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I.- RESUMEN

Se propone un cultive de microulgas utilizando desechos orgdnicos,

Se usaron materiales orgdnicos de desecho como: Excreta de conejo,
Caparazén de camarén y Gallinaza (Excretas de galling) como fuente de
nutrientes en el cultivo de dos especies de Oumaliella (Chlorophyta) Dunaliella
tertiolecta (Butcher) y Dunaliella salina, (Dunal) Tecdoresco: con el objeto de
producir cultivos masives a bajo costo de microalgas para dlimento en
acuacultura,

Los cultivos fueron realizedos en diferentes niveles en relacién al volumen y
tipe de recipientes empleados { matraces con 400 ml; en garrafones con 16
Its., y en bolsas con 12 Its, de medio respectivamente ). Todos los cultives
fueron sometides a las mismas condiciones de Temperatura, pH, Aireacidn y
Salinidad. También fué utilizado un medio semi-sintético como testigo en cada
lote o experimento,

~ La duracién de los cultivos fué variable, siendo un promedio de 14 dias para

el nivel matraz [cultive por lote]: 18 dias en garrafén y 20 dias en bolsa
[cuftivos masive]. Periédicamente se tomaron muesiras, los cuales fuereon
usadas en la determinacién de los pardmetros fisico-quimicos mds importantes.

Al concluir los experimentos, se realizé un andlisis bromatolégico para

determinar la calidad nutricional de las microalgas como alimento, asi como la

~importancia como fuente de nufrientes de los sustratos orgdnicos elegidos v
del cultivo testigo.

Los cultivos con caparazdn de camarédn y gallinaza arrojaron los mejores
resultades con respecto a la densidad celular y la calidad nutricional. Por lo
anterior existe la posibilidad de abatir costos en la produccién masiva de estos
microorganismos que- son a su vez indispensables para la dieta de especies
potencialmente importantes en lo acuacultura de crustdceos, moluscos vy
algunos estadios de peces.




II.- INTRODUCCION

La acuacultura es una actividad importante de dmbito cotidiano en muchas
regiones del pals, con propdsitos que tienden a aumentar la disponibilidad de
proteinas tanto para auteconsumo humano como a nivel comercial v esto se ve
favorecido con inversiones crecientes del sector privade y del esfuerzo de
sectores sociales que generan empleos y divisas ( Herndndez y Garcia, 1980 ).
También es importante el avance cientifico-tecnoldgico que con gran rapidez estd
transformande los sistemas de produccidn de climento ( Bardach, y col, 1986,
Jiménez, 1988 ). Es por ello 'que. las nuevas estrategias van dirigidas a obtener
rendimientos mds elevados gracias a la generacién de energéticos que ahorran
esfuerzo fisico, de sustancias quimicas que acentdan el control de enfermedades
asi come la generacidn de variedades de elevado rendimiento que favorece la
economia del preductor y consumidor ( Vergara y De La Garza, 1988 Herrera,
1988 ).

La acuacultura en nuestro pais, se basa principalmente en el manejo de
especies aléctonas (Arredondo y Judrez, 1986, Guzman, A., y cof, 1979 Martinez,
J. y Abrego, A, 1986 ). sin embargo cabe destacar la existencia de numerosas
especies nativas susceptibles de cultivo, las cuales ofrecen diversas ventajas que
las hacen recomendables para ser utilizadas en cuitivos extensivos e intensivos
( Coll, 1983: Rivera y Orbe, 1990).

El alimento es uno de los principales factores limitantes en las prdcticas
acuaculturcles, ya que un organismo mal alimentado es mds susceptible a las
enfermedades y tolera menos las variaciones de los factores fisico-quimicos del
medio en que se desarrolla (Martinez, y col,, 1988 ); este problema en acuacuitura,

actualmente no se ha podido superar, sebre todo la disponibilidad de alimento vive

de buena calidad nutricional que garantice mejores rendimientos en los sistemas
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de cultivo {(Martinez, y cof, I?SB ) sin embargo, sélo se ha buscado satisfacer
-estas necesidades mediante la formulacién y elaboracion de alimentos balanceados
que, por una parte representan un alto costo y por otra no son adecuadamente
aprovechodas en las etapas requeridas (Jiménez, 1988: Morales, 1990).

A este respecte, la utilizacidn de organismos fitoplancténicos se presenta
como una excelente alterngtiva, ya que constituyen el primer estabén de la cadena
tréfica y su culfivo bajo condiciones controladas ha cobrade gran impartancia; sen
¢l soporte nutricional en alguna etapa larvaria de diversos organismos cultivables
de interés comercial como: estidn, almeja, callo de hacha, ebuldn, mejillén,
camardn, langostino, retiferes, cladéceros, artemias, copépodos y algunas especies
de peces de agua dulce y salada (Brewer y Goldman, 1976; Epifanio y Ewart, 1977;
Soeder, 1980 Ukeles, 1950 Sandbank, 1980; Persocne y Claus, 1980; Fabregas y
Herrero, 19835, Gutiérrez, 1988; Buovtista, 1989 Ldpez, 1997 ). Cabe destacar
que, en un cultivo controlade de camardn, en su fase larvaria protozoea requiere
de 50,000 cel./ml de microalgas para lograr una sobrevivencia superior af 70%
{Orbe y Arias, 1987).

Existe una gran variedad de microalgas con excelentes caracteristicas para
ser tomadas en cuenta en cultivos bajo condiciones controladas, usando
substancias nutritivas en la preparacién de medios y manteniendo estables los
pardmetros fisicos-quimicos (Guillard, 1975; Ortega, H., 1984 Richmond, 1990 )
dentro de las especies importantes podemos mencionar a: Isochrysis galvona,
Monochrysis luthery, Skeletonema costatum, Tefraselmis suecica, Telraselmis
chuii, Nitzchia closterivm, ODunaliefla tertiolecta, Dunaliella salina, Chaetoceros
caicitrans, Chaetoceros gracilis, Chlorella sp., Thalassiosira sp., y Ciclotelfa
naana ( Umebayashi, 1972 Chastel, 1980 Spectorova, y col, 1986, Benemann, y
cof, 1987 Pauw y Persoone, 1988; Bautista 1989),

Las microalgas de origen marine se encuentran catalogadas entre los
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organismos de ofto valor nutricional, debido a que poseen una gran capacidad de
sintetizar y metabolizar: carbohidratos, materiales fibrosos, proteinas, lipidos,
vitaminas y minerdles, asi mismo presentan tiempo de generacidn corto, de
aproximademente 24 horas (Aaronson, y Oubinsky, 1980 Fobregas y HMerrero,
1986, De La Notie y Pauw, 1988, Herndndez y Rodriguez, 1988 ).

El empleo de cultivos de microalgas como alimento en acuacultura representa
una serie de ventajas, entre las que podemos destacar: Son una fuente constante
de alimento vivo de alto nivel nutricional adecuado para el organismo consumidor:
son fécilmente aceptados y asimilados; tfienen una mayor permanencia en
condiciones de accesibilidad para el consumidor; produce un menor deterioro en la
calidad del aqua (Martinez, y col, 1988).

El género ODunaliella se destaca dentro de esté gran diversidad de
microorgonismos fitoplantonicos, debido a sus caracteristicas morfolégicas vy
fisiolégicas ya que pueden ser usadas en diversos tipos de cultivo y para fines
especificos; viven en hdbitat marino siendo halotolerantes en dreas con luz solar
abundante y temperatura moderada a través del afio (Ben-Amotz y Avron, 1983 )
se desarrollan éptimamente en concentraciones de 6-12% de NaCl, aunque pueden
adaptarse a diferentes salinidades (Latorella y Vades, 1973: Borowitzka, M. y
Borowitzka, [.,.1988 ). acumulan canfidades importantes de metabolitos como:
glicerol y carotenos en .condiciones de alta intensidad de luz, salinidad,
temperatura y deficiencias mutricionales, como el N; carecen de pared celular, o
cual hace mds fdcil su digestién por aquellos organismos que se alimentan con esta
microalga {Ben-Amotz, Edelstein y Avron, 1986, Lopez, 1997).

Con respecto a las técnicas de cultivo de microalgas, existen diversos criterios
éué han permitido a los in#esﬁgndores realizar clasificaciones y disefios de
és?os métodos, las mds importantes son: por nimero de especies, ( cultivos

monoespecificos y poliespecificos }: cultivos axénicos y no axénicos; considerando
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la salinidad ( cultivos de organismos marinos o de agua dulce ); tipos de recipientes
para cultivo {cerrado y abierto), por lote; continuo; pequefa y gran escala, Sin
embargo la preferencia estd en funcién det objetivo a alcanzar, aunque algunos
autores recomiendan los cultivos monoespecificos, no axénicos y a nivel comercial
el cual es usado en la produccién de dlimento vivo de bajo costo ( Palmer, v cof,
1974 Cdceres, 1975; Coll, 1983; Torrentera, 1983; Reynoso, y col., 1990 ).

La utilizacién de substancias quimicas para enriquecer el agua de mar para
preparar un medio semisintético que permita el desarrollo de microalgas marinas,
generaimente implica un costo elevado: este problema ha ocasionade que algunos
cientificos desvien su atencidn para encontrar fuentes que generen macro y
micronutrientes asi como vitaminas, de bajo costo coniribuyendo de estd forma
que, la produccién de alimenta vivo no sea onerosa (Mclachlan, 1964: Fabregas, y
col, 1956 ).

Una buena alternativa ha sido el empleo de fertilizantes como fuentes de
nutrientes en el cultivo de micreclgas, sin embargo presentan inconvenientes gue
reditian en el costo de las mismas y en la calidad de los cultivos (Granades y
Biickle, 1984; Corsini y Karydis, 1990 Edward, W. y cof, 1994 ). £l use de
desechos orgdnicos come estiércoles digeridos de conejo, gallinaza y caparazén de
camarén u otros, no se han empleado actualmente para estos fines y no se ha
encontrado en la literatura ninguna investigacion en curso que tenga este sentido y
sin embargo pueden representar econémicamente una excelente fuente de
nutrientes para la produccién masiva de fitoplancton, de buena calidad nutricional,

Para propdsitos del presente trabajo fueron seleccionados los cultivos
monoespecificos, con los sustratos orgdnicos antes mencionades y dos

cepas del género Dundliella: 0. -salina y D. tertiolecta.
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IIT.-ANTECEDENTES
3.1.-GENERALIDADES

Una gran cantided de algas microscdpicas han sido cuitivadas durante muchos
afios, utilizando diferentes técnicas sin alcanzar todavia los niveles deseados para
utilizarlas como alimento: sin embargo es importante mencionar que las
investigaciones sobre cultivos masivos se sitia en los afios 40 en Alemania con el
desarrollo de técnicas para el cultivo continuo. Los trabgjos realizados por Spoehr
y Milner, 1949, abrieron la posibilidad de la utilizacién comercial de las microalgas,
mostrando que la composicién quimica ( lipidos y proteinas ) de algunas especies
padia ser modificada como una respuesta a las condiciones de cultivo (Ramos y
Salazar, 1997).

En 1953 se realizé una publicacidn respecto a la indusirializacién y
comercializacién de Chlorefla en polvo y comprimidos como complemento dietético
en el Instituto de Carnegie en Washington y 4 afos mds tarde en Tokio, Los
cultives maosivos de Scenedesmus en canales de corriente rdpida “raceways"
iniciado por Gummert y col, 1953; se vieron mejorados por las numerosas
innovaciones introducidas por Sceder, 1979. Los cultivos masivos de Spirvlina
producidas en varios paises, principalmente en México son una realidad
actualmente ya que sus fines son comerciales (Ramos y Salazar, 1990).

Los cultivos masivos de los representontes del género Ounaliefla han recibido
una especial atencion en las dos ultimas décadas, debido a sus grandiosas
bondades como dlimento para maricultura (Davis y Guillard, 1958 ), como fuente
de B-caroteno (Massyuk, 1966, Gémez, y cof,. 1992 ). y de glycerol (Ben-Amotz, y
Avron, 1980),
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3.2.- EFECTO DE FACTORES AMBIENTALES EN EL
CRECIMIENTO DE Dunaliella

La moyoria de los trabajos recientes con microalgas han permitido conocer ung
gran diversidad de técnicas de cultivos: éstas a su vez nos indican las ventajas que
se generan cuondo existe un adecuado control de los factores ambientales:
concentracion Gptima de macro y micronutrientes que son indispensables para el
crecimiento de las ¢cepas seleccionadas (Guillard, 1975).

Dunaliella siendo una microalga que pertenece ol fitoplancton marino, tiene una
gran impartancia ecoldgica, ya que constituye la base de cadenas tréficas de
muchos ecosistemas acudticos: son el alimento de una gran diversidad de
organismos principalmente los pertenecientes al zooplancton como son: rotiferos,
crustdceos, clodéceros, copépodos, organismos filtradores como son los
moluscos y de algunos representantes de phyla superiores de animales (Darley,
1887,

321.-LUZ

La fuz es un factor fisico-quimico de gran importancia esi como la femperatura
y las substancias mufritivas las cuales determinan la productividad primaria de
muchos ecosistemas acudticos (Sevifla, 1977: Ldpez, I, y col,, 1994).

Las microalgas son organismos fotoautéirofos que requieren de cierta
cantidad de iuz, con determinada longitud de onda, para levar a cabo
eficientemente la fotosintesis (Sze, 1993},

En los mares y en los lagos salados la disponibilidad de luz que tienen las
microalgas depende de verios factores: posicidn geogrdfica, hora del dia, estacidn,

movimientos del agua, intensidad de los vientos, nublado det cielo, etc, y la
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cantidad de luz por (o general es muy poca (Sevifla, 1977).

Lo mayoria de las especies de microalgas que se encuentran en sistemas

naturales se adaptan rdpidamente a las variaciones de luz durante el dia asf camo - =~

en las estaciones; esta capacidad se debe a que los pigmentos fotosintéticos como
carotencides, biliproteinas y clorofilas asumen funciones importantes en la
absorciton de energia luminesa durante la fotosintesis (Darley, 1987),

La iluminacién empleada en los diferentes tipos de cultivo, pueden ser de
origen natural (luz solar) o puede ser artificial; y la cantidad debe ser dptima
aunque ésta puede ser variada por efecto de la cantidad de nutrientes, densidad
celular, profundidad y forma de cultivo (Cofl, 1983),

Se ha comprobade que la mayoria de las especies de microalgas cultivadas en
fos .Ioborafor'ios crecen mds rdpido con ciclos de luz blanca continua que con
ciclos de luz-oscuridad (8rand y Guillard, 1981) por lo cual ha sido empliamente
recomerdado la fuz blanca fluorescente fria de 200 lux para especies de
crecimiento lento y de mds de 15000 lux, para especies de crecimiento rdpido
(Mathiessen y Torner, 1968 Droop, 1969, Umebayashi, 1972 Guiflard, 1973 (a)
Baalen y Edwars, 1973; Hemerink, 1973; Starr, 1973; Aquacop, 1978; Ukeles,
1980; Brand, L., y 6uiflard, R, 1981, Trotta, 1981 Coll, 1983).

322-TEMPERATURA

Indudablemente éste es otro de los factores ambientales de gran importancia
ecoldgica; su variacién en log mares, en los lagos o en los cultives puede afectar los
procesos bioquimicos de las microalgas (Darfey, 1987 ). es igualmente importante
en otras caracteristicas fisicoquimicas del medio: por ejemplo: la viscosidad dei
agua qumenta cuando disminuye la temperatura; la salinidad del agua en general

aumenta af subir la temperatura (Sevilla, 1977): es una variable imporiante en el
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proceso de recambio debide a su bien conocido efecto sobre la densidad del agua
y por lo tanto sobre su estobilidad ( Darley, 1987, Lépez, I, y cof, 1994 ).

Al aumentar la temperatura en los cultivos o en los ecosistemas naturales, se
eleva Ja tasa de crecimiento hasta un valor 6ptimo, después del cua! disminuye, con
frecuencia drdsticamente (Jiménez y Niell, 1990 Sze, 1993 ). La mayoria de las
algas marinas crecen adecuadamente a temperaturas que van desde los 15 a 30°C
y en especial Dundliella es un microorganismo tolerante a altas tempercturas,
siendo el éptimo entre 20 y 30 OC (Gibor, 1956; Yurina, 1966 Borowitzka, 1981 ).
Se ha comprobado que presenta una mayor folerencia a altas temperaturas, si
el medio de cultivos se enriguece con vitaminas y factores de crecimiento (Sze,
1993}

3.2.3.- pH

Es ofro de los pardmetros imporiontes que regulan el crecimiento de las
poblaciones de micrealgas. El agua de los océanos y de los lagos salados es
ligeramente alcaling y el valor de su pH fluctda entre 7.5 vy 8.4, aunque estos
valores pueden variar ligeramente en funcién de la temperatura y de la salinidad
(Sze, 1993 ). El pH dptimo del medio de cultivo para el crecimiento de microalgas,
deperde de la especie, pero suele estar camprendido entre 7y 9 (Coff, 1983 ). Los
métodos que se utilizan para controlar el pH del medio de cuftivo incluyen:
aireacién (mezcla de aire con bidxido de carbono); adicidn de productos quitnicos y
uso de tampones {carbonato - bicarbonato). La fotoesintesis provoca un aumento de
pH y el resto del metabolismo de las células lo reduce (Fogg, 1975 Brewer y
Goldman, 1976; Reyes, 1990). '

Las especies del género Dunaliefla son tolerantes a los cambios de pH y pueden

desarrollarse en ambientes con valores de pH de 5.5 hasta 10 (#McLachian, 1964).
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3.24-SALINIDAD

La sdlinidad del ogua, representa la cantidad de sdlidos disueltos en un
kilogramo de agua; en el mar éste factor, junto con la temperatura, la luz y el pH
determinan la distribucién de las microclgas y su crecimiento. La tolerancia a la
‘variacién de salinidad de las diferentes especies de microalgas suele ser amplia y
puede estar comprendida entre 12 y 40 o/00 (Co/t 1953 ).

La salinidad éptima pora muchas especies de microalgas marines es alrededor
de 20 o/¢0, sin embargo algunas especies pueden presentar variedades naturales
adaptadas a bajas y/o daltas selinidedes, como es el caso de Duaaliella que puede
sobrevivir en aguas hipersalinas de algunocs lagos y mares como el mar muerto

( Sassy Ben- Yaakov, 1977, Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988).

3.3.- EFECTO DE NUTRIENTES EN EL
CRECIMIENTO DE Dunaliella

331.-MACRONUTRIENTES

La utilizacion de los nutrientes se lleva a cabo a través de los sistemas
enzimdticos especificos, regulados por energia y limitados por fa membrana que
genera conceniraciones intracelulares (nutrientes) como sustratos para los
diferentes procesos metabdlicos (Darley, 1987 ). Son pocos los elementos
considerados como macronutrientes o componentes esenciales que constituyen

organelos celulares, que influyen en el crecimiento y desarrolfo de las microalgas,

tos mds importantes son: Carbono, Nitrégeno, Fésforo, Azufre, Potasio y Magnesio
(Coll, 1983 ).
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3.3.1.1.- CARBONO ¢

Siendo un microerganismo autétrofo Dunaliella requiere carbono inorgdnico,
que es uiilizado por la célula para ser fijado a través de la fotosintesis (Turpin,
1991 ) y es muy importante en el crecimiento de las microalgas. Las fuentes mds
comunes de este elemento son: bidxido de carbone, carbonatos y bicarbonatas que
se encuentran disueltos en el agua, cunque las concentraciones de dichos
compuestos vorian en gran medida en los diferentes ecosistemas acuéticos. La
cantidad de bidxide de carbono en los cultivos puede ser un factor limitante para
el crecimiento de las microalgas (Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 ). Este gas
se afiade al medio de cultivo mediante el uso de tanques de alta presién que

contiene la mezcla dpropiada de dire con biéxido de carbono (Cofi, 19837 ).

3.3.1.2.- NITROGENO N

La mejor fuente de nitrdgenc pera Dunaliefla es nitrato de sodio, aungue
también puede utilizarse sales de amonio, urea y nitritos (Jiménez y Niell, 1990;
Jiménez y Niell, 1991 Markovits, y col, 1993 ). Paasche, 1971, abservé que el
desarrollo celular de D. tertivfecta fué un 30% mds rdpido, cuando se usé amonio
como fuente de nitrdgens, que coh nitrato y el sugirié que el mayor contenido de
enzimas fotosintéticas fué responsable de este porcentaje. El nitrégeno es
también utifizado como materia prima para la sintesis de proteinas y dcidos
nucleicos, compueétos de gran importancia para la célula (Coff, 1983 ). Los nitritos

y la urea pueden ocasionar la muerte celular cuando no se usan las concentraciones
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adecuadas { Terry, y col, 1985 ). La deficiencia de nitrégeno en sistemas naturales
o en los medios de cultive varia la composicién quimica de las microalgas
(Fabregas, y cof, 1989).

3.3.1.3.- FOSFORO P

La concentracién dptima de fosfato para el crecimiento de Ounafiela es de

-0.02 a 0.025 g/1 de KaHPQ4, sin embargo existen algunos ecosistemas marinos

donde la concentracisn de este compuesto puede exceder los 5 g/i por lo que el
crecimiento de las rﬁicrouigas se inhibe (Borowitzka M. y Borowitzka L., 1988 ).
Este élemen'ro al iqual que el nitrégeno es muy importantes en los procesos de
respiracién” celular, ademds forma porte de la estructura de compuestos

importantes como: -ATP, ADP, AMP, algunos ominodcides, dcidos nucleicos vy

- fosfolipidos entre otros (Terry, y col, 1985 ). Dunaliefla tiene gran capacidad de

almacenar fosfatos en forma de grdnulos citoplasmdticos, los cuales actian como

reservorio de fésforo (Darley, 1967

3.3.1.4.- AZUFRE S

El ozufre pertenece al grupo de los elementos considerados como

macronutrientes, ya que lleva a cabo funciones muy importantes formando parte

. de algunos eminodcidos como: cistina, cistefna y mefionina; ademds de ser un
. constituyente esencial de proteinas, es activador de algunas enzimas; también se

. les encuentra en la bioting, fa tiamina y la coenzima A. Existen algunos compuestos

especificos en ciertas éspecies de microalgas que incluyen of azufre en sus

moléculas, tales come sulfolipidos, compuestos sulfonados y polisdcaridos
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esterificados: tienen una funcién importante en la formacién y estabilizacién de
la estructura terciaria de enzimas y otras proteinas. O Kelley, 1974, determind
que es indispensable para la division celular y su ausencia puede irhibir el

crecimiente de las microalgas. La fuente mds importante de este elemento es el
sulfato [$04-2] (Massyuk, 1966 ).

'3.3.15.- POTASIO K

- El potusio esta relacionado con el mantenimiento del balance idnico; interviene
en algunas reacciones cataliticas como activador de enzimas; estd enlazado
ionicamente a la enzima piruvato-quinasa, que es esencial en el proceso de
respiracién celular y en el metabolisme de carbohidratos {&idwell 1978 ), su

IQUSencia puede provocar la inhibicidn de la divisién celular (O'Kelley, 1974 ); las
fuentes que pueden utilizarse en los cultivos son KNO3 v KHoPO4 (o, 1983 ).

'3.3.1.6.- MAGNESIO Mg

€l magnesio es un componente importante en la estructura de fa molécula de
~clorofila; se encuentra involucrado en la estabilizacidn de los ribasomas, por lo que
Su qusencia puéde. detener la sintesis de RNA (O'Kelly, 1974 ); participa en
- "numerosas reacciones enzimaticos de diferentes maneras, ya que puede servir de
| enlace entre una enzima y un sustrato (8idwed, 1978 ) su deficiencia provoca.

varios desordenes internos entre los que se incluyen la alteracién del metabolismo

det nitrégeno y la acumulacién anormat de carbohidrasoes y polifosfates (O'Kelly,
1974 ), '
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13.3.2.- MICRONUTRIENTES
[ Fe, Mn, Cu, Zn, Mo, V, B, Cl, Co, Ca, Si, Na ]

~ Los micronutrientes son ~elementos que requieren las microalgas en
' concentraciones minimas; sin embargo desempefian funcicnes importantes como
catalizadores o vreguladores de diversas reacciones dentro de la célula (Ax/er,
y col, 1980 ). estd demostrado que pueden afectar el crabimienf_o de las.
microalgas cuando las concentraciones son deficientes o cuando sus niveles son
altos (-.Ramos, 1993 ); En las reacciones cataliticas pueden formar complejos
discciables con agentes quelantes (Darley, 1987 ).
| Kaplan y Richmond 1986 consideran que fos micronutrientes deben presentar
caracteristicos importantes para su requerimiento: deben tener un efecto positivo
sobre el crecimiento de las microalgas; su efecto fisialégico sobre la céiula no
~ debe ﬁfecmr_.tqs c-amcferisﬁcas. fisicoquimicas del medio; no debe ser
reemplazedo por otro elemento y sus efectos por su deficiencia debe ser
- reversible,

El Fe, Co, Mn, Cu, Zn y Mo actian como cofactores de reacciones enzimdticas
en las diversas rutas bioquimicas; ademds algunes de estos elementos farman
pnr‘fe de las estructuras moleculares orgdnicas; el Manganeso y el Fierro se.
rlocdiizan en los sitios activos-de algunas enzimas; también pueden tener un papel
ésimﬂuml en los cloroplastos, el Manganeso de manera mds especifica que el
Fierro, ya que en condiciones de extrema deficiencia pierde su estructura y se
desintegra, provocando clorosis como sintoma mds aparente (Noro, {984 Reyes,
1990 ). s ' |
 El fierro es importante en la produccién de clorofila (O ‘Kelley, 1974 ), ademds

forma parte de lipidos, de los cloroplastos y de las mitocondrias (idwelf, 1978 ).
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El Cobre participa en algunos procesos enzimdticos formando parte de fa

“estructura de las enzimas polifencl-oxidasa y dcido ascérbico-oxidasa {(Sidwell

1978 ); se ercuentra en los plastocianina de fos cloroplastos. El Molibdeno tiene

como papel impartante el de participar en la reduccién y asimilacidn de nitratos y
en la fijocién de Nitrégeno elemental (Reyes, 1990 ). El Zinc participa en las .

~ sintesis de proteinas; se encuentra en el dcido ldctico, deido glutdmicoy enla -

pirimidina deshidrogenasa (Safisbury y Ross, 1978 ). El Cabalto es esencial para
algunas microalgas, aunque se requiere en pequefiisimas cantidades, su principal

papel en los cultives es el de estimular el crecimiento de las microalgas

. (O'Kelley, 1974)).

Los requerimientos de Ounaliella con respecto a los micronutrientes son: el
fierro de 1.25 hesta 375 mg/t, valores superiores a esta concentracién inhiben su
crecimiento (Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 ), de Mn es de 0.1 hasta 05

pp.m. (Noro, 1981 ). Con respecto & los ofros micronutrientes no se tienen datos

‘precisos.

El calcic es impertante en la sintesis de pectina; estd- involucrado en la

formocion de ndcleos y mitocondrias (Reves, 1990 ) sy deficiencia inhibe la

divisién celular o provoca que ésta sea incompleta en la que sélo hay mitesis sin

formacién de nuevos paredes ( Hellebust, 1976, Bidwell 1978 )
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3.3.3.- VITAMINAS

- Lo mayoria de tas especies de microalgas, requieren de concentraciones muy
pequefias de vitaminas, entre fas que destacan: vitamina Byp, tiamina o biotina. En
condiciones raturales los concentraciones encontradas van de, décimas a centenas
de ng /A (Provasoli y Carlucci, 1974). € papel de lns vitaminas esté relacionado con

el crecimiento y reproduccién {Sevifla, 1577 ).

3.4.- DISTRIBUCION ECOLOGICA

La distribucién ecolégica del género ODunaliefla es muy amplia, siendo un
constituyente del fitoplancton y base de muchas cadenas tréficas importontes de
ééosisfemas marinos (Dellarossa y Cifuentes, 1991 ). Dunaliella pertenece a la
minoria de las microolgas que se multiplican en hébitats extremos (Massyuk, 1966;
Spectforova, y col, 1982 ) sobreviven en salinidades de 0.1 hasta 5 M de Nact
(Ben-Amotz y Avron, 1983; Javor, 1985%; Richmond, 1990; Jiménez y Niells, 1991 ).
Sﬁn embargo son dominantes en medios hipersalinos como son las aguas del mar
mﬁerto en Israel, el gran lago salado de Utah ¢ los lagos hipersalinos del volle de
Natrum en Egipto (Post, 1977 Brock, 1975 Imbof¥, y col, 1979 Borowitzka, M. y
Borowitzka, L. 1988 ).

La copacidad de Ounaliella pora sobrevivie en estas condiciones de salinidad

. depende de su habilidad_ para sintetizar altas concentraciones de glicerol
intracelular que les permite mantener el balance osmético con lo concentracién de
sal extracelvlar ( Borowitzka y Brown, 1974 Borowitzka, M. y Borowitzka, L.
1988 ). | '
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.Dumliella es una de las principales microalgas que generon la productividad
primeria en aguas can ung salinided mayor del 20% vy temperh‘rums superiores a
los 309C con pH = B0, asi como altas concentraciones de magnesio ( Mg*?) y
sulfatos (804-2) (Volcari, 1944 Oren y Shilo, 1982; Borowitzka, M. y Borowitzka,
L, 1988 ) _

Las poblaciones naturales de Dunafieffa presentan distintos tendencias
estacionales con respecto a su densidad: en el mar muerto es mds abundante a
mitad de verano cuando la temperatura del agua excede los 30 9C (Oren, 1981

Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 ), predominande en la superficie o a pocos

' centimetros de profundidad; sin embargo algunas especies se han encontrado a una

mayor profundidad, y tienden a emigrar hacia la superficie o hacia los sedimentos
en cuerpos de agua poce profundos: esto ocurre cuando se presenta algune .
variagién en la ‘infansidad de luz (Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 }; éste
patrén de migrﬁciﬁn muestra en porte, la respuesta fotosintética de las microalgas
a la gran intensidad de luz. Algunas poblaciones de algas pueden ser desplazadas
sobﬁe la superficie del agua debido al viente o a la turbulencia (Sze, 1993).

La élfu salinidad del agua en la cual Oumaliella vive, reduce grandemente el
nimero de predadores. A salinidades superiores de 25%, uno de fos depredadores
de género es el protozoaric Bodo sp.y a un poco menor de esta salinidad puede ser
el flagelado Hetercamoeba sp. y el ciliado Cladotricha sigmoidea {Post, y col,
1983 Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 }. Si la salinidad es menor a 20% sus
depredadores mds comunes son el ciliado Fabrea salin y Artemia salina, los cuales
pueden reducir séver‘amente una poblacién natural de Dunaliella (Sorowitzka, M. y
Borowitzka, L., 1968 ).

En sistemas naturales los factores limitantes para el desarrollo de Dunafiella
son: la concentracién de nutrientes, COp, luz, asi como la gran diversidad y némero

‘de depredadores, (Sze, 1993 ).
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Dub'ah‘clla es también excepcionalmente tolerante a metales pesedos como el
cobre ( Lustigman, 1986 ): plomo (.Mandeﬂé 1969 Pace, y col,, 1977 Borowitzhka, M.

 y Borowitzka, L., 1988); cadmio (Jenning y Rainbow, 1979, asi come hidrocarburos
clorados como el D.D.T,, algunos de estos elementos son componentes esenciales de
molécvlas vitales como el Mg en la clorofila, el Fe de los citocromos y
ferrodoxinﬁs; el cobre de las plastocianinas, las metalproteinas y los
metolflavoproteinas (Ramos, 1993 ). ademds estos metales parﬁ&ipén en alguna de

las rutas metabdlicas de las microalgas (Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 ).

36-TAXONOMIA

REINO: Protista

- CLASE: - Chlorﬁphyceae

ORDEN:  Volvocales

FAMILIA: Polyblepharidaceae

GENERO:  Dunaliella

ESPECIES: D.terticlecra (Butcher) y 0. safina (Dunal) Teodoresco:
(Borowitzka, M, y Borowitzka, [, 1968).

I < primero en describir este género fue Teodoresco (1905) asi como Dunalielia
-salina, la cual fue nombrada en honor a 'M. F. Dunal quien reconocié las
caracteristicas de -esm especie ( Dunal 1937, sin embarge de las 29 especies
reconocidas actualmente paro este género Dunaliella tertiolectay Dunaliella safina
son las especies mds estudiadas para cultivo masivo (Fabregas, y col, 1986 ). honor

asu gren copacidad para acumular metabolitos como es el gliceral y carotenos en
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condiciones especiales de luz, sdalinidad, femperatura y materidles nutricionofes

{Ben-Amotz y Avron, I1980; Dellarossa y Cifuentes, 1991 ).

3.6.-MORFOLOGIA

LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MAS IMPORTANTES
PARA EL GENERO SON:

‘Microalgas unicelulares de color verde, muy similares morfoldgicamente a
Chiamydomonas (Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 ), distinguiéndose de este
género principalimente por la ausencia de pared celular, (Ofiviera, y col, 1980: Kiut,

- Bisalputra y Antia , !983; Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 } su membrana
citoplasmatica puede | ser observada claramente a través de un microscopio
electranico, especialmente durante la fase estacionaria del crecimiento celular

(Mé/konfan y Preisig, 1984 Borowitzka, observacidn o publicads ).

e
S

Dunaliella
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Mancha ocular .. hparato de Golgi

Nucleo

Nacleolo

Vacuolas
Mitocondria
Almidon
Pirincide
i Cloroplastos
Carotenos

Dunaliella

Dunaliella presenta formas muy variadas, las cucles pueden ser esféricas,

- elipssidales; sin embarge la forma oval es la mds representativa para el género;

presenta radio bilateral o dorsiventral simétrico o formas asimétricas: las cuales

pueden ser cambiadas bajé condiciones desfavorables, siendo [ esférica la mds
" frecuente en estas condiciones (Sze, 1993 ).

Los tamafios son varigbles que van de 4 a 10 micras de ancho y 15 micras de
largo (Richmond, {550 ). Presentan gran movilidad debido a la presencia de dos
flagelos apicales de igual tfamafio (Richmond, 1990 ).

‘El eloroplasto ocupa aproximadamente la mited del volumen celular v contienen
un gran pirencide central rodeado por grdnules de polisdcaridos (Richmond, 1990).
La generalidad de las especies presentan una mancha ocular lateral llamada estigma

(Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1986 ).
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3.7.- REPRODUCCION
( ASEXUAL Y sexwﬁ.)

La reproduccidn asexua) es por divisién binaria, en Ja cual la célula madre se

segmenta longitudinalmente formando dos células hijas idénticas { Borowitzka, M. y

: Barmh'fzka, L., 1988 ). Bajo. ciertas condiciones la célula también puede formar

palmela con una gruesa capa de mucilago o raramente quistes (aplanospora) con una
gruesa y dura pared. La oplanospora es formada usualmente bajo ciertas
condiciones exiremas como puedé ser una drdstica dilucién del medio o en un
ambiente seco { Borowitzka, M. y Borowitzka, L., 1988 ).

La reproduccidn sexual es por iscgamia, en donde dos células iguales (gametos)

se fusionan resultando un huevo o cigoto el cual crece adquiriendo un color verde o

rojo rodeado por una gruesa y lisa pared: el nicleo del cigoto se divide formando
hasta 32 células hijas las cuales son liberadas al romperse la membrana celular de
la célula madre ( Borowitzka, M., y Borowitzka, L., 1988).
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IV-OBJETIVOS

Obtener altas densidades y de gran calidad nutricional de las células en
los cultivos de Dunaliella tertiolecta y Dunaliella salina utilizando diferentes

sustratos orgdnicos de desecho.

Determinar la calided nutricional de las microalgas obtenidas de los

cultivos con medic semi-sintética asf como de los sustratos orgdnicos.

Utilizar diferentes técnicas de cultivo para la obtencién de caontidades

masivas de Dunaljella tertiolecta y Dunaliella salina,

28




V.-MATERIALES Y METODOS

5.1.-LAVADO Y SECADO DE MATERIALES

Todos los materiales que fueron utilizados (de vidrio, de pldstico y de metal)
fueron lavados rigurosamente con agua y jabén y cuando fue requerido se utilizé
mezcla crdmica y posteriormente fueron secados a temperatura ambiente o

también en una éstufa a 100°C duraente una hora.
5.2.~ ESTERILIZACION ( Stein, 1973 )

Todos los materiales de vidrio {matraces erlenmeyer de diferentes capacidades,
pipetas, cajas de petri, tubos de diferentes didmetros que se usaron en los tapones
y en los filtres) fueron esterilizados por calor seco en una estufa a 1509C durante

una hora aproximadamente.

Los medios de cultives contenidos en mafraces de 50, 250, 500 y 2000 ml, asi
“como: topones de hule, mangueras, frascos de pldstico; todos estos materiales
fuercn esterilizades por calor himedo en autoclave a 15 Ib de presidn o a 120 °C

durante 20 mimitos.

 Los medios de cultivo contenidos en garrafones y bolsas de pldstico con mds de

12 litres de capacidad fueron esterilizados con luz ultravioleta durante 12 horas,
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5.3.-CEPAS

Ounaliella terticlecta y Dunaliella salina

Estas especies de origen marino forman parte del cepario del laboratorio de

Ecolegia, Departamento de Zoologia, ENCB, IPN.

Las microalgas son mantenidas con medios sintéticos en matraces de diferentes
capacidades, segin el caso y conservadas en cojas de petri o en viales a

temperatura de refrigeracién.

Debide a las caracteristicas y propiedades morfoldgicas y fisioldgicas que
presentan D. salina y D. tertiolecta, asi como su uso en ACUACULTURA, el
conocimiento y experiencia que se tiene en el laboratorio de Ecolegia en relacién al
cultivo de estas cepas; fueron los aspecios mds importantes que se consideraron

para su eleccién y propdsitos del presente trabajo.

54.- MEDIOS DE CULTIVO (Mclachian, J., 1973; Stein, -
1973)

Los medios de cultivo semi-sintéficos usados en el crecimiento de las cepas
seleccionadas fueron: el medio de cultivo para el género Dunaliella y el medio de
Waine (#elm, Laing y Jones, 1979 &uillard, R, 1973 (b)) que han sido usados para
el mismo fin en el laboratorio de Ecologia, ENCB, IPN. Es necesario mencionar que
estos medios fueren utilizados para enriguecer al agua de mar, los cuales ofrecen

los requerimientos nutricionales que las microalgas necesitan para su proliferacion,

Los medios semi-sintéticos fueron usados para preparar los indculos y testigos en

fos experimentos.
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MEDIO DE CULTIVO PARA EL GENERO ODunaliella ( Borowitzka, 1988 ).

REACTIVOD CANTIDAD gl
Agua de mar a 22 ofoo
6.024

NaHCQ3 . 1.680

KNO3 0.505
MgSO47H0 1.232

CaCla.2Hy0 0.033

KHoPO4 0.014

Solucion de FeCly [ FeCly (32 mg) + EDTA (5.84 mg) ] [agregar 50 mi /{1 de medio]

SOL.DE ELEMENTOS TRAZA [agregar 10 ml/ fitro de medio]
Ha803 - 610 mg

I':‘InC12.4H20 | 4i mg

ZnCly 4.1 mg

CaCly.6H70 _ 51 mg

CuCh.2HO | _ 340 pgi o6

Cus04.5H,0 60 mg

MEDIO SINTETICO DE WALNE ( Helm, Laing y Jones, 1979 )

Soluciones que fueron usadas para enriquecer el agua de mar estéril.

REACTIVO CANTIDAD g/l
SOLUCION A

Fall3.6H,0 130
MnCLy4H20 : 0.36
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- H3BO3 336

EDTA _ 450

NatiPQO4.2H0 200  de esta mezcla se agrega
NaNGC3 _ 1000 It mlpor litro de medio
SOLUCION DE METALES TRAZA g/100 mi

ZnCip.6H20 _ 2.1

CoCla.6HRO 20

[NH4]l¢Mo70724.H2O 0.9  deesta mexclase agrega
CusO4.5H0 20 i ml por litro de medio
SOLUCION B mg/100 mi

Vitamina H 100

Vitamina B)3 ' 16.0 de esta mezcla se agrega
Vitamina B| 100.0 0.1 ml por litro de medio

- La concentracidn salina del agua de mar utilizada para la preparacién de los
medios de cultivo fue de 22 o/0o; pH de 8.0 y bajo condiciones de esterilidad le
fueren suministrados en cantidades adecuadas las soluciones patrén del medio de

Walne 6 el medio de Dunaliella

5.5.- SUSTRATOS ORGANICOS

- EXCRETAS DE CONEJO, CAPARAZON DE CAMARON Y GALLINAZA

Se realizé un andlisis bromatolégico de los sustratos orgdnicos elegidos para

determinar su contenide de humedad, fibra cruda, lipidos, proteinas y cenizas; de
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esta forma se pude valorar su posible uso como fuente de nutrientes para cultives

de microalgas.

Se prepard una suspensidn inicial utilizando 1 gramo de sustratoe orgdnico por ml
de agua de mar al 22 o/oo. Se dejé 7 dias para su digestién y posteriormente de

ésta suspension se reatizaren varias diluciones.

Lo primerd exploracién que se hizo para conocer el comportamiento de las
ﬁiéronlgus cultivadas con estos sustratos fue a través de diluciones 1.5, 1:10, 1:20,
1:40, 1:60, 1:80 y 1:200, posteriormente se probaron otras diluciones, las cuales
fueron las siguientes: 1:200, 1:800 y 1:2000.

5.6.- CULTIVOS POR LOTE ( Spectorova, y col., 1982 )

Los cultivos en matraces o por lote se Hevaron a cabo partiendo de cepas que
sen conservadas en viales a temperatura de refrigeracién; de chi fueron inoculadas
en motraces erlenmeyer de 125 ml de capacidad con 80 ml de medio, Para D. salina
se usd el medio de WALNE y para D. fertiolecta se utilizé el medio especifico para
Dunaliella. Estos cultivos fueron puestos a un periodo de incubacién durante 7 dias,
tiempo necesario para obtener una densidad celular de aproximadamente 05 de
absorbancia, leida a una longitud de onda de 660 nm: posteriormente se inocularon

_matraces de mayor tamafic para obtener las cantidades deseadas de células, las
cuales fueron utilizadas como indculos para cada uno de los diferentes bloques de

cultivos que comprenden este trabajo.
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; L e n e e T

CULTIVOS POR LOTE

Durante la primera etapa [cultivos por lote), se utilizaron matraces de 500 mi de
capacidad con 350 ml de medio y 50 m! de indculo, dividido en dos blogues. En el
primero se eligié a D. salina como cepa, los tres sustratos orgdnicos en las
diluciones 1:200, 1:800 y 1:2000 y un testigo en el cual se usé e! medio de WALNE.
En el segundo bloque se utilizé a D. tertiolecta, los tres sustratos con sus diluciones

y para el testigo se empleo el medio especifico para DUNALIELLA.

De éstos cultivos se flevé el registro periddicamente de la temperatura, pH, ¥

densidad celular
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5.7.- CULTIVOS MASIVOS (6oldman, J.. 1980)

Los cultivos masivos fueron realizados en dos tipos de recipientes: en garrafones
de 19 litros de copacidad, con 14 lts. de medio y 2 {ts. de indculo con una
absorbancia de 0.5 equivalente a 5.8 X 10° cel. /ml con ambas cepas y los tres
sustratos orgdnicos asi como sus respectivas diluciones, También se utilizaron
bolsas de polietilenc con 105 litros de medio 15 litros de indeulo; con Dunaliella
salina y solamente dos sustrates: caparazdén de camardn y gallinaze con dos
diluciones 1:200 y 1:800, ambos tratamientos estuvieron bajo condiciones fisico-
quimicas semejaﬁ?es. También se llevé el regisiro de la temperatura, pH,
absorbancia y cuenta celular. Es importante mencionar que se obtuvieron muestras
de todos estos cultives correspondientes a la fase estacionaria de la cinética de

crecimiento para su respective andlisis bromatoldgico.

3
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CULTIVOS EN BOLSA

5.8.- CONDICIONES DE CULTIVO

Temperatura: ambiente {20 a 329¢C)

Salinidad: 22 ofo0

pH: 8.0

Tluminacidn: continua con ldmparas fluorescentes de luz blanca de 100 watts
Aireacién: constante suministrada con una compresora; con un filtre conteniendo

una trempa de dlgoddn o fibra de vidrio; la cual permitié eliminar algunos

contaminantes,
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Estas condiciones prevalecieron en todos los cultivos,

Durante el crecimiento ( 7 a 30 dias aproximadamente ). diariamente se
revisaron: la aireacién, la iluminacién, presencia excesiva de bacterias o de
protozoarios; asi mismo se reclizé la reposicidn del agua evaporada durante cada
periede de 24 horas. Para determinar el pH, la salinided y la temperatura en cada
periedo de tiempo, se extrajo una alicuota de 3.5 mi, de cultive la cual se separaron
0.7 ml para la determinacién de proteina. posteriormente del resto de ia alicuota,
una parte se usé para la lectura de la absorbancia a 660 nm y cuenta celular en
cdmara de Neubauer y el resto para la determinacién de los otrog pardmetros (pH

y temperatura),

5.9.- DETERMINACION DE PROTEINAS POR LA
TECNICA DE LOWRY (Lowry, 1951 ).

Las proteinas son los componentes esenciales de los alimentos y se utilizan en la
sintesis y regeneracién de tejidos, asi como en la regulacidn de procesos

metabdlicos.

1.-De la muesira que se colectd todos los dias (0.7 mi) se le agregaron 0.3 ml de
NaCH N

2.-Se prepard un testigo, sustituyendo la muesira por agua destilada.

3.-Las muestras y el testiga fueron colocados en bafio Maria hasta su ebullicién

durante 10 minutos.

4.-Todos los tubos con las muestras fueron enfriados con agua corriente.

37




- B-Se akadieron 2.5 ml del reactivo D que fue preparado en el momento en que se
usd.
REACTIVO D [reactive A + reactivo B + reactivo ]

REACTIVO A [100 ml de NazCO3 ol 2% en NaOH 0.1 NJ

REACTIVO & [1.0 ml de CuSO45H20 al 1%]

ﬁEACﬂVO € [1LOml de tartrato de sodio y de potasio al 2%]
é.-Se incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos
7.-Se afiadieron 0.5 ml del reactivo de folin diluido 1:2 con agua,
8.-Fueron colocados en un bafio Maria a 379C en la obscuridad durante 30 minutos,

',9.-53 tomaron lecturas de fodas las muestras en un espectrofotémetro Baush &
Lomb a 660 nm.

CURVA PATRON
Tubo Cantidad de aibvimina  Agua  Concentracién en
sérica de bovino microgramos/ml proteinas,

1 | 05 45 50
2 10 40 100
3 15 35 150
4 20 30 200
5 25 25 250
é 3.0 20 300
7 35 15 350
8 40 10 400
9 45 05 450
10 5.0 00 500
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La férmula utilizada para calcular el contenido de proteings en fodas las
muestras de los diferentes cultivos, por medio de la técnica de Lowry fue fa

siguiente. -

interpolacion de la lectura en la curva patrén
mgde P/ml = ~-ceue-n Lt L EEE L L TR x  Dilucion
' cantidad de muestra / volumen empleado

5.10.- ANALISIS BROMATOLOGICO
( Whitehouse, y picos; 1984 )

Se le practicd un andlisis bromatolégico a los susiratos orgdnicos seleccionados
y de la biomasa algal obtenida con medio sintético (testigos), asi como la que se
obtuve con los sustratos orgdnicos de desecho. Las muestras utilizedas para este
fin se obtuvieron centrifugando los cultivos de los garrafones y de las bolsas de
ambas cepas cuando alcanzaron la fase estacionaria de la cinética de crecimiento de
cada tratemiento y de esta forma se determiné la calidad nutricional como alimento
de las microalgas y come fuente de nutrientes de los sustratos orgdnicos. Se
determing: contenido de humedad, extracto etéreo, fibra cruda, proteinas totales

Y cenizas.

5.10.1.- CONTENIDO DE HUMEDAD

La técnica empleada para determinar ef contenido de humedad, fue le de secado
por calor. El calor seco generado permitié la evaporacién del agus contenida en las

muestras, sin alterar su estructura.
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Material usade: cajas de petri, pinzas para crisol, horno, desecador, espétula
metalica, pesafiltros y balanza analitica,

Procedimiento:

1.- Se determind el peso constante de los pesafiltros vacios.

2.- Se colocaron 2 gramos de muestra en cada pesafiltro [ por triplicado ],
3.- Se dejoron en un horno durente 2 horas a 2000C,

4 -Transcurvido este tiempo, los pesafiltros con las muestras fueron colocadas en

un desecador y pesadas hasta obtener su peso constante.

Cdleylos:

Donde: A = peso del recipiente con la muestra seca.
8 = peso del recipiente con la muestra.

PM = peso de la muestra.
5.10.2.- EXTRACTO ETEREO

El contenido de lipidos en las muestras fue obtenida por medio de la extraccién
con solventes [éter etilico] y es reportada como la fraccién soluble en éter o grasa

cruda. Esta fraccién contiene ceras, fosfdridos, esteroles, aceites voldtiles y otros,
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Método de Soxhlet
Es una técnica de extraccion continua en la que se empleé éter etilico como
solvente,
Materiales: Aparato de Soxhlet, cartucho poroso de pape! filtro, parrilla eféctrica,
horno, balanza anclitica, éter efilico,
Procedimiento:
'1- Se pesaron 2 gramos de muestra seca en el carfucho de papel, enseguida se
colocé un topsdn de algodén a cada cartucho, -

2.- Los cartuchos con las muestras fueron colocadas en el aparato extractor,

3.- En la parte inferior del sistema se colocé un matraz de fondo plano que fué
puesto previomente a peso constante; se le afiadié 100 ml de éter de tal forma
que se logré las descargas suficientes y extraer los lipidos.

4.- Se colocd el refrigerante correspondiente al aparato Soxhlet para llevar ¢ cabo
los reflujos. '

5.- Bajo estas condiciones se mantuvo durante 4 horas aproximadamente hasta

~ terminar la extraccién,

6.- Se dejd transcurrir el fiempo suficiente para obtener el extracto frio y

posteriormente se colocd en un horno hasta lograr su peso constante.

7.- Por diferencia de peso se determiné el % de lipidos usando la siguiente

formula: . (p-°1
% de exivacto etéreo »  ----e-we- x 100
L3
Donde: P = peso del cartucho antes de desengrasar.,

p = peso del cartucho desengrasado.

M = muestra en gramos,
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5.10.3.~ DETERMINACION DE PROTEINAS
Método de Kjeldah!

‘Este método se llevs a cabo en tres etapas: digestion, destilacién y titulacidn,

Materiales: aparato de digestion: matraces kjeldohl de 100 mi, matraces

erlenmeyer de 500 ml; soporte universal; probeta graduada de 100 ml; bureta de. 50
ml: espdtula; balanza analitica; deido sulfirico concentrado; NaOH al 50%; H2504

al 0.1 N, mezcla digestora, deide bérico ol 2 %, indicader rojo de metilo; granallas
de zinc y perlas de ebuliicidn

Procedimiento

Digestion

1.- Se pesaron 0.5 g de muestra seca y se colocaron en un matraz kjeldahl,

2.- Se pesaron 8 gramos de mezcla digestora y se colocaron en el matraz
kjeldeh!,

3.- Se afiedieron 25 mi de dcido sulflrice concentrado y se adicionaron 4 perlas de

ebullicidn,

4.- Se colocd el aparate de digestion y se puso a ebullicidn la muestra hasta que

dejé de salir vaporeé blancos.

5.- Después de 2 horas se desconectd el aparats y se dejé enfrior la muestra a

temperatura ambiente,

42




Destilacién y titulacién

1.- Una vexz que se enfrid el matraz kjeldahl, toda fa muestra se cambid a un matraz
redondo de fondo plano, al cuol se le adicionaron poco a poce 300 ml de agua

destilada y se agité suavemente,
2 - Se afindieron 90 ml de NaCOH al 50 % evitando que reaccionara bruscamente,
3.- Se agregoron 2 granallas de zinc.

4.- Se agité suavemente el matraz y se procedié a destilar 200 mi de muestra

~ aproximadamente,

B.- Una vez que se obtuve la destilacidn se desconectd ef aparato y se lievd o cabo

una titulacién con deido sulfirico O.1 N.
Caleulos

[mlde HpSQq] ([N del Hp504 1 [0.014]

Donde: % de N = es ¢l porcentaje de nitrégeno.
N del H;504= es la normalidad del deido.

0.014 es una constante,
5.10.4 - FIBRA CRUDA

La fibra cruda es el término que se aplica al residuo de cualquier producto

natural o elaborado después de la separacién de los materiales solubles en dcido o
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dlcali diluido.

Burante la hidrélisis &cida, la muestra se sometid a la accidn del dcido sulfirico y
aplicando calor se hidrolizaron las proteinas presentes en la muestra. En la hidrélisis
alcalina con NaOH, las grosas se hidrolizeron permaneciendo Unicomente los

carbohidratos,

Materiales: Matraz de bola de fondo planc de 250 mi, refrigerante, quitazato,
papel filtro, crisbles, herno, mufla, espdtula, balanza analitica, dcido sulfirico al
1.25 %, NaOH at 1.25 %, alcohel absoluto.

Procedimiento

Hidrélisis acida
1.- Se pesaron 2 g de muestra obtenida del extracto de etéreo que se colocaron en
uh matraz redondo, se afiadieron 200 ml de dcido sulfdrico al 1.25 %,

2.- Se calentd y una vez iniciada la ebullicién se dejaron transcurrir 30 minutos.

3.- Posteriormente se filtré al vacio y se lavd con agua destilada caliente hasta

obtener la neutralidad y se dejé secar a femperatura ambiente.

Hidrélisis alcalina

1.- Se trasladé el contenido del papel filiro [muestra} a un matraz al cual se le
adicionaron 200 ml de NaOH al 1.25 % y se calenté hasta ebullicién durante 30

minutos.

2.- Una vez terminada esta, se filtré la solucidn al vacio y se lavé con agua destilada

caliente; ensequida se le afladieron 40 ml de alcohol etilico,
3.- Se paso la muestra a un crisol, puesta a peso constante previamente, la cual fue
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colocada en un horno durante 2 horas a 200 °C, hasta lograr también su peso

constante,
Calculos -
(ptmdt!a-iwlmmﬂm(homo)]-—[pcsodcla‘iﬂcoﬂmsfm(ﬂﬂﬁd)}
% de PO Cda & rmresermeseorrameomeee e mnacaemeetmmeeemaeecEmsssetssdvasvessesses
pexo de o fbra cruda

Donde:

peso de la muestra original..,........ 100%

pesodadafibracruda ... ... X

X & % de fibra cruda en la muestra

5.10.5.- DETERMINACION DE CENIZAS

Esta determinacién corresponde al residuo obtenido después de destruir toda la

materia orgdnica de la muestra por medio de la incineracién.

Representa la parte irorgdnica de la muestra, especialmente como el hierro,

calclo, magnesio, sedio, azufre y fdsforo.

Materiales: crisol, pinzas para crisol, mechero, tripie, mufla, desecador, espdtula y

balanza analitica,

Procedimiento:

1.- Se colocé la muestra en un crisol y enseguida se peso.

2.- La muestra fue incinerada completamente.

3.- Posteriormente se colocé en una mufla a una temperatura de 550 9C durante una

hora.




4.- Transcurrido este tiempo, el crisol con las cenizas fue colocade en un desecador

y después de 30 minutos se procedié a pesar.
Cdlculos:

[PCM - PCV ] = PM
[PCC - PCV ) = PC

Donde:  PCM = peso del crisol con la muestra,
PCC = peso del ‘criso! con cenizas.
PCV = peso del crisol vacio.
FM = pesodela muesfra.-

PC = peso de los cenizas,

X = % de cenizas en la muesira.
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VI.- RESULTADOS

La tabla 1 muestra los resultados de andlisis bromatolégico realizados a los
sustratos orgdnicos: excretas de conejo, caparazdén de camarén y gallinaza.

TABLA 1

Contenido de proteinas, grasas, fibra cruda, humedad y cenizas de los
sustratos orgdnicos elegidos. Todos los valores estdn dados en porcentajes.

SUSTRATO PROTEINAS E.ETEREQ F.CRUDA HUMEDAD CENIZAS
DRGANICO

EXCRETAS azs 285 31.90 16.53 1561
DE CONEJO

CAPARAZON 38.50 344 27.90 B.70 22.65
DE CAMARON

GALLINAZA, 3508 - B.57 21.68 14.24 21.62

6.1.-CULTIVOS EN MATRAZ DE

Dunafiefla safina

{DE 500 m! DE CAPACIDAD CON 350 ml DE MEDIO y 50 mi DE INOCULQ A
0.5 DE ABS. ¥ 7.5 X 10° CEL. / ml]}

A continuacién se muestran las tablas 2,3, y 4 con sus réspectivas gréficas
{1,2, y 3] en la cual se muestran las lecturas de absorbancia leidas a una
longitud de onda de 660 nm de cada una de las difuciones usando los sustrates
orgdnicos como fuente de nutrientes y un testigo: asf también se muestran el
registro de la temperatura en °C: y la variacién del pH.
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ANALISIS BROMATOLOGICO BE SUSTRATO ORGANICO
"EXCRETAS DE CONEJQ"

CENLZAS
16% PROTEINAS
%

HUMEDAD
1T%

E.ETEREQ
3%

F. CRUDA
3%

ANALISIS BROMATOLOGICO DEL SUSTRATO ORGANICO
“CAPARAZON DE CAMARON"

CENIZAS
23% PROTEWNAS

I

HUMEOAD
7%

F. CRUDA E.ETEREQ
2% 3%

ANALISIS BROMATOLOGICO DEL SUSTRATO CRGANICO
“GALLINAZA"

CENIZAS
2% PROTEINAS
5%

HUMEDA
4%

E. ETEREO
F. CRUDA 7%
2%
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TABLA 2

CEPA: Dunaliella salina
TESTIGO: MEDIO DE WALNE
TRATAMIENTO: EXCRETAS DE CONEJO

TIEMPO EN DIAS  TEMPERATURA  TESTIGO  1:200 1:800 1:2000

0 28 0.150 0.119 0118 0.130
2 29 0.312 0.161 0.177  0.183
3 30 0.374 0.193 0203  0.216
4 29 0.419 0.229 0225  0.239
5 30 0.477 0269 0231 0.255
7 3 0.577 0.289 0246  0.261
8 31 0.623 0.312  0.248  0.264
9 31 0.707 0288 0252  0.269
11 31 0.826 0.286 - 0.250 0.237
12 30 0.927 0.280  0.248  0.263
14 32 0.927 0.278 0.247 0.260
VARIACION EN EL pH: INICIAL 8.00 8.08 8.04 8.05
FINAL 8.89 8.30 8.49 8.45

TEMPERATURA °C

LAS LECTURAS DEL TESTIGO Y LAS DILUCIONES SON DE LA
ABSORBANCIA [ nm ] EN TODAS LAS TABLAS.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunafiefla salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: EXCRETAS DE CONEJO (CULTIVOS POR
LOTE)

i GRAFICA 1

ABSOREBANCIA (nm}

0 + + £ + t +
0 2 4 5 : 10 12 1
TIEMPO EN DIAS

I —a—Testigo —wm— Conejo 1:200 i Conejo 1:800 —— Conejo 1:2000




TABLA 3

CEPA: Dundliefia soling
TESTIGO: MEDIO DE WALNE
TRATAMIENTO: CAPARAZON DE CAMARON

TIEMPO EN DIAS TEMPERATURA  TESTIGO 1:200 1:800 1:2000

0 28 0.150 0.153 0.140 0.127 .
2 29 0.312 0.444 0.403 0.335 %
3 30 0.374 0.521 0.470 0.352
4 29 0.419 0.574 0.570 0.442
5 30 0.477 0.625 0.619 0.484
7 3l 0.577 0.700 0.772 0.405
8 31 0.623 0.722 0.825 0.644
? 31 0.707 0.752 0.845 0.675
A 31 0.826 0.757 0.978 0.718
12 30 0.927 0.767 1.022 0.728
14 32 _ 0.927 0.770 1.033 0.739
VARIACION EN EL pH: INICIAL 8.00 7.66 7.88 7.90
FINAL 8.89 8.84 895 8.57




CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalielfa saflna EN MEDIO
DE CULTIVO CON: CAPARAZON DE CAMARON (CULTIVOS
POR LOTE)

GRAFICA 2
1.2
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TABLA 4

CEPA: Dunadiiello salinga 5 %
TESTIGO: MEDIO DE WALNE
TRATAMIENTO: GALLINAZA

TIEMPO EN DIAS TEMPERATURA  TESTIGO  1:200 1:800 1:2000

o 28 0.150 0.127 0.152 0.134
2 29 0312 0.445 0.385 0.294
3 30 0.374 0.548 0.411 0.317
4 29 0.4i¢9 0.604 0.460 0.322
5 30 0.477 0.667 0.495 0.344 |
7 K} 0.577 0.720 0.580 0.347
8 31 0.623 0.779 0.605 0.348
¢ _ 31 ) 0.707 0.921 0.647 0.356
[N él 0.826 1.044 0.669 0.372
12 30 0.927 1.160 0.705 0.377
14 32 0.927 1.190 0.710 0.375
VARIACION EN EL. pH:  INICIAL 800 7.02 7.26 7.98
FINAL 889 8.30 8.86 214

En las grdaficas 4, 5, y 6 se muestran los resultados concentrados de
las diluciones 1:200, 1:800 y 1:2000,




CINETICA DE CRECHMENTO DE Dunallella salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: GALLINAZA, (CULTIVOS POR LOTE)
GRAFICA 3 r
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CINETICA DE CREGIMIENTO DE Dunalfelfa salina EN MEDIO
DE CULTIVOCON: E.DE CONEJO,C.DE CAMARCON Y
GALLINAZA {CULTIVOS POR LOTE)

GRAFICA 4
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ABSORBANCIA (nm}
= 0o
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CINETICA DE CRECIMIENTQ DE Dunaliella salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: E.DE CONEJO,C. DE CAMARCN Y
GALLIMAZA (CULTIVOS POR LOTE)

GRAFICA 5
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalieffa salina EN MEDIO

DE GULTIVO CON: E. DE CONEJO, C. DE CAPARAZON Y
GALLINAZA (CULTIVOS POR LOTE)
GRAFICA &
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6.2.-CULTIVOS EN GARRAFON

Dunaliella salina

[ DE 19 LITROS DE CAPACIDAD, CON 14 LTS. DE MEDIO Y 2 LTS. DE
INOCULO: 0.5 DE ABS, ¥ 7.5 X 10° CEL. /ml ]

En la tabla 5, 6 y 7 asi como las grdficas 7, 8 y 9 se muestran los resultados
obtenidos de los cultivos en gorrafones. Las lecturas corresponden a la
absorbancia y al final de la misma se muestra la variacién del pH, y de cuenta
celular, que es otro de los parémetros considerado en el presente trabajo.

La tabla 8 muestra los resultados del andlisis bromatolégice realizado a las

muestras que se obtuvieron de los cultivos en garrafones, del testigo y las
diluciones 1:200 y 1:800.
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TABLA 5

CEPA: Dundaliello safina
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGQ: WALNE
TRATAMIENTO: EXCRETAS DE CONEJO

TIEMPO EN DIAS. TEMPERATURA  TESTIGO  '1:200

0
2

4

11
12
13
14
15
16
18

VARIACION DEL pH:

CUENTA CELULAR (104 ] INICIAL

26
27
27
27
28
27

28

29

29

27

27

26

28
INICIAL

FINAL

FINAL

0.122
0.247
0.349
0.423
0.449
0.548
0.598
0.636
0.691
0.752
0.868
0572
1.066

8.00
8.86

0.87
11.92

o121
0.207
0.239
0.283
0.280
0.304
0.318
0.340
0.357
0.365
0.376
0.382
0.428

8.09
8.57

0.80
3.75

1:800
0121
0.161

Q.180

0.228
0.237
0.242
0.245
0.267
0.288

8.07
8.49

0.72
1.97

1:2000
0.122
0.136
0.160

0.169

0.182

0.185
0.193
0.198
0.230
0.227
0.225
0.222
0.217

8.02
8.36

Q.75
1.35



CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunafielia salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: E. DE CONEJO (CULTIVOS EN GARRAFON)
GRAFICA T
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TABLA 6

CEPA: Dunalielfa safina
- MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: WALNE
TRATAMIENTO: CAPARAZON DE CAMARON

TIEMPQ EN DIAS TEMPERATURA  TESTIGO  1.:200 1:800

0 26 0.122 0.116 0.111
2 27 0247 0315  0.174
4 27 0349 0494  0.254
é 27 0.423 0.658 0.273
7 28 0469 0825  0.340
9 | 27 0548 0975  0.355
n ' 0598 1154 0382
12 29 0.636 1.270 0.424
13 29 0.691° 1.329 0.450
14 29 0.752 1.414 0.458
15 27 0.868 1,416 0.476
16 26 0.972 1.658 0.570
18 28 1.066 1.810 0.662
VARIACION DEL pH:  INICIAL  8.00 807 802
FINAL 8.84 8.74 8.60
CUENTA CELULAR [10 ¢]INICIAL  0.87 0.65 077
FINAL 11.92 15.67 717
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1:2000
0.115
0.149
0.179
0.187
0.232
0.234
0.236
0.238
0.258
0.260
0.272
0.335
0.364

8.08
8.48

0.82
4.10
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: €. DE CAMARON {(CULTIVOS EN

GARRAFON)
GRAFICA S
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TABLA 7

CEPA: Dunatliella salina
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: WALNE
TRATAMIENTO: GALLINAZA

TIEMPO EM DIAS TEMPERATURA  TESTIGO  1:200 1:800 1:2000

0 2% . 0122 0116 0122 0.5

2 27 0247 0277 0203 0.155

4 27 0.349 0432 0236 0175

6 27 0.423 0493 0248  0.180

7 28 0.469 0550 0272  0.185

9 27 0548 0474 0274 0.196

1 8 0598 0810 0276  0.206

2 9 0636 0978 0291 0209

13 29 0.691 1011 0292 0213

14 29 o752 1041 0294 0220

15 27 0868 1047 0318 0222

16 26 0972 1063 0329 0226

18 28 1066 1074 0330  0.301
VARIACIONDEL pH: INICIAL  8.00 807 806 808
FNAL 8386 846 874 839
CUENTA CELULAR [104] INICIAL  0.87 070 042 055
FNAL 1192 1202 495 212

Las grdficas 10,11 y 12 se muestran los resultados de manera
concentrada por dilucion de cultivos en garrafén.
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CINETICA DE CRECIMIENTOQ DE Dunalielia salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: GALLINAZA (CULTIVOS EN GARRAFQON)
GRAFICA 9
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella salina EN MEDIO

DE CULTIVO CON: E. DE CONEJOQ, C. DE CAMARON Y |

GALLINAZA (CULTIVOS EN GARRAFON)
GRAFICA 10

184 }
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GRAFICA 11

CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalielfa safina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: E. DE CONEJO, C. DE CAMARON Y
GALLINAZA (CULTIVOS ER GARRAFON)
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalielfa salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: E. DE CONEJO, C. DE CAMARON Y
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TABLA 8

Resultados del andlisis bromatolégico de las muestras centrifugadas de
los cultivos en garrafdn, en porcentajes: :

TRATAMIENTO HUMEDAD E.ETEREO F.CRUDA PROTEINAS CENIZAS
TESTIGD 3642 7.12 16.48 31.48 8.47
1:200 3515 5.68 18.46 25.76 14.93
E. DE CONEJD
1:800 3319 7.02 17.44 28.02 14.31
1:200 31.32 7.45 15.36 35.78 10.08
C. DE CAMARON
1:800 31.09 7.01 16.78 34.06 11.05
1:200 38.46 £.14 1.23 28.48 15.66
GALLINAZA
1:800 39.85 5.97 12.36 .29.78 12.04
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE  Dunaliela saling

{TESTIGO} " CULTIVO EN GARRAFON"
CENIZAS

% PROTEINAS

kred

| HUMEDAD
EY ST
E.ETEREQ

F. CRUDA %
16%

ANALISISI BROMATOLOGICO DE  punolielio solina  CON
EXCRETAS DE CONEJG [1:200]
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5% 26%
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R 6%
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% F. CRUDA
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE  punafiefia safine CON
EXCRETAS DE CONEJO [1:800]

CENIZAS
"%

PROTEINAS
28%

E. ETEREO
T%

F.CRUDA
1%




ANALISIS BROMATOLOGICO DE  pPunaiislio solina

[TESTIGO] "CULTIVOS EN GARRAFON®
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ANALISIS BROMATOLOGICO DED  unafiela salina CON
CAPARAION DE CAMARON [1:200]
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE  punolelia soling
[TESTIGO] " CULTIVOS EN GARRAFON"
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6.3.-CULTIVOS EN BOLSA

Dunaliella salina

[ CON 10.5 LTS. DE MEDIO Y 1.5 LTS. DE INOCULO 0.5 DE ABS. Y
75X 10°CEL. / ml ]

En los tablas 9, 10, 11 y en las gréficas 13,14, y 15 se muestran los
resultados obtenidos en los cultivos en bolsa, con los tres sustratos, y
diluciones: 1:200 y 1:800,

Las graficas 16 y 17 se muestran los resultados concentrados de

absorbancia de los cultivos en bolsa y ademds de cada una de las diluciones
trabajadas.
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TABLA 9

CEPA: Dunalfe/la salina
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: WALNE

TRATAMIENTO: EXCRETAS DE CONEJO

TIEMPC EN DIAS TEMPERATURA  TESTIGO

0

1

3

10
LE
12
14
15

17

18

19

28

27

26

27

28

28

28

27

27

28

29

29

28

22

26

0.112

0.154

0.201

0.224

0.242

0.294

0.319

0.481

0.581

0.619

0.662

0.728

0.915

0.921

0.934

VARIACIONENEL pH INICIAL 8.00

FINAL

9.64

CUENTA CELULA [1046] INICIAL 0.81

E'QS-G“"- R S e

FINAL

9.80
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1:200
0.050

0.184
0.305
0.333
0.350
0.399
0.442
0.458
0.505
0.525
0.595
0.592
0.590
0.588
0.585
7.95
8.42

0.52
4.05

1:

800
0.037

0.115

0.148

0.192
0.217
0.223
0.252
0.301
0.348
0.348
0.412
0.398
0.3%97
0.395
0.390
7.93

8.54

0.43
3.50



CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella salina EN MEDIO _}I

. DECULTIVO CON: E. DE CONEJO (CULTIVOS EN BOLSA)
GRAFICA 13
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TABLA 10
CEPA: Dunaliella salina .
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: WALNE
TRATAMIENTO: CAPARAZON DE CAMARON

TIEMPO EN DIAS  TEMPERATURA  TESTIGO 1:200 1:800
0 28 0.112 0.072 0.065

1 27 0.154 0456 . 0.342

3 2% 0.201 0.612 0.467

4 27 0.224 0.673 0.570

5 28 0.242 0.684  0.694

7 28 0.294 0.718 0.773

8 28 0.319 0.759 0.857

10 28 0.481 0.803 0.906

1 ' 27 0.581 0.857 0.956

12 28 0.619 0.887 1.008

14 29 0.662 0.948 1.008

15 29 0.728 1.091 1.039
17 28 0915 1.123 1.058

18 29 0.921 1.087 1.061

19 2 0.934 1.056 1.051
VARIACION DEL pH:  INICIAL 8.00 8.02 8.08
FINAL 9.64 8.90 9.20

CUENTA CELULAR [10 6} INICIAL 0.81 0.87 0.86
FINAL 9.80 7.47 10.85

75 ‘




mi——

CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella salina EN MEDIO
DE CULTIVOCON: C.DE CAMARON (CULTIVOS EN BOLSA)

GRAFICA 14 H
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ABSORBANCIA {nm)
oy

ot 4+
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I

i Camaren 1:200 i Camaton 1:500 ]
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TABLA 11
CEPA: Dunafiella salina
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: WALNE
TRATAMIENTQO: GALLINAZA

TIEMPO EN DIAS TEMPERATURA  TESTIGO 1:200
0 28 0.112 0.124

1 27 0.154 - 0.217

3 26 0.201 0.301

4 27 0.224 0.368

5 28 0.242 0.435

7 28 0.294 0.651

8 28 0.319 0.743

IOI 27 0.481 0.797

1 27 0.581 0.850

12 28 0.619 0.856

14 29 0.662 0.872

15 29 0.728 0.897

17 28 0915 0.901

18 29 0.921 0.938

19 26 0.934 0.938
VARIACION DEL pH:  INICIAL  ~ 8.00 8.05
FINAL 264 272

CUENTA CELULAR [104] INICIAL 0.81 0.79
FINAL ?.80 272

17

1:800
0.124

0.181
0.292
0317
0.323
0.354
0.423
0.537
0.558
0.587
0.629
0.805
081
0.826
0.841

8.03

- 9.68

0.83
7.72




CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella salina EN MEDIO
DE CULTIVO CON: GALLINAZA (CULTIVOS EN BOLSA)
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella salina EN MEDIO
DE CULTIVOCON: E. DE CONEJO, C.DE CAMARCON Y
GALLINAZA (CULTIVOS EN BOLSA)
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalielfa salina EN MEDIO
.DE CULTIVO CON: E. DE CONEJO, C. DE CAMARON 6
GALLINAZA (CULTIVOS EN BOLSA)
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TABLA 12

. En la siguiente tabla se muestran los resultades del andlisis bromatolégico
realizados a los centrifugados de los cultivos en bolsas: datos expresados en
porcentajes, fanto del testigo como de las diluciones 1:200 y 1:800.

| TRATAMIENTO HUMEDAD E.ETERED F.CRUDA PROTEINAS  CENIZAS
TESTIGD 3856 5.06 11.89 34.56 9.60

1:200  37.05 5.18 16.23 28.49 13.03
£. DE CONEJO

1:800 3645 5.62 15.76 28.04 14.11
_ 1:200  35.89 £.12 7.12 39.78 13.18
C. DE CAMARON

1:800 35.14 7.11 7.45 40.13 10.16

1:200 3657 9.45 10.26 35.46 8.24
GALLINAZA

1:806 32.76 813 9,37 34.23 10.50
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE punalielia salina
[TESNGO); CULHVOS EN BOLSA

CEMNIZAS
Wh

PROTENAS

ANALISIS BROMATOLOGICO DE punalielfa soling CON
EXCRETAS DE CONEJO [1:200]
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% e E. CRUDA

ANALISIS BROMATOLOGICO DE Ounafielio safina CON
EXCRETAS DE CONEJO {1:800]
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% F. CrupA 5%
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE pungliella salina
[TESTIGOY; CULNYOS EN BOLSA
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ANALISIS BROMATOLOGICO DE punaliello solina
[TESTIGO]; CULTIVOS EN BOLSA
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6.4.-CULTIVOS EN MATRAZ DE:

Dunaliella tertiolecta

[ MATRACES DE 500 ml DE CAPACIDAD, CON 350 ml DE MEDIO Y 50
ml DE INOCULO: 0.5 DE ABS. 7.5 X 10° CEL. /ml )

Los siguientes resultados corresponden a los cultivos en matraz de
Dunaliella tertiolecta, con las diluciones 1:200, 1:800 1:2000 y un testigo con
un medio de cultivo diferente { medic especifico para Dunaliella ] asi como los
sustratos orgdnicos utilizados anteriormente, como son: excretas de conejo,
caparazén de camardn y gallinaza [ TABLAS: 13, 14, 15 vy grdficas 18,19, v
20, ). Los resultados de estos cultivos también se encuentran representados
de manera concentrada por dilucion en las gréficas 21, 22 y 23.

Se consideraron los mismos pardmetros fisico - quimicos de los cultivos
anteriores.
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TABLA 13

CEPA: Dunaliella tertiolecta
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: DUNALIELLA
TRATAMIENTO: EXCRETAS DE CONEJO

TIEMPO EN DIAS TEMPERATURA TESTIGO 1:200 1:800 1:2000

0 28 0121 0113 0114 04N
2 29 0.230 0.131 0.139  0.136
3 30 0.274 0.154 0153 0,163
4 29 0.350 0170 0180 0173
5 30 0.396 0219 0182  0.178
7 31 0.487 0239  0.183  0.i83
8 31 0525 0238 0198  0.180
9 31 0.578 0237 0197  0.179
1 31 0.690 0236 0195  0.175
12 | 30 0.744 0235 0193  0.74
14 32 0.900 0234 0191 0172
VARIACION ENEL pH: . INICIAL ~ 8.00 8.07 8.06 8.08
FINAL 835 8.60 8.56 8.40
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella tertiolecta EN
MEDIO DE CULTIVO GON: E. DE CONEJO (CULTIVOS POR

LOTE)
GRAFICA 18
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TABLA 14

CEPA: Dunaliella tertiolecta
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: DUNALIELLA
TRATAMIENTO: CAPARAZON DE CAMARON

TIEMPO EN DIAS TEMPERATURA TESTIGO 1:200 1:800  1:2000

0 28 0.121 0.148 0.i07 0.098
2 29 0.230 0.662 0.431 0.314
3 30 0.274 0.867 0.511 0.357
4 29 0.350 0.937 0.600 0.431
5 30 0.396 1.002 0.635 0.500
7 . 31 0.487 1.0 0.792 0.638
8 3r 0.525 - 1.015 0.802 0.64% |
? 31 0.578 1.0146 0.820 0.685 ‘
n K| 0.690 1.022 0.900 0.693
12 30 0.744 1.025 0.974 0.699
VARIACION DEL pH:  INICIAL 8.00 7.55 7.53 7.54
FINAL 8.35 8.65 8.2 8.14

14 32 0.900 1.040 0.980 0.715 ‘
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" CINETICA DE CREGIMIENTO DE Dunalieia fertiofecta EN
MEDIO DE CULTIVO CON: C. DE CAMARON (CULTIVOS POR
LOTE)

GRAFICA 19
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TABLA 15

CEPA: Dunafiella fertiolecia
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: DUNALIELLA
TRATAMIENTO: GALLINAZA

TIEMPO EN DIAS  TEMPERATURA TESTIGO 1:200 1:800 1:2000

0 28 0.121 0001 0.098 0.117
2 29 0.230 0222  0.250 0.212
3 30 0.274 0358  0.280 0.245
4 29 0.350 0.464  0.347 0.281
5 30 0.396 0.518 0.394 0.397
7 31 0487  0.431 0.512 0.418
8 3 0.525 0703  ©0.400 0.459
9 31 0578 0752  0.608 0.489
1 31 0.690 0816 04615 0.541
12 30 0.744 0.912 0.622 0.576
14 32 0.900 0978 0630 0578
VARIACION ENEL pH: INICIAL  8.00 8.03 8.06 8.02
FINAL 8.35 8.26 8.21 8.146
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella tertiolecta EN

MEDIO DE CULTIVO CON: GALLINAZA (CULTIVOS POR LOTE)
GRAFICA 20
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GINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella tertiolecta EN
MEDIO DE CULTIVO CON: E. DE CONEJO, C. DE CAMARON
¥IO GALLINAZA [CULTIVOS POR LOTE]
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunatiefla tertiolecta EN
MEDIO DE CULTIVO CON: E. DE CONEJO, C. DE CAMARON
YIO GALLINAZA (CULTIVOS POR LOTE)
GRAFICA 22
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalieila tertiofecta EN
MEDIO DE CULTIVO CON: €, DE CONEJO, C. DE CAMARON
YIO GALLINAZA (GULTIVOS POR LOTE)
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6.5.-CULTIVOS EN GARRAFON DE

Ounaliella tertiofecta

[CON 19 LITROS DE CAPACIDAD: 14 LITROS DE MEDIO Y 2 LTS.
DE INOCULO: 0.5 DE ABS. Y 7.5X 10° CEL. / mi ]

Los siguientes resultades corresponden a los cultivos llevados a cabo en
gorrafones con D. tertiolecta usando como fuente de nutrientes, dos
sustratos orgdnicos {caparazén de camarén y gallinaza], en dos diluciones:
1:200 y 1:800 { TABLAS: 16,17 y grdficas 24, y 25 ] Se usé el medio
especifico para Ounaliella con el testigo.
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TABLA 16

CEPA: Dunaiiella lterfiolectc
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: DUNALIELLA
TRATAMIENTO: CAPARAZON DE CAMARON

TIEMPO EN DIAS  TEMPERATURA  TESTIGO 1:200 1:800

0 | 26 0.074 0.105 0.077

2 27 0.180 0.220 0.202

4 27 0.261 0.342 - 0.294

5 27 0.304 0.369 0,425

6 28 0.331 0.400 0.551

7 28 0.345 0.451 0.601

9 | 27 0.400 0.524 0.625

1 28 0.438 0.638 0.444

13 28 0.448 0.683 0.671

14 28 0.498 0.716 0.655

16 28 0.524 0.734 0.651

18 27 0.588 0.732 0.649

20 28, 0.603 0.730 0.645
VARIACION ENEL pH:  INICIAL  8.00 8.05 8.03
FINAL  9.08 8.65 8.83

CUENTA CELULAR [10¢] INICIAL  0.95 1.22 1.00
FINAL 7.60 7.46 6.18
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliciia tertiofecta EN
MEDIO DE CULTIVOCON: C, DE CAMARON (CULTWOS EN
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TABLA 17

CEPA: Dunaliella terfiolecta
MEDIO DE CULTIVO DEL TESTIGO: DUNALIELLA
TRATAMIENTO: GALLINAZA

TEMPO EN DIAS  TEMPERATURA  TESTIGO 1:200 1:800
0 27 0.090 0.108 0.097
2 26 0.262 0.159 0.122
4 27 0.356 0.237 0.167
6 27 0.448 0.300 0.223
8 27 0.562 0.338 0.293
10 26 0588 0.385 0.363
12 27 0.592 0.434 0.419
14 28 0.622 0.462 0.449
16 28 0.668 0.467 0.494
18 27 0.698 0.465 0.580
20 28 0.748 0.463 0.640
22 27 0.764 0.461 0.638
24 28 0.776 0.459 0.630
26 28 0.788 0.457 0.620
28 27 0.826 0.455 . 0.614
30 27 0.871 0.453 0.609
VARIACION ENEL pH: INICIAL  8.00 8.08 8.07
FINAL 8.80 8.45 8.58
CUENTA CELULAR [ 106] INICIAL ~ 1.02 0.95 1.01
FINAL 8.50 5.59 6.5

En los gréficas 246 v 27 se muesiran los resuliados de los cullivos de D.
ferfiolecia en garrofén de manera concenirada y por dilucion.
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella tertiolecta EN
MEDIO DE CULTIVO CON: GALLINAZA (CULTIVOS EN

GARRAFON)
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CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunalielfa tertiofecta EN
MEDIO DE CULTIVO CON: C. DE CAMARON Y/O GALLINAZA
(CULTIVOS EN GARRAFON}
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* CINETICA DE CRECIMIENTO DE Dunaliella tertiolecta EN
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TABLA 18

La siguiente tabla, muestra los resultados del andlisis bromatolégico
realizado a las muestras centrifugadas de los cultivos con D, tertiolecta con
caparazén de camardn, gallinaza y su respectivo testigo.

TRATAMIENTO HUMEDAD E.ETEREQ F.CRUDA PROTEINAS CENIZAS
TESTIGO 34.59 7.87 18.12 34.68 468
1;200 26.12 8.56 2254 37.50 5.07
c.DE
CAMARON
1:800 2365 7.48 2358 41.45 3.74
1:200 3791 6.71 20.32 2968 509
GALLINAZA
1:800 35.72 7.27 20.45 28.24 8.29
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VII.- DISCUSION

DE LOS SUSTRATOS ORGANICOS

Con respecte a la eleccidn de los sustratos orgdnicos, fué necesario
tonsiderar los siguientes aspectos: su abundancia, subajo costo y el tiempo de
descomposicién, Sin embarge, el andlisis bromatoldgico que se les practicd fué
muy importante ya que proporciond resultados valiosos de cadae una de las
determinaciones realizadas como fueron: porcentajes de proteinas, grasas,
fibra cruda y cenizas, los cuales a su vez muestran un panorama de la preseacia
de elemenios quimicos comocidos como nutrientes que participan en el
metabolisme de los orgnmsmos importantes para su crecimiento o
pr'allfer'aclan

De los resultades cbtenidos en el andlisis bromatoldgico con los tres
sustratos orgdnicos, el caparazén de camardn presenté un confenido alto de
proteinas y minerales [38.9 y 2266 % respectivamente); la gallinaza el mayor
porcentaje de lipidos {6.97%); y las excretas de conejo de fibra cruda con
1653 %. Estos valores indican que el caparazén de camardn es el mejor
sustrato y puede ser considerado como una excefente alternativa para ser
usodo como fuente de nutrientes para propésitos acuaculturales.

DE LAS CEPAS

Las dos especies de Ounalie/la ufilizadas en el trabajo se adaptaron
rdpidamenfe a las nuevas condiciones de culiivo; es decir en agua de mar
enriquecido con los sustratos orgdnicos e incluso se acerco al optimo ya que
proliferaron con gran velocidad en comparacién con las microalgas culfivadas
con los medios sintéticos. Esto refleja las grandes cualidades morfolégicas y
fisiolégicas de estas cepas para adaptarse a los diferentes condiciones fisico -
quimicas del medio.




DE LOS CULTIVOS EN MATRAZ

Con respecto a los cultivos llevados a cabo en matraces de, D. safine los
mejores resultados se generaron con la gallinaza 1:200 y el coparazén de
comarén 1:800 alcanzado ambos su mayor densidad celular a los 14 dias de
iniciado los cultivos [tablas 3 y 4 ; gréficas 2y 31

En relacidn a las diluciones probadas de cada sustrate, con el caparazén de
camardn se obtuvieron resultados muy similares entre coda una de ellas,
alcanzando una biomasa algal superior a 1.0 de absorbancia en la dilucién 1:800,
[gréfica 2], superando al testigo.

Con D. tertiolecta, los resuttados que se obtuvieron fueron ligeramente
menores a los obtenidos con D. salina [menor a 1 de absorbancia, gréficas
21,22 y 23} en todas los diluciones probadas, los mejores resultados en la
curva de crecimiento fueron los obtenidos usando como susirate orgdnico al
caparazén de camarén.

Con respecto a la temperatura y al pH, su variacién fue minima, durante
tode el periode de cultivo y en todos fos experimentos, por lo que el aumento
eh la densidad celular, lo atribuimos a la calidad dei sustrato.

DE LOS CULTIVOS EN GARRAFON

Les trabajos hechos en garrafén constituyeron un nivel de cultivo de mayor
grado de dificultad, debido al volumen implicado (16 Its.) y por el control de
algunos factores ambientales como la esterilidad durante el periodo de cultivo,

En estos experimentos fue muy importante darle un seguimiento no solo con
la absorbancia, sino también con la cuenta celular, ya que este pardmetro

permite confirmar el aumento de la densidad celular en los cultivos.
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En este volumen, D. salina cultivada con caparazén de camarén se
obtuvieron las lecturas mds altas tanto de absorbancia ¢ome de cuenta celular
en fa dilucién 1:200 alcanzando 1.81 de Abs., y 15.67 X 10° células / ml (tabla 6
grdficas 8 y 10),

Con D. ftertiolecta, y usando como sustrato orgdrico al caparazdn de
camardn en la dilucién 1,200, se obtuvieron resultados ligeramente menores a
los ob¥enidos con D. salina [ menor a 1 de absorbanciay 7.46 X 10° células por
ml}, tabla 16 y gréfica 25, '

A este nivel de cultivo [en garrafén] y de los tres sustratos, el caparazén
de camarén fué el que propicié los mejores resultados y en todas las diluciones
probadas, lo cual indica la importancia que tiene este sustrato como fuente de
nutrientes para el cultivo masivo de microalgas.

Del andlisis bromatelégico realizado a todas las muestras centrifugadas de
ambas cepas, testigos, asi como de las diluciones y de los tres sustratos
utilizados a este volumen de cultivo; fueron D. salinay O. tertiolecta en las
diluciones 1:200 y 1:800 donde se obtuvieron los porcentajes mds altos de:
proteinas [ 35-41 % ), de fibra cruda [ 15-23 %}; y extracto etéreo [ 7-9 % ]
tablas: 8 y 18, grdficas: 2 y 3 de las paginas 70 y 103: lo cual significa, que
también son de buena calidad nutricional como alimento,

DE LOS CULTIVOS EN BOLSA

Los cultivos en estos recipientes indican también que su eleccién fué
acertdada. por la facilided en su manejo y por los resultades obtenidos.
Nuevamente con D. salina cuitivada con el caparazén de camarén arrojaron los
mejores resultados, logrando 1.12 de Abs. Y 10.85 X 10° células /ml (tabla 10y
grdfica 14). Y en cuanto ol andlisis bromatoldgico, repite esta cepa con el
mismo sustrate alcanzande 40.13 % de proteina en la dilucién 1: 800 (tabla 12y
gréficas: 2y 3 de la pdgina 83).
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En relacién a las curvas de crecimiento que se obtuvieron en los cultivos con
gallinaza en sus tres niveles: [por lote, en garrafén y en bolsa], asi come con
ambas cepas, y También con respecto a los porcentajes de proteinas que se
determinaron con el andlisis bromatoldgico a los centrifugados de este
sustrafo; fueron resultados muy buenos, sin lograr alcanzar ol coparazén de
camardn; pero que también puede recomendarse para culiivos masivos de

microalgas. No asi con los abtenidos con las excretas de conejo, ya que fueron
i

muy bajos. ' |

En todos los niveles dé| cultive [ matraces, garrafones y en bolsas ] la
temperatura y el pH. sufrieron variaciones minimas por lo que se consideraron
como constante y las fluctuaciones de los resultados se le atribuyeron a los
nutrientes presentes en los sustratos orgdnicos utilizados.

[
1
I
1
|
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VIIT.- CONCLUSIONES

Se obtuvieren cultivos masivos de un alto nivel nutricional con O. salina
y . tertiolecta, usando medios semi-sintéticos y con sustratos orgdnicos
de desecho come fuentes de nutrientes.

Al utilizar diferentes recipientes o contenedores de cultivos, se
~ comprobé que en cada uno de ellos, se presentan condiciones favorables
que propician un buen crecimiento de las microalgas, sin embargo, en los
cultivos masivos, los mejores resultados se obtuvieron cuando se usaron
bolsas.

En todos los niveles de cultivo, se comprobd que la cepa que se adaptd
rapidamente a las nuevas cordiciones fué D. safina, con ella se registraron
los resultados mds altos.

¢on respecto a los sustratos orgdnicos de desecho que fueron usades
come fuente de nutrientes; sobresalieron el caparazén de camarén en
primer lugar por los buenos resultados que se registraron en todas las
diluciones probadas: en segundo lugar la gallinaza y por dltimo las excretas
de conejo.

Las muestras analizadas de los cultivos en garrafén y en bolsa con el
andlisis bromatoldgice, las de caparazén de camardn dieron resultados
altos de proteina, de lipidos y minerales por lo que se considera un alimento
de alto valor nutricional para los organismos que las consumen,

Por lo anterior se puede concluir que, los cultivos de microalgas en
condiciones relativamente conircladas son una excelente alternativa en
acuaculfura, principalmente por el uso de sustratos orgdnicos de desecho
como fuentes de nutrientes con lo cual se reduce considerablemente los
costos de produccién para el desarrollo de organismos marinos como:
camarén, bivalvos, peces y algunos otros organismos filtradores.
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