ncélulas sa
encuentran mhs silicificadas conforme la tasa de dilucidn

aumenta, debido a una mbhs rapida asimilacidn del silicato.

En general y agrupando todos los valores, la mejor
dilucidn corresponderia al 50%, con la cual se obtiene una
estabilidad del cultivo, una alta densidad celular, un pesco
orgbnice no diferente de los otros y un  contenido de

protelnas del 43% del peso orglnico.

IV.6.2 Curva de crecimiento.

El cultivo estatico alcanzd su maxima densidad (10.4
millones de células por mililitro) en sbdlo ocho dlas,
después de lo cual hubo formacidn de grumos y un  rapido
decaimiento de la biomasa, que padria deberse, segin Kiorbe
et al. (1990), a la alta densidad, a una limitacid&n por
nputrientes, a una excesiva excrecidn de pol isachridos
consiguiente a la muy baja tasa de crecimiento vy, tal vez,
a la aparicibn de Fseudomonas, bacterias que inhiben el
crecimiento de la microalga y que en el caso hencionada
causaron el colapso del cultivo en s8lo dos dlas. l.os
factores anteriores provocan una fase estacionaria muy
corta si no se controlan o evitan. En  la Tabla XXIV se

ohserva que es en los primeros cuatro dlas que se dieron

las mayores tasas de ocrecimiento y que éstas después
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decrecieron bruscamente. La maxima tasa de crecimiento que
fue de 1.6 div./dla, esth por debajo de la de 2.5 chtenida
por otros autores, como Guillard y Rhyter (1362), Faasche
(1973) y Voltalina et al. (1931). Flaak vy Epifanim (19782
cultivarcon esta cepa en un medio y a condiciones similares
a este trabajo, cbteniendo tiempos de generacidn de 0.46

dlas para el segundo dla y 1.4 para el cuarto dla, los

cuales se encuentran cerca de laos agul reportados.

Los pesos secos total y libre de cenizas tendieron a
permanecer constantes durante la fase exponencial y hasta
el inicio  de la fase estacionaria (Tabla XXV,
comportandose de igual manera el porcentaje de cenizas.
Esta falta de variacidn indica que las células mantuviercon
un tamafo similar durante toda su  curva de crecimiento Yy
que contarcn con la concentracidn de slli;e necesaria para
su divisitn y la construccidn de nuevos frastulos, ya que
una limitacitn en este nutriente decrece la tasa de
crecimiento de la paoblacidén  y promueve un cultiva can
células menos silicificadas (Paasche, 1973). Flaak ¥y
Epifanio (1978) no encontraron diferencias en peso entre

las fases de crecimiento del cultivo de esta cepa.

8in embargo, wna disminucitn constante  en la
concentracidn de protelnas de la célula (Fig. 1<) indica

que existen variaciones biocquimicas dentro de estas
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tiltimas. Estas, probablemente fueraon debidas al
agctamiento  del nitrdgenoc o a la limitacitn de otros
nutrientes (fésforo) o a factores ambientales (luz), que

favorecen el envejecimiento del cultiva.

Flaak y Epifanic (1978), encontraron que las protelnas
canstituyen un 447 y 2274 del peso sSeco, en la fase de
crecimiento  exponencial y estacionaria respectivamente.
Epifanioc gt al (13981) reportaron un 40% de protelinas en la
fase exponencial, 1o que coincide  con los  valares aqgul
mencicnados.  Whyte (1987) reportd sblo un 2172 en la misma
fase, pero utilizando medic /2, la cual pudo haber
ariginado fendmenos de limitacidbn tempranos afectando asl
la produccidn de protelnas.

La variacidn en las protelnas afecta el valor
nutriciocnal de las microalgas producidas, ya que la  razdn
/N aumenta, lo cual es indicative de celulas viejas

(Gallager y Mann, 1381).

Temando en cuenta los valores ocbtenidos con el cultiva
semicontinue  y con la curva de crecimiento, se puede
considerar que el acuicultor podré estar seguro de ocbtener
un  peso orghlnico constante y que lo tnico  gque deberd
determinar serhn sus necesidades en protelnas y biomasa.
Las altas concentraciones de silicato que parece requerir
esta cepa para su cultivo pueden ser una limitante en su

wtilizacibn masiva, el alto gasto de este compuesto. A
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pesar de ésto, su rhpido crecimiento, su alto

protéico y su peso orghnico constante acosejarlan su

utilizacidn, por lo menos en dietas mixtas.

contenido
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IV.7 Extraccidn de Protelnas

La diferencia en los resultados obtenidos para las
condiciones &ptimas de extraccidn de protelnas para cada
microalga, soporta la idea de que las caracteristicas
propias de la pared celular de la especie tienen una
influencia directa schre la extraccidn, y por ende sobre la
determinaci®n del contenido protéico, que debe de ser
tomada en cuenta cuando se trabaje con muestras de cultivos
unialgales.

Las diferencias significativas entre los varios
tratamientos a los que se sometid cada microalga  en
particular, demuestran  que existen condiciones de
extraccién a las cuales se ocbtiene un maximo de protelnas y
que se puede considerar como Sdptimas para esa especie. Las
variaciones entre diferentes condiciones pueden llegar a

seyry hasta mas del 50X,

Iscochrisis sp., presenta una pared celular compuesta
por escamas de material orghnico  (pectina principalmente),
de tal modo que las condiciones de extraccidén tienden a ser
menos severas como lo refleja el hecho de que se requieran
bajas temperaturas (60 y 80=C), tiempos cortos (10 y 20
minutos) y  normalidades bajas y medias (0.1 y 0.35) para

realizar la extraccidn (Tabla XI y XII). Fara el caso de

las diatomeas, coms es el caso de Skeletonema menzelii vy
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Thalassiosira pseudonana, las cuales presentan un
excesqueleto de silice, las condiciones de extraccidn son
severas: se requiere de tiempos medios y largos (20 y 30
minutos), temperaturas altas (80 y 100=C) vy normal idades
bajas y medias (0.1 y ©0.9) para una extraccidn Hptima
(Tablas XVI, XXVI y XXVII). Estos resultados, aungue
diflciles de comparar, dada la cantidad de teécnicas
empleadas, concuerdan con aquellos abtenidos  par Frice
(1961), Hedenshkog et al. (1970), - Rausch (1981) y

Ltpaez—Ellas (1990).

Las variaciones internas entre los diferentes
tratamientos para cada microalga, y que de alguna manera no
muestran una tendencia bien clara, pueden deberse a fallas

en el manejo de las muestras antes del anhlisis.
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IV.8 Control de crecimiento

El wsa de datos de fluorescencia (unidades
arbitrarias) coma base para la determinacidn de par&metros
poblacionales de las microalgas aqgul tratadas, es
justificado dada la alta corvelacidn pxistente entre éstos
y el numero de células de la poblacidn correspondiente.
Esta buena correlacidbn existe cuando la densidad del
cultive no es muy alta o el cultiva se encuentra Coma
maximz en el inicico de la fase estacionaria ya que en casc

contraric diferentes factores, Coma por  ejemplo la

variacidn en el estimulo de la clorofila por la luz dada,

por el efecto de sombreado)  y bioldgicos  (sustancias
excretadas en el medio) (Loftus et al., 13970 pueden hacer
que se cbtengan lecturas que sebre o subestimen el valor
real, coma parece ser el caso de [saochrysis sp. en el
altime dia de cultivo esthtico. For lo tanto, esta téocnica

debe de ser usada con  precaucidn y con el apoyo de ot

tipo de monitored.
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V CONCLUSIONES

Isaochrysis sp. Y IThalassiosira pseuwdonana pueden ser
cultivadas a nivel semimasivo (10 L) en un  sistema
semicontinua, con diluciones Aptimas de 404y 30-50%

(alternada) para la primera, y de 50%Z para la segunda.

Skeletonema menzelii es una especie cuyo potencial

para la produccitn de biomasa se podrd determinar después

de que se establezca una técnica de cultivao apropiada.

EFn cultivoe estltico, Iscchrysis sp. presenta  una
variacitn porcentual en su contenido protéico y un aumento
en su pess secao, peso orglnico y porcentaje de cenizas,

conforme avanza el tiempo.

Thalassiosira pseudonana presenta altas tasas de

crecimiento. En cultive esthtico su contenido proteico
decrece conforme el tiempo avanza, mientras gque su pesao
seco, peso orgénico y su porcentaje de cenizas se mantienen

constantes.

Skeletonema menzelii presenta una curva de crecimiento

similar a Thalassicsira psgeuwdonana, durante la cual su peso
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seco y peso  orglénico disminuyen grandemente y en forma

rapida, el porcentaje de cenizas se mantiene constante y su -

contenide protéico aumenta con el tiempo de cultivo.

pefiriendose a produccidn, lsochrysis sSp. presenta la
opoibn de ser cultivada a diferentes razones de dilucidn,
dentro de la fase de creciments lentwo, obteniendo ceélulas

con caracteristicas similares.

La utilizacidn de Thalasgiosira pseudanana s una

buena opcidn  cuando se quiera contar con un cultivao de
crecimientn répido y con densidades celulares medias, que
en rcualquier momento puede satisfacer las altas necesidades

de el acuicultor.
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V1 RECOMENDACIONES

FPara el cultiva de Iscchrysis sp. y Thalassiosira

pseudonana se recomienda que las condiciones de  cultive
descritas como dptimas en este trabajo se tomen sblo coma

un antecedente para establecer las técnicas adecuadas al
sistema que e esté disefando. Esto se debe a que las
condicicones de cultive nunca serhn iguales, lo cual  puede

causar reacciones diferentes de la microalga.

El acuicultor que cultive Isochrysis sp. en un siastema
semicontinuo y la utilize como fuente de protelna, tendr&
la posibilidad de variar la razbn de diluci&n en base a la
biomasa requerida, dada la poca variacidn  en contenido
protéico de la célula. Esto podria permitir un  ahaorva en
costos de produccidn, dada la menor necesidad de &reas Yy

val timenes dedicados al cultivo.

Thalassicosira pseudonana es  una microalga  de

crecimiento rApido, cuyo cultivoe es relativamente caro dada
la alta concentracitdn de silicatos que necesita, pero  que
puede servir, en algln momento, como  wuna alternativa de
alimento o ser utilizadg en dietas mixtas por @l

acuicultor.

Los medios de cultive, en los. que se quiera crecer
Skeletonema menzelii  deberbn de contar afuly] altas

concentraciones de silicatos y tal vez una menor proporcifn

104
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del medio f de los otros nutrientes. Para establecer una
técnica adecuada de cultivo tendrb que tomarse en
consideracidbn la necesidad de emplear tasas de dilucidn muy

elevadas.

Cuando se realize un anllisis del contenido protéico
de cualquier microalga cultivada, se recomienda que
primeramente se determinen las condiciones sptimas de
extraccidn y que se establezcan técnicas estandar para cada
especie. Datos cbtenidos con técnicas diferentes tendrian
que ser comparados con  cautela, sobre todo  cuando N se

cuente con informacidén sobre la técnica de extraccidn.
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