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RESUMEN

En el presente trabajo se determinaron la ta-
sa 6ptima de dilucibén (cosecha) y la produccién --
mdxima de un cultivo semicontinuo de Chlorella saccha
nophila usando el método propuesto por Droop (1966)
para microalgas. Estas resultaron ser: D 6ptima=
190 1/dia equivalentes al 38% del volumen total,--
con una P méxima=36 X 1011l cé&lulas.

En relacidén a su desarrollo en un medio de --
fertilizantes agricolas (Medio de Kochi) con una--
relacién nitré6geno: Fésforo (13:1), éste resultd -
adecuado, pues se obtiene una tasa de crecimiento-
de 1.44 divisiones celulares/dia, y una densidad--
méxima en el periodo de crecimiento exponencial de
40 X 106/ml.

El sistema de cultivo desarrollado en condi--
ciones ambientales no controladas ofrece una pro--
duccibn a gran escala para ser utilizada con fines

acuaculturales.



I. INTRODUCCION

En la Acuacultura, uno de los factores limitantes-—
y el problema més urgente a resolver, es la fuente
constante de alimento vivo, esencial para la navo-
rfa de los estadios larvales de moluscos, crustd--

ceos y peces (Droop, 1975).

Para el caso de fitoplancton existe una extensa 1li
teratura sobre las técnicas para su cultivo; las--
mds usadas se encuentran descritas en los trabajos
de Guillard (1972), Stein (1973) y Kinne (1976).

En su mayorfa son métodos de cultivo discontinuos,
conociaos como cultivos de tina; su mantenimiento-
es complicado y su produccién no es constante, por
lo que se han ideado tratamientos que permitan al-
macenar las microalgas por tiempo indefinido (Holm-
Hansen, 1973; Sorgeloos, 1974; Flassch, ef. al., --
1875).

En Japdh se inici6 el cultivo masivo de microalgas
alrededor de 1964, con fines acuaculturales para--
la produccién de rotfferos principalmente; esta --
técnica recibi6 el nombre de "ME&todo del tanque de
transferencia diaria", pero no fue muy popular ---
pues requerfa de una intensa labor que involucra--
un cultivo nuevo cada dfa (SISFFA, 1964 a,b). To



dos estos métodos en realidad no resuelven el pro-
blema de la demanda constante de alimento vivo; =--
una solucién a éste puede ser el automatizar y op-
timizar los cultivos para convertirlos de sistemas
discontinuos a sistemas semicontinuos o continuos-
(Dunstand-Menzel, 1971; Retousky, 1966; Droop, ---
1975]) .

Un cultivo continuo se establece mediante dilucio-
nes continuas de medio fresco, de un volumen fijo-
de cultivo en donde los nutrientes no actfian como-
factores limitantes; el equilibrio es establecido-

por la tasa de dilucién adecuada (Ukeles, 1973).

No existe una definicién clara de cultivo semicon-
tinuo en la literatura consultada, pero Fencl ---

(1966) , establece que no existe diferencia entre--
el proceso continuo y el proceso semicontinuo, es-
tablece matem&ticamente que el nGmero de perfodos-
de remocién de un cultivo y adicién de medio nutri
tivo por unidad de tiempo, puede ser diferente y--
que cuando es suficientemente alto, el proceso se-
micontinuo pasa a ser continuo. De acuerdo con lo
anterior y tomando como base la definicién de Ku--
bitscheck (1970), Aguirre (1981) propone que: "Un-
cultivo semicontinuo es un sistema de flujo en el-
cual células individuales est&n suspendidas en un-

volumen cercanamente constante, en un estado de --



equilibrio din&mico (o cercano a é€l), establecido-
por una remocién de cultivo y adicién de medio nu-

tritivo por unidad de tiempo menor a infinito”.

En base a las definiciones anteriores, podemos con
cluir que se logra optimizar un cultivo conociendo
la concentracién adecuada de nutrientes, buscando-
una coordinacién entre la tasa de crecimiento y la
utilizaci6én de los nutrientes, asf como la produc-
cibén sostenida y estandarizacién de la cosecha a--
intervalos peri6dicos con reemplazamiento del me-

dio de cultivo en forma continua o semicontinua.--
(Droop, 1975; C&ceres, 1979; Aguirre, 1981).

Chlorella saccharophila, es una de las microalgas de--
mayor uso en la acuacultura, en Japén es la base--
de casi todas las cadenas tr6ficas de la acuacultu
ra comercial, teniendo actualmente una importancia
central su cultivo a niveles masivos (SISFFA, ===
1964 a,b; Hirayama y Ogawa, 1972; Tsukada, et. af.,

1974; Fukusho, et. af.,1976; Hirata, 1974; Mae, ---
1979; Ioku, et. af., 1980). Se hace inminente la —-
necesidad de optimizar su cultivo, automatizando--
el sistema, ya que hasta la fecha s6lo se ha usado
la técnica de cultivo discontinuo, en la cual se--
aprovecha el volumen total, desperdicidndose la po
sibilidad de sostener el cultivo a largo plazo im-

plicando ésto un gasto mayor de tiempo, trabajo y-



una menor planeacién de la produccién de todo el--

sistema acuacultural.

El presente trabajo es un intento de produccién ma
siva utilizando la técnica de cultivo semicontinuo
bajo condiciones ambientales, en forma econfmica y
sencilla, probando un medio de fertilizantes agri-
colas (medio de Kochi), para la especie particular
gque nos ocupa, por lo que se plantean los siguien-

tes objetivos especfficos:

1. Determinar la dilucién 6ptima para la cual la--
producci6én diaria de Chlorefla saccharophila es maxi-

ma.

2. Determinar las tasas de crecimiento en Divisio-

nes celulares/dfa.

3. Determinar la produccién del sistema y sus 1limi

tes de confianza.



II. ANTECEDENTES

1. Cultivo semicontinuo y continuo

Cuando se requiere de grandes cantidades de célu--
las a intervalos frecuentes los cultivos semiconti
nuos o continuos, proveen un gran nimero con mayor
consistencia, en forma uniforme para fines acuacul
turales. La teoria b8sica y el andlisis matem&ti-
co de estos sistemas fueron propuestos por Monod--
(1942-1950) y Nbévick y Szilard (1950 a,b) para cul
tivos de bacterias y levaduras. Recientemente el-
método ha sido utilizado en investigaciones sobre-
la fisiologia, nutricidn, mecanismo fotosintético,
bioquimica, etc., de una gran cantidad de microal-
gas (Burmaster, 1979 a-b; Caperon, 1967; Howell --
et. al., 1966; Turpin y Harrison, 1979; Ukeles, ----
1973-1976). El andlisis matemdtico extensivo para
microalgas corresponde a Droop (1968, 1970, 1973,-
1974). A la fecha son pocos los reportes sobre la
aplicacidén del método con fines acuaculturales ---

(Droog, 1975; Cé&ceres, 1979; Aguirre, 1981).

2. Descripcibn de la especie

Chlonella saccharophila, (Kriiger) Migula var. saccharo
phila, fue aislada y clasificada en la estacién --
Yashima en Japdn, por el Dr. Yuichi Yoneda en 1973

y reportada por Tsukada, e¢t. af.,en 1974. A la fe-



cha se han llevado a cabo varios estudios sobre =«-
las caracteristicas de la especie que nos permiten

hacer una descripcidén precisa de su morfologfa y--
estructuras (Foot-Novakova,1969; Yoneda, 1973; Tsu
kada, et.al., 1974; Rascio y Casadoro, 1981; Lee,--
Reidy y Kessler, 1982). Se trata de una cloroficea
discoidal de color verde intenso de 6 micras de --
di&metro, con un nficleo central.irreqular y defor-
me; singular complejo de Golgi y grandes vacuolas-
en yuxtaposicidén al nfcleo; cloroplasto lobulado y
simple ocupando el mayor volumen celular; pirenoi-
de prominente penetrado por numerosos tilacoides--

simples rodeado de glébulos de almiddén. (Fig. 1).

La divisibén celular se caracteriza por la formacién
de autosporas ovales de 4 micras de didmetro; el nd
mero de autosporas producidas es de 8, 16 a 32, depen
diendo de la concentracién de los nutrientes (Hira
ta, 1972,1975). El1 promedio de crecimiento indivi-
dual es de 1.2 micras/dia con una tasa de crecimien
to poblacional de 1.4 divisiones cel./dfa en prome
dio (Hirokawa, 1975; Hirata, 1972,1975). La curva-
de crecimiento poblacional presenta una fase decre
cimiento exponencial alrededor de los 7 dias con--
una densidad promedio de 30x10% cel/ml. y méxima--
de 40x106 cel/ml. una fase estacionaria de los 8 a
los 25 dfas con 17x100 cel/ml. y una fase de decai

miento de los 26 a los 30 dfas con 8x105 cel/ml.--



FIG.

1. Dos secciones de Chloreffa saccharwophila en--
diferentes estadios de crecimiento mostran
do la disposicién del ndcleo (n), el com--
plejo de Golgi (g), el cloroplasto promi--
nente y lobulado (c), el pirenoide penetra
do por tilacoides y rodeado de glébulos de
almidén (p) y algunos granulos osmofflicos
(s).



por agotamiento de nutrientes, (Hirata, 1972,1975).

El cuadro bédsico fisiol6gico de este género (nive-
les 6ptimos de luz, temperatura, nutrientes, sali-
nidad, pH, fotoperfodo, y la interacci6n entre es-
tos) ha sido ampliamente investigado (Hirata, 1972,
1975, 1978, 1980; Hirokawa, 1975; Kessler, 1976 ,--
1978; Pratt y Fong, 1940; Lorenzen y Ruppel, 1960;
Myers, 1946; Ukeles, 1973).

Chlorella puede crecer en un intervalo de salinidad
de 25% a 30% considerd&ndose la salinidad 6ptima de
25%; la divisi6n celular estd relacionada al foto-
perfodo siendo la intensidad mas adecuada entre --
2350 lux a 2500 lux con fotoperiodo continuo, observandose-
una sincronfa del crecimiento con fotoperfodo so--
lar; Chlorella es muy resistente a cambios de tempe
ratura, hasta de 10°C como mfnimo y con un m&ximo-

de 40°C, siendo la temperatura Sptima de 25°C.

Las especies de Chfoiella han sido cultivadas con--
nutrientes tanto inorg&nicos como orgdnicos. Pue-
den ser utilizados como fuente de Nitrbégeno, sales
de amonio, &cido drico y la urea; con respecto a--
la utilizacién de fuentes de Fé6sforo, el Fésforo--
inorgdnico es un buen recurso para todo el fito---
plancton, generalmente las variaciones son peque--

flas con respecto a la fuente siendo mayormente uti
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lizados los ortofosfatos.

El agua de mar provee de bajas concentraciones de-
Na, K, Mg, Ca, etc., para obtener el balance ifni-
co. Ni las vitaminas ni otros compuestos orgdni--
cos son un factor limitante para el crecimiento de
Cheoretla en cultivo, por lo que puede considerarse
a &sta como una verdadera alga aut6trofa (Carlucci,
1970; Nishijima, eft. af., 1979). La Tabla 1 resume
la informacién sobre las condiciones ambientales—-
de cultivos de microalgas de género Chlorelfa y pro

vee datos Utiles sobre la fisiologfa del género.

Cuando se inicié la produccibn masiva del rotffero,
Brachionus plicatilis en Jap6n, inicialmente se culti
varon transfiriéndolos de un tanque a otro de Chlo-
nella con una densidad entre 10 a 20x106 cel/ml. --
(SISFFA, 1964 a,b). Por lo imprdctico de la téc-
nica se iniciaron una serie de investigaciones tra
tando de encontrar un método adecuado para la pro-
duccién continua de rotfferos sin depender de los-
cultivos masivos de Chlorella ; una de éstas propu-
so el uso de la levadura de pan como alimento (Sac-
charomyces cerevisiae) (Hirata y Mori, 1967). Se pen-
s6 que é&sta resolverfa la produccidén de rotfferos-
ya que se producfan densidades hasta de 100 rotffe
ros/ml. Después de la publicacién de estos resﬁl-

tados, otros investigadores se interesaron en estu
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diar los cultivos de rotiferos alimentados con le-
vadura (Endo, 1978; Fukusho, et. af., 1976; Furukawa
y Hidaka, 1973; Hirata, 1977 a,b; Hirata, et. al.,

1980 a,b; Imada, 1980; Kawano, 1968, 1978; Mochizu
ki, et. af., 1980; Osawa y Kawano, 1971; Ueki, ---
1975). Algunos se inclinaron por la utilizacién--
de la dieta mezclada de levadura y Chlorella, pero
se observ6 que en las larvas de peces alimentados-
con rotiferos producidos a partir de la dieta de--
levadura o la mezcla 95% levadura y 5% Chlorella,--

ocurrian altas mortalidades, a rafz de este proble
ma, las investigaciones se encaminaron a la identi
ficacibén de la causa (Fukusho, et. al., 1976; Kita-
jima, et. al., 1980 a,b; Watanabe, 1978). La razdn-

fue un desbalance nutricional por falta de dcidos-

grasos esenciales, plantedndose la solucién al pro
blema mediante el enriquecimiento de los cultivos-
de rotiferos con una fuente de &dcidos grasos del--
tipo W3 altamente insaturados (AGAI W3). Se probd
una levadura mejorada con AGAI W3 la cual fue lla-
mada "Levadura Omega" (Imada, 1989: Watanabe, 1978
Kitajima, et. af., 1980 a,b y otros).

Los estudios comparativos de la concentracién de--
AGAI W3 en el total de &cidos grasos que ChLorella -
(especies marinas) posee, es de 29%, la levadura--
de pan 1.3% y la levadura Omega el 34.7%. Actual-

mente la levadura Omega se produce comercialmente-

-
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en Japdn, (Kitajima, 1980), pero su uso tiene la--
desventaja de ser de mayor costo. Aunado a esto--
se realizaron investigaciones para la determina---
cibn de una dieta adecuada para varias especies de
Zooplancton (Acartia clausi, tigrhiopus faponicus, Artemia-
Ap, Y Moina sp.). Se probaron la levadura de pan, la-
levadura Omega y varias especies de fitoplancton--
entre ellas Chlorella. Se encontré que la abundancia
y calidad de estas especies de zooplancton depen--
den de su nutricién y que utilizando ChLorella como-
alimento se obtiene un enriquecimiento en &cidos -
grasos de un 12.7 a un 18.8%. (Imada et. af.,1979;
Imada, 1980; Watanabe, et. af., 1978, 1980).

En la actualidad es de gran popularidad el uso de-
la técnica llamada "Tratamiento Verde", que consis

te en enriquecer los cultivos de Zooplancton duran
te 6 a 12 hrs. en Chlorella después de haber sido---

cultivados previamente con levadura Saccharomyces ce-
revisiae, antes de su utilizacidn como alimento de-
larvas de peces, crustdceos y moluscos, de esta ma
nera obtienen la fuente necesaria de &cidos grasos
esenciales para su desarrollo. (Hirayama y Ogawa,
1972; Hirayama, et.af.,1973; Hirayama, et.al., 1978;-
Hirata, 1980; Imada, et.af.,1979; Kitajima, et.al.,--
1979; Teshima et.af., 1979, Watanabe, et.al.,1978 a,b;
watanabe, et.al., 1979; Watanabe, et.al., 1980). La-
tabla 2 resume la composicién quimica de Chlorella--

(especies marinas), tomado de Imada et.af., 1979.



CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE LOS CULTIVOS REPORTADOS
DEL GENERO Chtorella

TABLA 1

(especies marinas)

Medio de

N P

: o : . ' o o
Referencia Lugar Ul EANE Especie ug-at/1 N:P Vit. T°C S°/oo
Parson, Canadé& ? Chlonella Ap. 500 50.0 10:1 st 2043 agua
et. al, 1961 marina
SISFFA Yashima st. Yashima Chlor ella 1,600 73.9 21:1 st 2043 a.m.
1964, a,b Jap6én saccharophifa 2,000 73.9 27:1 sf 20+3 a.m.
Hirayama y Tokyo Miguel enrique Chlonella sp. 166 11.2 14:1 st 25%1 a.m.
Ogawa, 1972 Japbn sido (Allen-

Nelson, 1910).
Ukeles, R. Milford, 2 Chlonella 3,530 146.9 24:1 st 19-23 a.m.
1973 Conecticot, autothrophica
E.U.A.
Hirata, Kagoshima Hirata Chlonetlla 2757 '73.9 37%) st 20-25 a.m.
1974-1979 Japén sacclarophila
Hirata, Kagoshima Yashima Chlorella 1,666 73.5 22:1 no 20-26 a.m.
1979-1980 Japén modificado saccharophila 2,000 73.58 271 no 20-26 a.m.
Este Kochi , Kochi Chlornella 37180 250:0 1331 no 15,5-22.5 a.m.
trabajo Jap6n saccharophila 3,850 343.0 11:1 no 12.5-22.5 a.m.

ET
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Tabla 2. Composicién Qufmica de especies marinas
de (ﬂwondﬁa, (Tomado de Imada, et. al.,-
1979) -

Humedad (%) 75.8

Protefna Cruda (%) 12.2

Lfpidos Crudos (%) 5.4

Cenizas (%) 23

MINERALES (peso seco)

Ca mg/g 1.20
Mg mg/g 3.43
P mg/g 25.41
Na mg/g 0.76
K mg/g 10.96
Fe ug/g 173.30
Zn ug/g 11.30
Mn ug/g 105.50
Cu ug/g 9.10
ACIDOS GRASOS (%)
14:0 4.8
16:0 20.2
16:1w7 29.5
18:0 t
18 :1w9 8.6
18 :2w6 4.1

18:2w3
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20z =%

20:3w3 2.4
20:4w6

20:4w3 =

20:5w3 26.6

I W3 29.0

Lfpidos crudos 5.4
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ITII. MATERIALES Y METODOS

El trabajo que a continuacidn se describe fue lle-
vado a cabo en las instalaciones de la Estacién Ex
perimental de Pesca de la Prefectura de Kochi, Ja-
pén.

El agua de mar utilizada fue obtenida del sistema-
general de agua de mar de la estaci6n, bombeada --

desde la bahfa de Uranouchi, Kochi-Ken.

La cepa de Chlorefla saccharophila (Kriiger), utilizada
a lo largo de los experimentos ha sido ampliamente
distribuida desde su aislamiento en la Estacifn Ex
perimental Yashima (SISSFA,a bl964-1965), a todas—--

las estaciones de pesca de Japén.

1. Cultivo estético

Antes de iniciar pruebas con el sistema Semiconti-
nuo, se llev6é a cabo un experimento preliminar con
un cultivo estdtico, para establecer la concentra-
cién de nutrientes adecuada, establecer las dife--
rentes etapas de crecimiento a fotoperfodo solar a
la intemperie, para lo cual se registraron diaria-
mente y por 30 dfas la densidad (cel./ml.) y la --
temperatura del medio de cultivo. La densidad ini
cial del inéculo fue de 5.5x106 cel./ml.
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Se utiliz6 como recipiente de cultivo un tanque de
" vinil transparente de una capacidad de 1000 1. ---
(500 1. de cultivo), con cinco aereadores distri--
buidos en la pexferia, se utilizé como medio de--
cultivo agua de mar filtrada enriquecida con ferti
lizantes agrfcolas (Medio de Kochi), a base de Sul
fato de Amonio, Superfosfato de Calcio y Urea; sin

vitaminas ni Clewatt 32 (microelementos) (Fig. 2).

2. Cultivos Semicontinuo.

Para el cultivo Continuo y Semicontinuo se han de-
sarrollado dos tipos de aparatos automdticos: el--
Quemostato, que controla la densidad con la veloci
dad de lavado con medio nutritivo; y el Turbidosta
to que es un recipiente que mantiene una densidad-
de cultivo constante, regulada por un fotodetector
que registra la densidad 6ptica, cuando &ésta aumen
ta se diluye el cultivo. (Caperon, 1968; Carpenter,
1968; Droop, 1966, 1968, 1969, 1975; Ukeles, 1973).

Este tipo de sistemas son costosos y complicados--
porque requieren de sistemas compiementarios, con-
virtiéndose en un sistema poco usual a pesar de --
que provee de una fuente constante del organismo--
cultivado y sobre todo no pueden utilizarse para--

fines de produccién a gran escala.



18

Para este trabajo, tomando en cuenta los princi---
pios de estos dos sistemas, se realizé un cultivo-
semicontinuo para produccién masiva, bajo condicio
nes ambientales y rudimentério, ya que no es un --
- aparato autom&tico. Consta de un recipiente de --
vinil transparente de 500 1. de capacidad, con ---
cinco aereadores distribuidos en toda la periferia,
alimentado con agua de mar filtrada y fertilizan--
tes agrfcolas disueltos (Medio de Kochi) mediante-
una manguera de 15 cm de di&metro, conectada a una
bomba de 1/2 HP, diariamenté es bombeado el medio-
nutritivo fresco, después de cosechar un volumen--
tal que mantenga el cultivo en una condicién de =--
equilibrio o cercana a €1, reponiendo el volumen--
inicial, estos recipientes se cubren con laminas--
de polietileno, para proteger los cultivos en caso

de lluvia. (Fig. 2).

2.1. Dilucién o cosecha 6ptima.

Se utilizaron cinco recipientes de una capacidad--
de 500 1. con las cafacterfsticas ya descritas en-
padrrafos anteriores, se inocularon en ellos 500 1.
de Chlanella saccharwphila con una densidad de 35x10°
cel/ml. (en fase exponencial); estos cultivos se--
sometieron a diferentes diluciones con el fin de--
determinar la tasa de dilucidén 6ptima expresada en
voldmenes por dfa, particularmente 100 1/dfa, ----



FIG. 2a.

Sistema de cultivo semicontinuo de Chforella
sacchanophila en condiciones ambientales (re-
cipientes de vinil de 500 1).

FIG. 2b. Sistema de cultivo masivo de Chlorella saccha-

nophila en condiciones ambientales (tanques-
de 50 ton.).

19
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150 1/dfa, 200 1/dfa, 300 1/dfa, y 400 1/d4fa, que-
equivalen a 20%, 30%, 40%, 60% y 80% del volumen--
total respectivamente, reponiendo siempre con me—-
dio nutritivo fresco de acuerdo a cada dilucién el

volumen inicial (500 1).

Se cosech6 una vez al dfia por un perfodo de 15 ---
dfas, para cada dilucién. La concentracién de nu-
trientes utilizada se seleccioné de acuerdo al me-
dio de Yashima modificado (Hirata, 1979) para pro-
ducir de 30 a 40x106 cel/ml. Utilizando el medio-
de Kochi la concentracién mds adecuada para obte--
ner dicha densidad result6 ser en el cultivo estéa-
tico de 3180 uyg-at/l para la fuente de Nitr6geno y
de 250 yg-at/l para la fuente de F6sforo, cuya re-
laci6n es de 13:1 (Nitr6geno:F6sforo).

Se monitored diariamente temperatura (°C) con un--
term6metro de 50°C de 0.5°C de precisién, el pH --
con un potencifSmetro (Corning pH meter), la densi-
dad del medio de cultivo con un densfmetro de balf
nes para agua de mar con la escala 1.000 a 1.030 -
(mod. A-419). Los datos clim&ticos fueron obteni-
dos de la Estacién de Monitoréo Ambiental de la --

Prefectura de Kochi, Jap6n (Apéndice II).

2.2, Tasas de crecimiento.

La densidad de los cultivos (X) en cel/ml se deter
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mind por conteos celulares tomando alicuotas dia--
riamente por la manana, para ser cuantificadas en-
fresco al microscopio (contraste de fase Nikkon) ,-
en una cdmara hemocitémetro (EDKS bright line) de-
0.1 mm. de profundidad para reducir el error en el
conteo se determind el nGmero de células promedio-

de cuatro conteos por muestra.

El valor de las tasas de crecimiento expresado en-
Divisiones celulares/dia se determiné de acuerdo -
al método de Guillard, (Guillard y Ryther, 1962;--

Guillard 1973) en la siguiente fdrmula:

D = [In (Nt/No)] / t In2
donde:
Nt = nGmero de células al tiempo t
No = nGmero de células al tiempo 0
t = tiempo transcurrido en dias
In2 = factor de duplicacidn

2.3 Produccidn méxima

Para la determinacidn de la produccidn mé&xima (p).,
se siguib el camino propuesto por Droop (1966), en
el que se asume gue el comportamiento de la densi-
dad en funcibén de la dilucidn es lineal, debido a-
que, si la dilucidn D es mayor que la densidad X--
en el recipiente de cultivo, entonces el cultivo--
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es lavado.

Se obtuvo una regresidn lineal de los datos grafica
dos de densidad (X) contra dilucién (D). La ecua-

cibn nos describe a X en funcién de D:
f(D) = X=AD+B

que nos permite obtener el producto DX = P que tie
ne un mdximo cuando F(D) es igual a cero y descri-

be la produccibén méxima para el sistema:
P=-AD2+BD

se realizd la prueba estadistica de X2 (con cuatro
grados de libertad) para analizar las diferencias-
entre los resultados experimentales de produccidn-
y los calculados de acuerdo al modelo de Droop =--
(1966) .
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IV. RESULTADOS

1. Cultivo esté&tico

La tabla 3 resume las densidades celulares obteni-
das en el cultivo estédtico, en el cual las densida
des m&s altas fueron obtenidas utilizando la con--
centracién 13:1 (Nitr6geno:F6sforo) esta densidad-
mé&xima en la fase exponencial fue de 40x10° cel/ml
con una tasa de crecimiento promedio de 1.4 div. -
cel/dfa. Fue diffcil caracterizar las fases de --
crecimiento en este cultivo ya que la poblacién --
estd afectada por las variaciones de temperatura y
los dfas nublados (Fig. 3).

2. Cultivo semicontinuo

La Tabla 4 resume las densidades diarias de la co-
secha a lo largo de 15 dfas de observacién de los-
cultivos sometidos a diferentes tasas de dilucién,
se considera que la condicién de equilibrio entre-
la diluci6n y la densidad en el cultivo semiconti-
nuo se encuentra entre las diluciones correspon---
dientes al 30% y 40% (Fig. 4), cuyas densidades --
promedio fueron de 21.7x10% cel/ml y 14.4x108 cel/
ml respectivamente. En estos cultivos la concen--
tracién de nutrientes es semejante a la del culti-

vo estdtico 13:1 (Nitr6geno:F6sforo).
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2.1. Dilucién o cosecha &Sptima

La diluci6n 6ptima en la cual la produccién de Chlo
nella saccharophila es mdxima por el método de Droop-
(1966) asumiendo la relacibébn de X(cel/ml) con res-
pecto a D (vol/dfa) como lineal (Fig. 5) obtenemos
la regresi6n de mfinimos cuadrados que estd repre--

sentada por la siguiente ecuacién:

6 9

X=f (D) =-97.2 x 10" D + 36.9 x 10

Construyendo ahora la funcién que nos permite obte
ner la produccién del sistema multiplicando por D-
ambos lados de la ecuacién:

P =97.2 x 10° D% + 36.9 x 10° D
La grédfica de esta funcién es una pardbola (Fig.6)
y como D y P se encuentran en el primer cuadrante-

los valores de D 6ptima y P mdxima son positivos.

2.2. Produccifén Maxima

Derivando a P con respecto a D e igualando a cero,
seleccionamos la D S6ptima que hace a P mdxima en--
particular para este sistema resulta ser.Do = 190-
1/dfa que equivale al 38% del volumen total con --
una P mix. = 36x10ll cel. de Chlorella saccharophifa--

con un valor der = 0.9624. La diferencia entre -
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los resultados experimentales (tabla 5) y los cal-
culados de acuerdo al modelo de Droop (1966) (ta--
bla 6) segfin las pruebas estadisticas (X2 < 0.05)-

no son significativas.

2.3. Tasas de crecimiento

Las tasas de crecimiento de C. Saccharophila expresa
das en divisiones celulares/dia, se encuentran re-
sumidas en la Tabla 7. La tasa de crecimiento pro
medio mds elevada fue obtenida con la dilucidén 30%

y corresponde a 1.4416 div. cel./dia.

3. Par@metros ambientales

3.1. Cultivo estéticb

Se determinaron las variaciones de temperatura en-
el cultivo esté&tico a lo largo de 22 dias con el--
objeto de analizar su influencia en la densidad de
Chlornella saccharophila en condiciones ambientales.--
Como se puede observar en la Fig. 3, las fases de-
crecimiento estadn afectadas por las fluctuaciones-
de la temperatura que oscila en un rango de 12.5 a
20.5°C, que se encuentran dentro del rango que es-
ta especie soporta a medida que la temperatura se-
acerca al rango 6ptimo (20-25°C), la poblacibdn se-

recupera.
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3.2. Cultivo semicontinuo

Analizando los par&metros ambientales (T°C, pH, --
densidad del medio, y datos atmosféricos) a lo lar
go de los 15 dias de observacidn como se muestran-
en los Apéndices 2 y 3 podemos afirmar en términos
generales que su rango de fluctuacibn no es muy am
plio (Fig. 7).

La temperatura es uno dé los factores que mayormen
te influyen en el comportamiento de los cultivos--
en condiciones ambijientales como ya se menciondé en-
padrrafos anteriores y en estos cultivos oscild en-
tre 15.5 & 23.5°C. -Aunqué estas variaciones de --
temperatura junto con los dias nublados afectan a-
la poblacidén, ésta siempre se recuperd6 alcanzando-

su equilibrio.
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Tabla 3. Densidad de Chorella saccharophifa en culti
vo estdtico, con la razén 13:1 (Nitrbge-
no:Fésforo) en el medio de cultiveo y 1las

variaciones de temperatura.

Densidad S

Dfas (cel/mlx106) PO
1 545 22.1
2 6.1 1941
3 72 1852
4 61 18.4
5 7 20.0
6 10.0. 20.5
7 16.0 20.5
8 22.4 16.8
9 16.5 20.2
10 18.0 17.0
119y 30.0 17.9
12 . 27 .0 _ 14.0
13 21... 15.2
14 28.3 120
15 27.6 17.4
16 33.3 15.4
17 36.0 15,0
18 33,7 15,2
19 37+2 17.6
20 40.0 178
21 38.0 18.7

22 40.0 221
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Tabla 4. Densidades diarias de Chlorella saccharophi
£a en cultivo semicontinuo a diferentes-

tasas de dilucién.

DENSIDAD DE LA COSECHA (Cel./ml.x106)

DILUCION
Dfas 20% 30% 40% 60% 80%
i 18.1 17.8 179 15.0 52
2 21.6 19,0 15.8 11.0 5.5
3 26.8 22.8 18.3 12:6 359
4 23.0 20.3 10.8 10.2 2
5 20.9 12.0 10.6 Ted 1.5
6 22.8 16.0 10.3 4.6 05T
7 25.6 195 3 153 4.4 0.8
8 33+3 21.6 15.3 iy 0.3
9 36.0 28.7 16.0 250 0.3
10 33.7 23.6 < 0.7 -
1l 372 21.4 13.4 [0 . =
12 40.0 26.9 16.8 - =
13 38.0 24.4 10.6 - -
14 40.0 24.6 LT3 = =
15 37.0 27.6 18.4 . - -

X 30.3 21.7 14.4 4.7 1.3
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a diferentes tasas de dilucién.

- Tasa de dilucidn 20%
- Tasa de dilucién 30%
Tasa de dilucién 40%
- Tasa de dilucién 60%
- Tasa de dilucidn 80%

mOoOoWwpe
I




Tabla 5.

31

Produccién de Chlorella saccharophila en——-

cultivo semicontinuo de acuerdo a la den

sidad en funcién de la tasa de dilucién.

Densidad de Limites de tasa de Produccién
cosecha confianza dilucién (cel x 1011)
(cel/mlx106) al 95% 1/dfa %
(cel/mlx106)
30.3 27T 2 34.7 100 20 30.3
21:7 19.4 24.0 150 30 32.6
14.4 12.8 16,0 200 40 28.8
4.7 7 | T e 300 60 14.1
1.3 0.3 2.3 400 80 5.2
Tabla 6. Produccién de Chlorella saccharophila de =--
acuerdo a los valores calculados de den-
sidad en funcién de la dilucién por el -
método de Droop (1966).

Densidad Tasa de di- Produccién
(cel/mlx106) lucién (1/dfa) % (celx101l)
32.0 50 10 16.0
272 100 20 27.2
22.3 150 30 33:5
LFJ5 200 40 350
12.6 250 50 31.6
78 300 60 23.3
2.9 350 70 10.3
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( cel /ml x I08)

DENSIDAD

X=-972x10° D + 36.9 x10°

20.0 +

100

1 t
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FIG. 5. Modelo de Droop (1966) que asume la distri-
bucién de los datos en forma lineal, de la-
densidad (X) de Chlorella sacchanophila en fun
cién de la tasa de dilucién (D).
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( cel /ml x10")

PRODUCCION
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P=-97.2x10° D°+36.9x10° D
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FIG. 6. Modelo de Produccién de Droop, para Cllorella
saccharophila basado en los datos de la re--
gresién lineal.
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Tabla 7. Tasas de crecimiento de Chlorella saccharo-
phila en cultivo semicontinuo a diferen-
tes tasas de dilucién con la razdén 13:1-
(Nitr6geno:F6sforo) en el medio de culti

vo.

TASA DE CRECIMIENTO (Div. Cel./dfa)

DILUCION
20% 30% 40% dfas
1.1714 1.1646 1.1669 1
1.5308 1.4755 1.3803 2
1.5441 1.5321 1.5195 3
1.3756 1.3892 1.1810 4
1.3987 1.1908 1.4914 5
1.4840 1.6097 1.4252 6
1.4962 1.5404 1.6875 7
1.5598 1.4976 1.4427 8
1.4748 1.5762 1.4664 9
1.4116 1.3587 1.1823 10
1.4833 1.3981 1.6479 11
1. 4717 1.5505 1.5684 12
1.3156 1.4000 1.2072 13
1.4631 1.4453 1.1742 14
1.4123 1.4958 1.4739 15

X 1.4395 1.4416 1.4009
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Variacién de la temperatura (T°C) del cul-
tivo semicontinuo de Chlorella saccharophifa -
a diferentes tasas de dilucién.

A.- Tasa de dilucién 20%
B.- Tasa de dilucidén 30%
C.- Tasa de diluci6n 40%
D.- Tasa de dilucién 60%
k.- Tasa de dilucidén 80%
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Variacién del pH del cultivo semicontinuo --
de Chlonella saccharophifa a diferentes tasas de
dilucién.

A.- Tasa de dilucidén 20%
B.- Tasa de dilucién 30%
C.- Tasa de diluci6n 40%
D.- Tasa de dilucién 60%
E.- Tasa de dilucién 80%
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FIG. 9. Variacidén de la densidad del medio de (. ---
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V. DISCUSION
Produccién del Sistema.

La produccidn del sistema masivo a largo plazo pre
senta dos puntos importantes; la cantidad de algas
producidas y la constancia o variacidén de esa pro-
duccidn. En este trabajo el cdlculo de la tasa 6p

tima de dilucibén en la cual la produccidén es maxi-
ma, permitid el establecimiento del sistema de cul

tivo en forma semicontinua en el cual las células-
estdn suspendidas en un volumen cercanamente cons-
tante con la tendencia al equilibrio dinémico esta
blecido por la remocibén adecuada de cultivo y adi-
cién del medio nutritivo por unidad de tiempo.

Analizando las diferentes tasas de dilucién obteni

das experimentalmente la tasa de 150 1/dia que co-
rresponde al 30% estd cercana a la 6ptima con una-
densidad promedio de la cosecha diaria de 21.7x106
cel/ml gue se traduce a una produccibn de 21.7x10°
cel. de C. saccharophila por litro de cosecha por --
dia y una produccidn mixima de 32.6x1011 células.-
De acuerdo al modelo de Droop (1966) la tasa de di
lucidén 6ptima corresponde a 190 1/dia de cosecha--
que equivale al 38% en el cual la produccidn maxi-
ma por dfia es de 36.0x1011 células.

La diferencia entre los resultados experimentales-
y los calculados no es estadisticamente significa-
tiva (X2 < 0.05), pero se atribuyen a que los re--
sultados experimentales estdn afectados por las --



39

condiciones -del cultivo (temperatura ambiente, =---
dfias nublados, etc.). Es posible que si la tempe-
ratura se mantiene constante podamos obtener una--
mayor produccidén y el establecimiento del sistema-

en forma continua.

Uno de los objetivos del trabajo fue el de reali--
zar el cultivo bajo condiciones ambientales y en--
forma rudimentaria. A pesar de las fluctuaciones-
de temperatura este tipo de sistema es conveniente
para proveer alimento en forma masiva con fines --

acuaculturales.

Los resultados de produccién obtenidos se comparan
favorablemente con otros trabajos en los cuales se
ha utilizado el método de Droop en los que se han-
obtenido tasas de dilucidn entre el 30% y el 40%--
(Droop, 1975; Caceres, 1979; Agquirre, 1981; Laing-
y Helm, 1981). Aunque las condiciones de estos =--
cultivos son diferentes pues se trata de sistemas-
controlados y los volGmenes de cosecha son mucho=--

menores.

Los sistemas automiticos (quemostatos o turbidostatos)-
que se han venido utilizando para desarrollar culti
vos continuos o semicontinuos de algas son funcio-
nales cuando se utilizan para fines de bioensayo (fisio

logfa, bioquimica, fotoperiodo, etc.) de las micro_
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algas pues aunque su diseno es complicado ya que--
requieren de aparatos complementarios (unidades de
esterilizacibn, dosificadores, fotoceldas, distri-
buidores, fuente liminosa adecuada, etc.) que los-
hacen sofisticados se justifican cuando el sistema

tiene que mantenerse libre de contaminantes.

La utilizacidn de este tipo de sistemas para fines
acuaculturales resulta imprdctica por los factores
anteriormente senalados y porque los volGmenes que

se producen son muy bajos.

Davis y Ukeles (1961) estiman que para un cultivo-
stédndar de lamelibranquios se requiere de 20 a 60-
1./dia de cultivos relativamente densos de micro--
algas. En este trabajo el sistema no s6lo puede--
producir esta cantidad f&cilmente, sino més del do
ble en un solo recipiente de cultivo. Los mismos-
autores senalan que para una planta comercial de--
produccidn de semilla de bivalvos se requiere de--
389 a 3,890 1/dia de microalgas, con este tipo de-
sistema se puede conseqguir esa produccidn aumentan
do el nGmero de recipientes de culfivo de una capa
cidad de 500 1. a 1,000 1. o bien un solo recipien
te de una capacidad de 5 a 50 ton. del que se cose

charia de 1,900 a 19,000 1/dia respectivamente.

Hirayama y Ogawa (1972) calculan que los rotiferos
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alimentados con Chlorella requieren de un promedio-
de 28.8x104 cel/ind./dfa; para producir 30 rotife-
ros/ml. se requiere de 8.6x100 cel/ml. En este --
sistema se puede obtener cosechando el 30% de un--
recipiente de cultivo de 500 1. 21.7x106 cel/ml de
Chlonella saccharophila suficiente para producir mis -

de 30 rotiferos por mililitro.
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VI. CONCLUSIONES

Este tipo de sistema es simple, econfémico y de-

fdcil mantenimiento.

Puede utilizarse en regiones costeras de nues-—-
tro pafs pues las fluctuaciones de temperatura-
no son tan drdsticas que puedan afectar el cul-

tivo.

El modelo de Droop (1966) puede ser aplicado a-

trabajos en condiciones rudimentarias.

Este modelo ofrece la alternativa de obtener --
los valores de cosecha 6ptima y produccibén m&xi
ma y su exactitud depende de la presicién de --

las mediciones de densidad y diluciédn.

El cultivo semicontinuo de Chlorella sacclarophila
realizado es un ejemplo de sistema de produc---
cién a gran escala que produce un promedio de--
i i
32.6x1¢C

nes comerciales para organismos que se alimen--

cel./dfa para proveer alimento con fi

tan mediante filtracidn.

La utilizacién de fertilizantes agricolas en —-
este trabajo muestra las perspectivas de su uti
lizaci6n para cultivos de microalgas en nuestro

pafs aunado a la determinacién de los niveles--
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6ptimos de luz, temperatura, fotoperfodo, con--
centracién de nutrientes y la composicién bio--
qufmica del alga, sustitucién de la luz artifi-
cial por luz solar, diseno ae instalaciones de-
cultivo mayores, usandose materiales no téxicos,
analizando siempre la relacién entre los puntos

anteriores, la produccibén y los costos de ésta.



Apéndice I.- Densidades diarias de Chlorella
saccharophila en cultivo semi-
continuo y las variaciones de
temperatura, pH y densidad --

del medio de cultivo.



A.- Tasa de dilucidén 20%
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DENSIDAD (cel.fml.xlOG)

DIA COSECHA AL DILUIR  T°C pH $ medio
i 18.1 14.48 21.4 8.60 1.0210
2 21.6 17.28 21.0 8.50 1.0215
3 26.8 21.44 - Py 8.60 1.0228
4 23.0 18. 40 21.8 8.50 1.0218
5 20.9 16.72 22.6 8.13 1.0195
6 22.8 18.24 16.9 8.20 1.0205
7 25.6 20.48 18.1 9.20 1.0224
8 33.3 26.64 . 17.9 8.70 1.0230
9 36.0 28.80 18.1 8.70 1.0230

10 33.7 26.96 19.4 8.61 1.0230
11 372 29.76 20.5 9.20 1.0236
12 40.0 32.00 18.7 8.48 1.0240
13 38.0 30.40 15.6 8.50 1.0247
14 40.0 32.00 19.2 9.02 1.0243
15 37.0 29.6 921 9.15 1.0241
X 30.3 24.21 19.7 8.67 1.0226




B.- Tasa de dilucidén 30%
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DENSIDAD (cel./ml.x10°)

DIA COSECHA = AL DILUIR poC pH d medio
1 17.8 12.46 21.6 8.92 1.0210
2 19.0 13.30 20.9 8.50 1.0215
3 22.8 15.96 21.6 9.18 1.0228
4 20.3 14.21 21.6 8. 44 1.0224
5 12.0 8.40 22.7 8.15 1.0230
6 16.0 11.20 191 8.15 1.0230
7 19.3 13.51 17.9 8.58 1.0240
8 21.6 15.12 19..2 8.40 1.0250
9 28.7 20.09 195 8.32 1.0240

10 5.6 16.52 19.8 8.53 1.0240
;5] 21.4 14.98 20,2 8.88 1.0240
12 26.9 18.83 18.6 8.31 1.0240
13 24.4 17.08 15.5 8.18 1.0250
14 24.6 19459 19.1 §.71 1.0250
15 27.6 19.32 22,1 8.95 1.0240
X 287 15.21 19.6 8.54 1.0234




C.- Tasa de dilucidn 40%
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DENSIDAD (cel./ml.x10°)

DIA COSECHA AL DILUIR TeC pH d medio
1 17.9 10.74 22.10 6.52 1.0220
2 15.8 9.48 211 6.30 1.0220
3 18.3 10.98 21.8 6.50 1.0216
4 10.8 6.48 21.8 8.38 1.0216
5 10.6 6.36 22,7 8.15 1.0210
6 10.3 6.18 16.6 8.14 1.0225
7 15.3 9.18 18.0 8.51 1.0234
8 15. 3 9.18 17.6 8.40 1.0234
9 16.0 9.60 18.3 8.25 1.0235

10 9.7 5.82 20.3 8.52 1.0230
3 13.4 8.04 20.0 8.68 1.0240
12 16.8 10.08 18.9 8.29 1.0242
13 10.6 6.36 15.8 8.22 1.0250
14 17.3 10. 38 19.3 8.62 1.0249
15 18.4 11.04 250 8.70 1.0240
X 14.4 8.66 19.7 8.01 140231




D.- Tasa de dilucidén 60%
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DENSIDAD (cel./ml.x10°)

DIA COSECHA . AL DILUIR pog pH d medio
| 15.0 6.0 29,8 6.64 1.0220
2 11.0 4.4 21.8 6.36 1.0220
3 12.6 5.0 2417 6.70 1.0230
4 10.2 4.1 22.0 8.20 1.0220
5 iy 2.9 23.0 8.18 1.0230
6 4.6 1.9 17.6 8.12 1.0230
7 4.4 1.8 18.4 8.07 1.0240
8 3.2 1.3 17.4 8.11 1.0240
9 2.0 0.8 ' 18.4 8.10 1.0240

10 0.7 0.3 19.0 8.05 1.0240
11 0.2 0.0 19.0 8.05 1.0230
12 - - - - -

13 - - - - -

14 - - - - -

15 - - - - -

x 4.7 1.9

(

) Dilucién de lavado.



E.- Tasa de dilucién 80%
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DENSIDAD (cel./ml.x106)

DIA COSECHA AL DILUIR ToC pH d medio
1 5.25 1.0 23.5 6.72 1.021
2 5.5 1.1 21.8 6.65 1.022
3 3.5 0.7 21.4 6.90 1.022
4 2.3 0.5 22 .4 8.10 1,023
5 1.5 0.3 23.1 8.14 1.023
6 0.8 0.2 17.2 8.09 1.023
7 0.3 0.06 17.4 8.16 1.024
8 0.3 0.06 18.1 8.05 1.024
9 0.0 0.0 - - -

10 - - - - -
11 - - - - -
1.2 - - - - -
13 - - - - -
14 - - - ~ -
15 - - - - -
X 1.3 0.27

(

) Dilucién de lavado.



Apéndice II.- Datos climdticos de la Prefectura
de Kochi, Jap6n, registrados en--

el mes de octubre de 1981.
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PRESTION ATMOSFERICA TEMPERATURA
(promedio por dfa) BMBLENTAL

OBSERVATO peEy T Tee
DIA RIO (mb) N.DEL MAR (mb) dia Max. Mfn.
5 012.0 014.1 18.5 21.90 16.7
6 011..3 013.3 21.6 27.1 16.7
7 012.3 014.3 20.4 22.0 9.8
8 008.5 9105 22:0 24,2 19.8
9 006. 4 008.4 20.6 24.3 15..1
10 013.4 015.5 16.5 = 22.7 10.6
11 018.8 020.9 16.6 23.1 10.1
12 021.5 023.5 . 17.6 24.9 12.9
13 018.2 020.3 1741 201 13.9
14 013.5 015.5 18.9 24.0 13.2
15 015.7 017.8 17.5 23.2 123
16 014.6 016.7 16.8 21.8 13.2
17 016.0 018.0 17.4 24.5 10.9
18 014.7 016.8 20.1 26.4 1.3.8
19 014.8 016.9 21:.2 274 15.9
20 015.6 017.7 20.1 25.0 15,3
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HUMEDAD RELATIVA LUZ

PRESION HUMEDAD HUMEDAD NUBOCIDAD HR/ INTEN-

DE VA-- % % DIA SIDAD

POR (mb) (mfn.) (1-10 ¢) (MJ /m2)
19.0 89 76 9.8 - Zud
18.7 73 44 5.8 6.4 16.0
20.0 83 7 10.0 - 5.2
24.9 95 88 10.0 - 2.5
16.7 64 48 10.0 0.1 5.l
11.6 63 37 2.5 9.8 18.9
11.4 62 23 g.3 8.3 15.5
12.% 64 31 5.0 T4 15.4
16.1 85 63 9.5 Bl 3,7
12.4 56 27 6.3 9.1 18.4
12.4 64 30 5.3 100 178
13.8 71 41 6.8 2.2 6.6
12.7 66 35 4.8 16.2 17.8
15.3 66 46 5.8 5.4 1%.2
15.8 64 42 0.3 9.2 15.3

14.7 62 40 3.8 9.0 15.6
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VIENTO PRECIPITACION
PROMEDIO

V=m/seg m/10 Direccién - (mm.) (mm. ) (mm. /
min. Max. Mfn. l1hr)

2 W 7. (.5 0.5

S - - -

. W 6.0 = =

. WS W 13..5 s =

WS W = = -

E 33.5 Ead 4.0

¥ W 15 - =

. . S = 1.0 5,0

= WS W ps = -

N N E = = =

# S S W 35.0
. S SW 0.0

3 S S E 25.:5 - -

‘ E S E = 2 -

N N E = = =

L 3 W = - =
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TEMPERATURA HUMEDAD
T°C Mdx. T°C Mfn. Precipitacién (mm) %
(2 .hr=9 hr)
27.8 17:38 6.0 68
24.5 14.5 0.0 70
24.3 12.0 22.0 74
22,5 16.7 19..0 80
27 .1 16.7 0.0 75
22.0 19.0 - 71
25.2 19.8 - 68
23.5 20,9 - 67
22.7 10.6 25.5 72
23.1 16.1 - 67
24.9 12.9 66
21.4 13,9 2 68
24.0 16.2 - 67
23.2 12.3 - 67
21.8 14.9 - 66
24.5 10.9 - 65
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