a4 \

; o«
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMAJ7
DE MEXICO

CAMPUS - IZTACALA

PRODUCCION DE TRES MICROALGAS
BAJO CONDICIONES DE LABORATORIO

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
B I O L O G O
P R E S E N T A.

LUIS HECTOR /HERNANDEZ HERNANDEZ

DIRECTOR DE TESIS: BIOL. MARIO ALFREDO FERNANDEZ ARAIZA

IZTACALA  -OS REYES IZTACALA, TLALNEPANTLA 1996
YESIS con A\
FALLX BE Omgey 9@63




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Especialmente al Bidl. Mario Alfredo Fernandez Araiza, Jefe del Acuario,
por su atinada direccion de este trabajo, por el apoyc y por la oportunidad de
permitirme colaborar con &! en su equipo de trabajo, pero sobre todo por su
invaluable amistad.

Al M. en C. Angel Duran Diaz por su valiosos consejos y por su apoyo en
la parte estadistica de este trabajo.

Al M. en C. Ignacio Pefalosa Castro por su apoyo para la realizacién de
los analisis bromatolégicos y sus acertados comentarios.

A las Bidlogas Guadalupe Oliva y Lucia Pavén por sus comentarios y
sugerencias para mejorar el escrito,

A Martha y Harm (mis patrones) por su apoyo, por dejarme compartir un
poco del mundo real y su gran amistad.

Al Bidl. José Luis Gama, por su apoyo siempre incondicional , por
compartir conmigo su amplia experiencia y por su amistad.

Al Biél. Nicolds Rodriguez por compartir conmigo sus vastos
conocimientos del area de Metodo IV y por su amistad.

Y a mis amigos bidlogos Romulo y Teresa por compartir gran parte de la
carrera y por su apoyo siempre incondicional.



INDICE

RESULTADOS....euvuccerrirsmsresarerssessssssssesssssssssssnsasssnssssssssessesssananes
DISCUSION....c..oortererereerasenressenresssarasensessassssssassteressasssassssasassrssassssares
CONCLUSIONES.........ooeceteearicssasssnarsscsssesasssansseeteesesessssessrsensnsesesses
REFERENCIAS ... otteeeeeoteeeevmcteetsesemsmnsasessesseasenssnseseenssaseasasensssesssaes

ANEXOS.......oo i st as e ss s en s ne s sr s s s r e s e reas



1
RESUMEN

Se realizaron cultivos estiticos para determinar-la cinética poblacional de
Chioreffa vuigaris FIZTA 1, Nannochloropsis sp. y Spirulina sp. bajo condiciones
de laboratorio. También se determino’ia mejor concentracién de indculo y el
contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos y clorofila a. En el caso de C.
vulgaris, 1a mejor concentracion inicial fue la de 5.0 x 10° céls./ml, y la cinética
poblacional y composicién bioquimica estan determinadas por la iluminacion
continua y la utilizacion de NaNOa como anica fuente de N. En Nannochloropsis
sp.. se determind que la mejor concentracion inicial para su produccion fue la
de 5.0 x 10° céls/ml y que la cinética y composicién bioquimica estén
determinadas por la iluminacién continua y probablemente |a salinidad. En el
caso de Spirulina sp., ia mejor concentracién inicial fue la de 0.07 mg/ml, y su
crecimiento esta determinado por la temperatura y la concentracién de NaHCO;
en el medio de cuttivo. Bajo las condiciones en las cuales se realizaron los
cultivos, las 3 microalgas son susceptibles de produccion y aprovechamiento en
Acuacultura.
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INTRODUCCION

Las microalgas son un amplio grupo de organismos fotosintéticos que se
han utilizado en diversas actividades: extraccién de quimicos finos, produccién
de complementos alimenticios, tratamiento de aguas residuales, generacion de
energia y en acuacultura (Ramos y Salazar, 1990; Arredondo y Vazquez,
1991). En esta area las microalgas tienen un papel relevante, pues son el
primer eslabdn dentro de cualquier cadena tréfica acuatica y sirven de alimento
al zooplancton y a muchas estados larvales de peces, crustaceos y bivalbos de
interés comerciat (Le Borgne, 1991; Torrentera y Tacon, 1989). De ahi que sea
logico que la produccion de microalgas sea una parte integral dentre de muchas

operaciones acuaculturales (Fernandez y Hernandez, 1997).

Actualmente, se utilizan un sistema de aprovechamiento y dos de
produccion de microalgas dentro de los sistemas acuculturales (De Pauw et al.
1984; De Pauw y Persoone, 1992):

- Aprovechamiento del fitoplancton. En este sistema se utilizan las microalgas
que crecen en los sistemas de cultivo (mar, lagunas costeras o estanques) y
tiene como Unica ventaja que no se invierten recursos. Sin embargo, su
problema mas grave es que los organismos en cultivo estin expuestos a
consumir especies que son toxicas, ademas de que no existe ningun control

sobre Ja calidad nutritiva de 1as microalgas y la cantidad que se aprovecha.

- Sistema de produccion semi-intensivo. Consiste en inducir florecimientos del
fitoplancton natural, utilizando fertilizantes agricolas. Este procedimiento puede
realizarse en el mar, lagunas y estanques donde se mantienen a los
organismos principales de cultivo, ademas de que también puede llevarse a
cabo en contenedores separados. Es barato y la produccién que se tiene es

considerable, pero se puede inducir el crecimiento de especies tdxicas y existe
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poco control sobre la densidad celular y la calidad nutritiva de las especies

utilizadas.

- Sistema de produccién intensivo. Utiliza cepas puras de microalgas
seleccionadas en medios especificos y bajo condiciones axénicas. Se lleva a
cabo en laboratorios separados de los cuerpos de agua donde se mantienen
los organismos de cultivo y su ventaja mas importante es que se tiene un
conocimiento exacto de la calidad y cantidad de alimento que se suministra.
Sin embargo, el costo de produccién es relativamente alto, debido a los
reactivos que se utilizan para los medios de cultivo, la luz, |a aireacion y el
material que se requiere; ademas de que se producen volimenes relativamente
pequenos. Trotta (1981) ha utilizado una variante de este sistema, realizando
florecimientos de cepas puras provenientes del laboratorio en-  estanques
fertilizados con nutrientes agricolas. Con ello se han logrado reducir los costos
de produccidn y se tiene un control en ia cantidad y calidad de alimento que se

suministra.

Existen alrededor de 40 especies aisladas en diferentes partes del
mundo que se utilizan en diferentes operaciones acuaculturales (De Pauw y
Persoone, 1992}. La gran mayoria de ellas son marinas (p. ej. algunas especies
de los géneros Tetraselmis, Isochrysis, Chaetoceros y Skeletonema) y se
utitizan principalmente en el cultivo de moluscos (Crassostrea, Merceneria y
Ostrea), larvas de camaron (Penaeus) y algunas especies de peces (Mugil
cephalus y Sparus aurata). Existe, ademas un aprovechamiento de
Nannochloropsis (Eustigomatophycea) y de una especie de Chiorelia marina
para la aimentacién del rotifero Brachionus plicatilis y del copépodo Tigriopus
japonicus (Yamaguchi, 1987), que a su vez sirven como alimento a diferentes

especies de peces marinos (Watanabe et al. 1983).
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Algunas especies de agua dulce, pertenecientes a los géneros Chlorella
y Scenedesmus se han procesado para alimentar carpa herbivora y Tilapia,
aungue también se han utilizado para alimentar a algunas especies de rotiferos
(Brachionus rubens y B. calycifforus) y cladéceros {Daphnia y Moina), en
algunos cultivos de peces de ornato. La cianofita Spirulina se utiliza en Japén
para alimentar carpas Koi, algunas especies pequefias de peces y de
camarones juveniles (Benemann, 1992). También es ampliamente utilizada
para alimentar Artemnia salina, que se utiliza en muchas operaciones
acuaculiurales de agua dulce y marina (Watanabe et al. 1983; Castro et al.
1594).

Al ser el alimento natural de muchas especies acuaticas, las microaigas
son fuentes de nutrientes para muchos organismos de interés comercial, en por
lo menos un estadio de desarroile (Benemann,1992). El valor nutritivo de las
microalgas esta retacionado con su composicién bioquimica, especialmente en

proteinas, lipidos y compaosicién de acidos grasos (Renaud et al. 1991).

Es bien sabido que las microalgas pueden tener hasta un 70% de
proteinas del total de materia seca y actualmente se ha determinado que en
especies de peces y camarones, los requerimientos protéicos en sus dietas
para un buen crecimiento fluctian en un intervalo de 24 a 57 %, equivalente al
30-70% del contenido energético total de la dieta en forma de proteina, por lo
que las microalgas cumplen satisfactoriamente las necesidades en este rubro.

En cuanto a la calidad de las proteinas, determinada por el contenido,
proporcién y disponibilidad de aminoacidos, los perfiles de diversas
microalgas han demostrade que pueden cubrir las necesidades de estos
compuestos, ya que no solo son capaces de sintetizar todos los aminoacidos

{Becker, 1994), sino que muchas especies presentan niveles muy altos de
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algunos de ellos como leucina, fenilalanina o trecnina, que son esenciales en

el desarrollo de peces, crustaceos y bivalvos (Brown, 1991).

La importancia de la cantidad y composicion de lipidos en las microalgas
esta asociada con los niveles de algunos A&cidos grasos altamente
poliinsaturados, sobre todo al acido eicosapentaenoico 20:5(n-3) o EPA y al
acido docosahexaenoico 22:6(n-3) o DHA, que pertenecen a la familia omega-
3. Se ha demostrado que el EPA y el DHA son esenciales en las dietas de
diferentes especies comerciales marinas, ya que aumentan su supervivencia y
permiten el crecimiento  (Renaud et al. 1991; Volkman et al. 1989). Lo mismo
sucede con el EPA en organismos dulceacuicolas (Lubenz et al. 1995). Las
microalgas son las Unicas capaces de sintetizar estos compuestos de novo en
el medio acudtice, por lo que organismos consumidores sélo pueden obtenerlos
a lo fargo de las cadenas alimenticias (Radmer y Parker, 1994), va que se van
acumulando a lo largo de éstas (Watanabe et al. 1983).

Existen otros compuestos que son sintetizados por las microalgas como
algunas vitaminas, acido ascérbico (Brown y Miller, 1992}, esteroies,
carbohidratos (Brown, 1991) y pigmentos (Yamaguchi, 1997), los cuales son
también muy importantes para los organismos que se aprovechan dentro de la

Acuacuitura.

La calidad nutritiva de ias microalgas puede cambiar con la especie y en
respuesta a las condiciones ambientales de los cultivos (Renaud et al. 1994).
Los cambios bioguimicos mas dréasticos se presentan cuando existen niveles
bajos de nitrégeno, causando una disminucion en la cantidad de proteinas y un
aumento en la sintesis de carbohidratos y lipidos. Las temperaturas altas
aumentan la concentracion de proteinas y lipidos, mientras que el aumento en
la intensidad luminosa genera la produccion de B-caroteno y cambios en los
perfiles de acidos grasos, disminuyendo la sintesis de formas altamente

insaturadas (Roessler, 1990; Renaud et al. 1991). Existen ademas cambios
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bioquimicos al modificar la salinidad (Renaud y Parry 1994), la concentracion

de micronutrientes y al suministrar CO; (Becker, 1994).

Asi, al seleccionar una especie de microalga debe tomarse en cuenta el
uso que se le va a dar dentro de la operacién acuacuitural y en que condiciones
ambientales se va a cultivar, para saber su valor nutritivo. Ademas debe
considerarse el tamafio y forma adecuados, nula toxicidad, facilidad de cultivo,
altas tasas de crecimiento y bajos costos de produccion (Vega, 1996;
Fernandez, 1996). Cuando se pretende cultivar en exteriores, también es
necesaric que las cepas tengan una alta capacidad a fluctuaciones en la
temperatura, intensidad luminosa y a cambios osméticos (Becker, 1994) y que
muestre poco potencial para causar contaminacién de las aguas (Yamaguchi,
1997).
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ANTECEDENTES

Existen diversos trabajos relacionados con microalgas, entre ellos, los
realizados por Burlew (1953}, Tamiya (1957), Stein (1979), Shelef y Soeder
{1980), Richmond (1986), Borowitzka y Borowitzka (1992), Paniagua (1989) y el
de Becker (1994), Cada uno de ellos maneja diferentes técnicas de
produccién y escalas, desde el cultivo en laboratorio hasta la produccion
masiva, medios de cultivo, especies cultivables, cosecha vy diferentes
actividades de aplicacién de los cultivos, entre los que se destaca la

Acuacultura.

De manera mas especifica y para mejorar el cultivo de Chilorelia, se han
manejado  diferentes condiciones ambientales, sobre todo cambios en
fotoperiodos. Hirata (1975) que encontré fa mayor parte de las células en
cultivo continuo y sometidas a un ciclo de luz-oscuridad, se dividen durante el
periodo de oscuridad. Oh y Rhee (1991) reportan la tasa de crecimiento bajo
condiciones de iuz limitada de Chforelfa sp. aislada de cultivos de arroz. Kroon
y Dijkman (1996) encontraron mejor actividad fotosintética de celulas de C.
vulgaris sometidas a un régimen de luz fluctuante y un ciclo de luz-oscuridad.
Asi mismo, se han realizado diferentes trabajos con la concentracién de
nutrientes en los medios de cultivo, como el de Piorreck et al. (1984) donde
encontraron que C. vulgaris aumentaba la preduccién de biomasa, contenido
de proteina y clorofita a conforme aumentaba la concentracion de N en el
medio. Leey Tay (1991) encontraron que altas concentraciones de CO en el
medio disminuye la tasa de crecimiento de C. pyrenoidosa. Jeanfils et al. (1993)
reportan el crecimiento de C. vuligaris a altas concentraciones de nitratos.
También existen diversos trabajos scbre la composicion bioguimica de este
genero, Piorreck y Pohl {1984) reportaron el contenido de proteinas, lipidos y
clorofilas en C. vulgaris. Yongmanichai y Ward (1991} reportan altos niveles
de lipidos y de acidos grasos poliinsaturados en una cepa de C. minutissima.

Brown y Jeffrey (1992) realizaron andlisis de proteinas, aminoacidos,
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carbohidratos y pigmentos en 3 especies no determinadas de Chiorefla, 2 de
las cuales son ampliamente utilizadas en operaciones acuaculturales de
Australia. Ahigren et al. (1993) reportan la composicion quimica y contenido de
acidos grasos de C. homosphaera. De igual forma, Renaud et al. (1994)
reportan la composicion de proteinas, lipidos y carbohidratos, asi como acidos
grasos de 2 especies no determinadas de Chiorella con uso en Acuacultura.
Vega (1996) reporta el contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos de una

cepa de C. vuigaris con posible uso dentro de Acuacultura,

La eustigmatoficea Nannochloropsis, es ampliamente utilizada en
diferentes operaciones acuacuiturales, debido a su alto valor nutritivo
especialmente en el contenido de acidos grasos poliinsaturados esenciales. Es
por ello que la gran parte de los trabajos con esta microalga se han enfocado al
efeclo de algunas variables ambientales en el crecimiento poblacional y en su
composicién bioquimica. La concentracion de nutrientes es uno de los aspectos
que se ha revisado, como Hodgson et al. (1991) en el que evalud el
crecimiento y los patrones de variacién de lipidos durante un ciclo de
crecimiento en cultivos estaticos con 2 concentraciones diferentes de N y Pen
N. oculata. Flyn et al. (1993) reportan el comportamiento de la tasa de
crecimiento de N. oculata, asi como las relaciones C-N en un cultivo estatico y
sometido a un ciclo luz-oscuridad. Existen también trabajos relacienados con el
efecto de ciclos luz-oscuridad e intensidad luminosa como el de Sukenik et al,
(1989), que sometieron a Nannochloropsis sp. a 3 niveles de intensidad
luminosa, encontrando que el mejor crecimiento se daba en la intensidad de
saturacion y una mayor concentracion de lipidos en la intensiad de
fotoinhibicion.  Sukenik y Carmeli  (1990) reportan que en cultivos de
Nannochloropsis sp. sometidos a un ciclo de luz-oscuridad, la mayor parte de
las divisiones celulares se llevan a cabo durante el periodo de oscuridad y
también reportan el comportamiento de la composicién de lipidos y acidos
grasos en sus cultivos. Renaud et ai. {1991) sometieron cultivos de N. ocufata

a diferentes intensidades luminosas, encontrando las densidades mas altas a
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intensidades cercanas a la saturacion y reportan la composicién quimica en las
diferentes intensidades. Sukenik et al. {1993) evaluaron la calidad bicquimica
de Nannochioropsis sp. sometida a diferentes condiciones ambientales de
intensidad luminosa, disponibilidad de nitrdgenc y temperatura. Hernandez et
al. (1996) reportan el efecto de la iluminacion y temperaura en el crecimiento
poblacional de N. gaditana. Existen también trabajos realizados con el efecto
de la salinidad scbre el crecimiento y la composicién quimica de N. oculata,
como el de Renaud y Parry (1994), en el que obtuvieron una disminucién en el
crecimiento en 35 %, asi como aumentos en el contenido de lipidos y de
cenizas conforme aumenta la salidnidad. Alvarez et al. (1996) determinaron
que N. oculata aumenta su tolerancia a altas temperaturas conforme disminuye
fa salinidad. Existen, ademas, diversos trabajos sobre evaluacion quimica de
esta microalga, como el realizado por Brown (1991), en el que reporta que N.
oculata presenta el porcentaje mas allo de proteinas y de prolina de 16
especies de microalgas evaluadas. Volkman et al. (1993) reportan 1a
composicidon  bioguimica de 4 cepas de eustigomatoficeas, encontrando
similitudes en porcentaje de proteinas, lipidos, carbohidratos y clorofila a.
Brown et al. (1993} reportan la composicon bioquimica de N. oculata en cultivo
continug, semi-continuo y estatico. Dunstan et al. (1993) reportan la
composicion de lipidos de N. oculata y que el mayor contenido de acidos
grasos poliinsaturados se encuentran en la fase logaritmica de cultivos

estaticos.

En Spirulina existen también diversos trabajos sobre el efecto de
factores ambientales en el crecimiento poblacional, como el de Zarrouk (1966)
en el que reporta el crecimiento y la actividad fotosintética de S. maxima bajo
distintos factores ambientales. Richmond et al (1980) reportan gue Ia
capacidad de penetracién de la luz es el factor que mas afecta a la produccion
de S. platensis en cullivos exteriores. Vonshak et al. (1983) reportan la mejor
concentracion de NaHCO; para mantener un monocuitive y una mejor

produccién de S. plalensis. Olaizola y Duerr (1990} reportan la tasa de
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crecimiento y composicién de pigmentos de S. Platensis en cultivos sometidos a
diferentes intensidades luminosas y calidad de luz. Quiang et al. (1996)
reportan el crecimiento y la actividad fotosintéticade S. platensis cullivada a
ultra altas densidades celulares. Quiang y Richmond (1996) reportan e! efecto
de !a intensidad luminosa, densidad celular y tasa de mezcla en Ia
productividad y eficiencia fotosintética de S. platensis y Vonshak et al. (19986)
reportan la actividad fotosintética de esta misma microalga a altas intensidades
luminosas. Existen otros trabajos donde se reportan la composicion bioguimica
de Spirulina bajo diferentes condiciones de cultivo, como e! Chung et al. (1978)
donde S. platensis se cultivd en agua con desechos de cerdos. Durand {1980)
trabajo en un cultivo exterior masivo de S. maxima y reporta la composicién
quimica. Saxena et al. (1982) reportan la composicidén quimica de S. platensis
cultivada en un medio sintético y en agua de desecho enriquecidad con nitratos
y urea. Santillan (1982) reporta el contenido de proteina, lipidos, carbohidratos,
pigmentos y diversos minerales de Spirulina sp. cultivada en exteriores.
Piorreck et al. (1984) reporta la produccion de biomasa y composicién quimica
de S. platensis cultivada en diferentes fuentes de nitrogeno. Ciferri y Tiboni
(1985) reportan la composicion quimica de S. maxima y S. platensis en cultivos
de laboratorio y exteriores. Ortega et al. {(1993) reporta la composicién quimica
de 3 diferentes productos alimenticios hechos de Spirulina. No existe mucha
informacién sobre el uso de esta microaiga en- Acuacultura, solo que se ha
utilizado en forma procesada en el cultivo de algunas especies de ornato y de
Artemia (Benemann, 1992 y Castro et al. 1994).

La utilizacion de C. vulgans dentro de la Acuacultura no es muy comiin,
por lo que el conocimiento del crecimiento poblacional, la mejor concentracion
de inoculo inicial y la composicion quimica porcentual bajo cultivos masivos
estaticos en condiciones de laboratorio, contribuira a la optimizacién de su
cultivo y a un mejor aprovechamiento de esta microalga en diferentes
operaciones acuaculturales que se realizan en el pais. Asi mismo, la cianofita

Spirulina sp., es una microalga que tampoco se utiliza de manera regular dentro
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de Acuacultura, por lo que su cultivo masivo bajo condiciones de laboratorio
contribuye tanto al conocimiento del crecimiento poblacional, como a una
produccion que pueda satisfacer las necesidades de alimento vivo y a que
tenga una buena calidad nutritiva. En el caso de Nannochloropsis sp., se utiliza
un medio de cultivo gue hasta el momento no ha sido probado en esta
microaiga, asi como el comportamiento poblacional y la composicién quimica

bajo condiciones de laboratorio aportan elementos para una mejor produccion,
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OBJETIVOS

Objetivo general

Producir las microalgas Chlorefla vulgaris Biejirick, Spirulina sp. y

Nannochloropsis sp. en condiciones de laboratorio.

Objetivos particulares

Determinar la cinética poblacional de cada una de las especies.

Determinar la densidad de siembra optima para la produccién de cada una de
las especies.

Determinar la composicidn porcentual de proteinas, lipidos y carbohidratos, asi
como la concentracion de clorofila & de cada una las especies.




13

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se desarrolld en su totalidad en las instalaciones del
Centro de Apoyo Acuario “Mto. Juan Luis Cifuentes Lemus™ de la UNAM

campus lztacala.
1. Obtencion de las cepas

La cepa de Chlorella vuigaris Bigjirick con registro FIZTA 1 fue
proporcionada por el Herbario IZTA de la UNAM campus lztacala. La
eustigmatoficea Nannochloropsis sp. fue donada por la estacion Yashima en
Japon. La cepa de Spirufina sp. se aislé a partir de muestras colectadas en el
Lago de Texcoco, segun la técnica de filtrado con algodon reportada por

Torrenterra y Tacon (1989).
2. Mantenimiento de las cepas y escalamiento de cultivos.

La cepa de Chlorella vulgaris se mantuvo en cajas Petri con medio Bold
basal solido (Agar-agar 15 g/l}, segun lo reporta Nichols (1979). A partir de
éslas, se iniciaron cultivos quuidos, aumentado progresivamente el volumen en
cada resiembra, hasta llegar) a un litro de medio como maximo.
Nannochloropsis sp. se mantuvo por primesa vez en medio Bold basal solido
en agua destilada con 28 °fe de NaCl De la misma forma, a partir de las
cajas petri se iniciaron cultivos liquidos hasta llegar a un volumen de 11. En el
caso de la Spirufina se utilizd el medio reportado por Becker (1994) y slempre
se utilizé medio liquido, ya que esta microalga no crecié en el medio solificado.
Para las tres microalgas, se utilizaron todos los medios de cultivo esterilizados
en olla exprés a 15 libras de presion durante 15 minutos y un periodo de
exposicion de 45 minutos a luz UV durante ¢l enfriamiento de los medios, para

evitar contaminaciones posteriores.
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3. Produccion a diferentes concentraciones de inéculo inicial y

cinética poblacional.

a. Chiorella vulgaris. Para esta microalga se utilizaron 3 concentraciones
iniciales de cultivo: 2.5, 5 y 10 millones de células por mililitro en un cultivo
estatico o "batch”. Para la determinacion de la densidad celular inicial se utilizo
un hematocitometro con camara de Neubauer, segun la técnica reportada por
Fernandez (1996). Se realizaron las inoculaciones para cada concentracién en
4 botellas de plastico de 2 |, conteniendo 1.85 | de medic Bold basal. Las
condiciones de cultivo fueron: aireacion constante, luz continua suministrada
por 2 lamparas fluorescentes de luz de dia de 3D w, con una intensidad
luminosa de 57 umol-m?s” (medicién realizada con un radiémetro Hansatech
O.Ir con sensor SKO216Q). La temperatura se mantuvo en 26 + 1° C. El pH
inicial de todos los cultivos fue de 7.2 y al finalizar las pruebas se registraron
valores de hasta 9.1. Cada tercer dia y después de tomar las muestras para el
conteo, se agregé agua destilada con 1 gfi de NaHCO;, para reponer el agua

evaporada y como fuente de carbono inorganico.

b. Nannochloropsis sp. Para esta microalga, también se utilizaron 2.5, 5
y 10 millones de células por mililitro como densidades iniciales en un cultivo
estatico, determinadas con un hematocitémetro, segun la técnica reportada por
Fernandez (1996). Se utilizdé por primera vez medio Bold basal en agua
destilada con 28 °/ee de NaCl. Las pruebas se realizaron por cuadruplicado en
botellas de plastico de 2 |, bajo las mismas condiciones ambientaies que las de
Chlorella y |a salinidad se mantuvo en las 28 %o, agregando agua destilada

con 1 g/l de NaHCO, cada tercer dia y mantener el nivel de 1850 mi.

¢. Spirulina sp. Se determinaron 3 concentraciones iniciales de 0.023,
0.0325 y 0.07 miligramos de materia seca de Spirulina por mililitro con la

técnica de Sorokin (1979), utilizando mallas de 20 p de abertura de poro para
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retener a las células. Todos los pesos se tomaron en una balanza analitica
Ainsworth AA-160. Para cada concentracién, se inocularon 4 botellas de 2 |
con 1.85 | de medio de cultivo reportado ‘por Becker (1994) y se tomaron
muestras cada 24 horas para determinar peso seco de la forma ya descrita. La
inoculacion se realizé directamente de cultivos frescos en plena fase de
crecimiento, debido a la dificultad para cosechar este microorganismo . Las
condiciones de cultivo fueron iluminacién con 2 lamparas de luz de dia de 30
watts en un ciclo de luz-oscuridad de 18:6 horas, con una intensidad luminosa
de 50 pymol-m?s’ (medicién realizada con un radidmetro Hansatech O.Ir con
sensor SKO216Q). La temperatura en las concentraciones iniciales de 0.023 y
- 0.0325 mg de materia seca/ml fue de 26 + 1° C, mientras que para la de 0.07
mg de materia seca/ml fue de 30 £ 1° C. El pH de todos los cultives al inicio fue
de 9.1 y al final de las pruebas se obtuvieron valores de hasta 9.8 . Cada tercer
dia, se agregd agua destilada con 0.5 g/l de NaHCO; para reponer el agua

evaporada.
4. Analisis estadistico.,

Con tos datos obtenidos de crecimiento poblacional se efaboraron
diagramas de dispersidn, a partir de los cuales se determinaron las curvas de
crecimiento de las tres microalgas. En el caso de Nannochloropsis sp vy

Chlorelfa vulgaris, se observé un crecimiento de tipo logistico:

C=A/1+be™
donde:
C = célutas x 10%/ ml b = ordenada al origen
k =tasa de crecimiento A = ndmero maximo de individuos

t = tiempo (dias)
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En el caso de la Spirulina, el crecimiento fue de tipo lineal y se ajusto el

modelo general de la recta:
C=kt+h
donde

C = miligramos de peso seco de Spirulina / ml
= tiempo (dias)
b = ordenada al origen

k = tasa de crecimiento

Los parametros se calcularon para ambos modelos por especies y
concentracién  inicial. Asi mismo, se calculo el coeficiente de
determinacion
(* %).

Para cada especie, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA} con el fin
de determinar si existian diferencias significativas entra las tasas de crecimiento
(k) de cada una de las concentraciones iniciales. Asi mismo, se aplicé la prueba
de comparacion multiple de medias (prueba de Fisher o LSD) para determinar

entre cuales de las ¢concentraciones existia diferencia.

5. Determinacion porcentual de proteinas, lipidos, carbohidratos y

concentracién de clorofila a.

Se realizé un analisis bromatoldgico de las 3 microalgas. Se cosecharon
los cultivos en fase de crecimiento tardia, para obtener la mayor cantidad de
células y se encuentren en las mejores condiciones fisiologicas posibles

{Brown, 1991). En el caso de las microalgas unicelulares, las botellas de cuitivo
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se dejaron sedimentar por aproximadamente 48 horas a 4 °C. Se desecho la
mayor parte de medio de cultivo y el resto se centrifugé a 3500 rpm durante 3
minutos. El sobrenadante se deseché y la pastila se resuspendid en ambos
casos con agua destilada. En el caso de la Spirufina, se filtré a través de una

malla de 20 u y se lavé con agua deslilada.

En todos los caso se transfirieron a una charola de aluminio y se secaron
enunhornoa 50 °C durante 48 h.

La determinacién de proteina cruda se realizo por triplicado mediante la
técnica de micro-Kjeldalh, con un factor de multiplicacion de 5.7 (Otero y
Fabregas, 1997). Para la determinacion de lipidos totales se utilizé por
triplicado la técnica de Soxlet con éter etilico como extractor y para determinar
carbohidratos se aplicé la técnica colorimétrica con antrona (método micro).

Todas estas técnicas estan reportadas por Gonzalez y Pefalosa (1984).

Para determinar el contenido de clorofita-a se utilizd la extraccidon con
acetona al 90%, midiendo la absorbancia en espectrofotometro Specironic 20 a

645 y 663 nm, segun |a técnica y formula reportadas por Becker (1994).
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RESULTADOS

Durante el presente estudio, se logrd el crecimiento en cultivo estatico de
las microalgas Chlorella vulgaris Biejirick, Spirulina sp. y Nannochloropsis sp.

bajo las condiciones de laboratorio sefialadas.

1. Cinética poblacional.

a. Chiorella vulgaris. Se obtuvo la curva de crecimiento promedio para
cada una de las 3 diferentes concentraciones de inoculacién (Figura 1). Dichas
curvas se ajustaron a un modelo logistico de crecimiento, representado por la
ecuacion C = A/1+be™, donde la pendiente (k) corresponde a la tasa de
crecimiento (Cuadro 1).

El coeficiente de determinacion (r2 %) fue de 99.3 para 2.5 x 10°

céls./ml, de 96.6 para | 5.0 10° céls/mi y de §5.7 para 10 x 108 céls/mi.

Cuadro 1. Cinética poblacional de Chiorella vulgaris a diferentes densidades
iniciales de indculo.

Inéculo Tasa de Densidad | Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de | Tiempo
(10B crecimiente | maxima duracién duracién duracion | total de la
céls./ml) (k) (106 de lafase | delafase | delafase prueba
céls./mi} de de estacionaria (Dias)
induccion |crecimiento|  (Dias) '
{Dias) {Dias)
25 0.692 18.20 1 6 4 "
5.0 0.511 20.11 1 6 2 9
10.0 0.647 21.67 0 5 3 8
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De acuerdo con el ANOVA aplicado, se determind que existen

diferencias estadisticamente significativas entre las tasas de crecimiento con

diferentes densidades

iniciales.

La prueba de LSD mostro diferencias

significtivas (p < 0.001) entre las 3 tasas de crecimiento , siendo la mas alta a

2.5 x 10° céls/ml y la menor a 5.0 x 10° céls/m!.
Y

b.Nannochloropsis sp. Esta microalga crecié en medio Bold basal en

agua destitada a una cocentracion 28 “foo de NaCl y al igual que con C.

vilgaris, {Figura 2) la curva se ajusté a un modelo logistico.

El coeficiente de determinacion (I %) fue de 975 para | 2.5 x 10°

céls./ml, de 92.2 para 5.0 x 10° céls./ml y de 74.4 para 10 x 10° céls./ml.

Cuadro 2. Cinética poblacional de Nannochioropsis sp. a diferentes densidades

iniciales de indculo.

indculo Tasa de Densidad | Tiempo de | Tiempo de | Tiempo de | Tiempo
(10° crecimiento| maxima duracién | duracion duracion | totalde la
céls./mi) (k) (10° de lafase | delafase | delafase prueba
céls./ml) de de estacionaria | (Dias)
induccién |crecimiento|  (Dias)
{Dias) {Dias)

2.5 0.742 22.50 1 7 3 11

5.0 0.865 23.02 1 5 5 11

10.0 0.819 23.56 1 4 6 11

De acuerdo con los resultados que se obtuvieron en el ANOVA, se

determind que existian diferencias significativas entre [as tasas de crecimiento.

Con la prueba de LSD se determind que existian diferencias significativas (p <
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0.001) entre las 3 tasas de crecimiento, siendo mas alta a 5.0 x 10° céls/mi y la
mas baja a 2.5 x 10° céls/ml.

Spirufina sp. Se obtuvieron la curva de crecimiento promedio para cada
una de las 3 concentraciones de inoculacién (Figura 3). Estas curvas se
ajustaron a un modelo general de la recta, representado por la ecuacion
C= kt+ b, donde la pendiente (k) representa la tasa de crecimiento. En los 3
casos, en fas curvas estan definidas 2 fases, una de crecimiento y otra de

equilibrio (Cuadro 3).

El coeficiente de determinacion (1 %) fue de 98.9 para la prueba de
0.023 mg/ml, de 99.5 para la de 0.0325 mg/ml y de 98.3 para la de 0.070

mg/ml.

Cuadro 3. Cinética poblacional de Spirufina sp. a diferentes densidades

iniciales de indculo.

Inéculo Tasa de Densidad Tiempo de Tiempo de Tiempo total
(mg de |crecimiento (k) maxima duracién de la | duracién de la | de la prueba
materia (mg./ml} fase de fase (Dias)
seca/mi) crecimiento estacionaria
(Dias) {Dias)

0.0230 { 0.0234 112 40 7 47

0.0325 | 0.0249 1.10 37 7 44

0.0700 | 0.0614 " 1.13 30 6 26

Con los resultados del ANOVA, se determind que existian diferencias

significativas en las tasas de crecimiento y con la prueba de LSD se determiné

que existien diferencias significativas (p < 0.001) entre las 3 tasas de
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crecimiento, resultando mas alta a 0.07 mg de materia seca/ml y la menor a

0.0234 mg de materia seca/ml.

2. Analisis bromatoldgicos.

Los valores obtenidos para cada una de las 3 especies en los analisis

para determinar fa composicién porcentual, se resumen en el cuadro 4.

Cuadro 4. Valores obtenidos en el analisis bromatologico en las 3 especies

{con una desviacion stanadar menor al 0.5).

Especie Proteinas (% de | Lipidos (% de Carbohidratos Clorofila-a
materia seca) materia seca) {% de materia {mg/mi)
5eca)
Chioreila 23.62 10.38 16.18 0.2126
vulgaris
Nannochioropsis 21.38 21.46 16.02 0.05
sp.
Spirulina sp. 29.36 9.60 17.38 3.555
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Figura 1. Crecimiento poblacional de Chlorella vulgaris a 3 diferentes
densidades iniciales: {a) 2.5 x 10° células/mi, (b) 5.0 x 10° célulasim! y
{c) 10.0 x 10° células /ml.
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Figura 2. Crecimiento peblacional de Nannochloropsis sp. a 3 diferentes
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Figura 3. Crecimiento poblacional de Spirulina sp. a diferentes
densidades iniciales: (a) 0.023 mg de peso seco de Spirulinalimi, (b) 0.033
mg de peso seco de Spirulinalimi y 0.07 mg de peso seco de Spirulinaiml.
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DISCUSION

1. Cinética poblacional.

a.Chlorefla vulgaris. Ei comportamiento cobservado en las diferentes
fases presentadas en las curvas de crecimiento de esta microalga fue de tipo
logistico, con coeficientes de determinacion muy cercanos al 100% (Daniel,
1990). diferente al comportamiento exponencial reportado por otros aulores
como Hirata (1972), Hirata (1975), Oh-Hama y Miyachi {1992) y Vega {1996).

El crecimiento poblacional de esta microalga en las 3 concentraciones de
inoculo, muestra que el tamaiio inicial no influye en el comportamiento de las
curvas de crecimiento, pues se cbserva que existen las mismas fases en las 3
curvas. No se presentan las 5 fases descritas por Fogg (19753) para el
crecimiento poblacional de estos microorganismos, debido a que las
condiciones ambientales influyen en la desaparicion o duracion de algunas de
las fases (Becker, 1994).

La fase de aclimatacién o de induccién , dura 1 dia en las 3
concentraciones y se debe principalmente a que los inoculos utilizados se
tomaron de cultivos en plena fase de crecimiento y una buena cantidad de
células se encontraba en buenas condiciones fisioldgicas, como se discutira

mas adelante.

La fase de crecimiento no muestra la duplicacion de la poblacién cada 24
horas, debido al régimen de iluminacién continua, ya que como lo reportan
Kroon y Dijkman (1996), la reproduccion de las células aumenta si se les
somete a un periodo de oscuridad. De esta forma, Lorenzen (1980} reporta que
las células de la cepa de Chiorella 211-8b cultivada en este régimen continuo,
las células tuvieron tasa de crecimiento reducidas. Esto queda confirmado al

hacer referencia a los resultados obtenidos por Vega (1996) con la misma cepa




26

y sometida a un ciclo de 12:12 h luz-oscuridad, pues aungue las tasas de
crecimiento obtenidas en este trabajo son mas altas que la obtenida por ella
(0.2204 div /dia) debido al tiempo de duracion en que se llevaron a cabo ambas
pruebas, la densidad maxima alcanzada en este Gltimo es significativamente
mas alta. También es posible que el régimen iuminico continuo afecte {a
asimilicion del NaNQOs3, tal como lo reportan Jeanfils et al. (1993). Asi mismo, el
ion NO3” aumenta el costo energético de asimilacion de N, comparado con el
ion NH;" (Levasseur et al. 1993: Turpin, 1991). Piorreck et al. (1984), reporté

un menor tiempo en la fase de crecimiento al utilizar NH,CI, que con KNQ;.

La fase de equilibrio se mantiene aproximadamente de 3 a 5 dias en las
pruebas, pero se observd una disminucién drastica después de este tiempo e
incluso severas contaminaciones con protozoos y bacterias. Esta disminucion
se debe al agotamiento de nutrientes en el medio y que al aumentar la

densidad celular, disminuye la entrada de luz al cultivo (Fogg, 1975).

El tiempo total para alcanzar ta maxima densidad depende de! tamano
del indculo, ya que a mayor indculo, es menor el tiempo que tardan los cultivos
para llegar a su maxima densidad. Haciendo referencia al tiempo obtenido por
Vega (1996) con la misma cepa, obtuvo 13 dias para llegar a la maxima
densidad en cultivo con un indculo de 0.5 x 10% céls/ml. mientras que en la
prueba de 2.5 x 10° céls/mi, sdlo necesité de 7 dias para alcanzar la maxima
densidad. Esto se debe principaimente a que a altas concentraciones iniciales
(méas de 5 x 10° céls./ml), un mayor nimero de células son viables y estan en
posibilidad de reproducirse, pues segin Fogg (1975), al momento de la
inoculacion existen muchas células que mueren o pierden temporalmente la
capacidad de reproducirse debido a los tratamiento a las gue se les somete
para la cosecha y reinoculacién (centrifugacion, refrigeracion, cambios drasticos
de pH).
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La densidad maxima alcanzada en cada una de las 3 concetraciones, es
baja en comparacion con la obtenida por Vega (1996) de 40 x 10° céls/ml con
la misma cepa. Esto se debe a el régimen luminico, pues la eficiencia
fotosintética y la reproduccion,  disminuyen con periodos de luz mas

prolongados (Kroon y Dijkman, 1996),

La tasa de crecimiento mas alta fue la de 2.5 x 10° céls/ml, lo cual fue
significativo de acuerdo al ANOVA realizado. Sin embargo, se observan
mejores compartamientos en fas ofras 2 concentraciones, ya que no sélo
producen mas células, sinc también alcanzan las méaximas densidades en
menos tiempo. Asi y desde el punto de vista de la produccién en Acuacultura,
la mejor concentracion inicial es la 5 x 10° cels./ml, debido a que produce una
densidad maxima comparable a la de 10 x 10° céls./m! , junto con el tiempo
que tarda para alcanzar dicha densidad, aun cuando tenga la constante de

crecimiento mas baja.

b. Nannochloropsis sp. El comportamiento observado en las curvas de
crecimiento de esta microalga se ajusta a un modelo de tipo logistico, con
coeficientes de determinacién muy cercanos al 100 %. Este modelo ha sido
aplicado muy pocas veces en esta microalga (Cruz, 1985 y Hernandez et al.
1997).

Aligual que C. vulgaris, las fases en las 3 curvas de Nannochloropsis no
se ven afectadas por la diferencia en tamafo de indculo. Sélo se presentan 3
de las 5 fases reportadas por Fogg (1975), debido a las condiciones
ambientales en las cuales se realizaron los cultivos (Becker, 1994), sobre todo

al regimen luminico al que se les sometid.

La fase de induccion es muy corta, ya que para la inoculacién se
utilizaron cultivos en pleno crécimiento y altas concentraciones iniciales, lo que

ayuda a un crecimiento acelerado de la poblacion (Fogg. 1975). Asi mismo,
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Hernandez et al. (1997) reportan fases de induccién muy cortas al utilizar

indculos muy densos.

Durante la fase de crecimiento, se encontraron similitudes con los
trabajos de Alvarez et al.(18996) con N. gadifana y de Hernandez et al. (1997)
con N. oculala, ya que no existe un crecimiento con la duplicacion de la
poblacion cada 24 horas. Esto se debe a que la iluminacién constante podria
afectar la eficiencia de los fotosistemas e incidir en un descenso en la
reproduccion celular (Kroon y Dijkman, 1996). Sukenik y Carmeli (1990)
encontraron en NMannochloropsis sp. sometida a un ciclo de luz-oscuridad de
12:12 horas, que durante la fase oscura la poblacién se dividia hasta en 80% y
que no existia ese proceso durante el periodo de luz y la mayor cantidad de
clorofila @ se encontraba en el inicio de esta fase, sintetizada durante la fase
oscura del ciclo. Esto confirma que un régimen de luz de 24 horas no es el mas

adecuado para la produccién de grandes densidades de esta microalga.

La fase de equilibrio se mantuvo entre los 4 y 7 dias, con disminuciones
en el numero de células en cada una de los conteos. Esta disminucion se debe
al agotamiento de nutrientes en el medio y que al aumentar la densidad celular,
disminuya la entrada de luz al cultivo (Fogg, 1975), ya que como lo reportan
Flynn et al. {1993) para esta microalga, al disminuir la concentracion de N, no
existe un crecimiento poblacional muy alto (aproximadamente 7.70 x 10°
céls./ml en 25 dias).

Ef tiempo para alcanzar las densidades mas altas depende de la
concentracion inicial de indcule y es muy probable que se deba a la mayor
cantidad de células inoculadas, pues una mayor proporcion puede sobrevivir a
los cambios fisicos y quimicos a las que se le somete al momento previo y
durante la inoculacion, como lo reporta Fogg (1975). Esto se ve reforzado por el

trabajo de Hernandez et al. (1997), donde se manejan altas inoculaciones para
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iniciar sus pruebas (de 17.5 x 10° céls/m!) y se alcanzan las maximas

densidades en 7 dias.

La maxima densidad alcanzada en este trabajo es baja en comparacién
con los trabajos de Brown et al. (1993}, Hernandez et al. (1996), Alvarez et al.
(1996) y Hernandez et al. (1997) con especies del mismo genero y donde
incluso se alcanzan densidades de 150 x 10° céls/ml. Esto se debe, como ya
se manejo anteriormente, al régimen luminico que se aplicé a los cultivas de
esta microalga. La salinidad es otro parametro que podria influir, no solo en las
maximas densidades iniciales, sino también en las tasas de crecimiento.
Muchos trabajos se han realizado con agua de mar natural y se han obtenido
densidades mas altas que las reportadas en este trabajo {Sukenik y Carmel,
1990; Brown et al. 1993).

En cuanto a las tasas de crecimiento obtenidas en este trabajo son mas
altas que las de Hernandez et al. (1997) y muy similares a las encontradas por
Sukenik et al. {1989} en condiciones de iluminacion continua y a una
intensidad juminosa cercana (60 pmol quanta m? s, lo que indica que el
régimen luminico afecta la eficiencia de los cultivos para aumentar la
produccion. En el caso de Nannochioropsis no se encontré ningtin argumento
para determinar que NaNO; como fuente de N haya afectado las constantes de
crecimiento como en el caso de C. vulgans, pues aungue si existe una
preferencia por el NH,® en la clase Eustigmatophyceae, las tasas de
crecimiento son similares utilizando ambos iones comao Gnica fuente de N

(Levasseur et al. 1993).

Se ohserva que el mejor comportamiento es el 5 x 10° céls/mi, lo cual
es significativo de acuerdo al ANOVA realizado. Esto se debe a que se
producen mas células por unidad de tiempo en esta concentracién, aunque
debe de considerarse que la tasa de crecimiento de la concentracion inicial de

10 x 10° céls/ml incluye mas valores en la fase de equilibrio.
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Desde el punto de vista de la produccién para la Acuacultura, la
concentracién de 5 x 10° céls/mi es la mas adecuada pues no solo su
repreduccion es la mejor, sino que la maxima densidad obtenida es similar a la
de 10 x 10° céls/ml y la diferencia para llegar a esta densidad es de apenas 1
dia. Asi, esta concentracidn responde a la necesidades que se requieren para
la preduccion de una microalga, rapido desarrollo y un produccion aprovechable
{De Pauw et al. 1984).

Spirulina sp. El comportamiento de esta microalga observado en las
curvas de crecimiento se ajustd al modelo general de la recta, con coeficientes
de determinacién muy cercanos al 100 % {Daniel, 1990). Este comportamiento
es diferente al exponecial reportado por otros autores (Vonshak et al. 1983;
Vonshak y Richmond, 1985; Qiang y Richmond. 1996),

La densidad inicia! no afecta el comportamiento de las curvas de
crecimiento, ya que las 3 presentan las 2 fases, una de crecimiento lineal y otra

de equilibrio.

La ausencia de fase de induccion se debe a 2 factores, el primero es
que para los inoculos se utilizaron cultivos en plena fase de crecimiento y el
segundo, a que se utilizé una técnica de inoculacion distinta a la que se les
aplicd a las microalgas unicelulares. El uso directo de cultivos en buen estado
para la inoculacion podria  disminuir los tiempos de produccion para otras
microalgas y desaparecer la fase de induccién, ain cuando no se hagan
inoculos muy densos comoe en caso de este trabajo, en comparacion con otros
trabajos (Qiang et al. 19986).

La fase de crecimiento no presenta el tipico desarrcllo exponencial,
debido a 2 factores ambientales. Uno es la temperatura, pues en la curva de

inoculacion con 0.07 mg/ml fue la que tuvo un mejor crecimiento y en menar
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tiempo debido a que la prueba se llevd a cabo a una temperatura mas alta que
ilas ofras 2. Asi, la temperatura es uno de los factores que puede influir
directamente en el crecimiento de esta microalga, como lo demuestran algunos
otros trabajos al mantener los cultivos entre los 32 y 35 °C (Cohen et al. 1993;
Tanticharoen et al. 1894; Qiang et al. 1996; Qiang y Richmond, 1898) y
obtener crecimientos del tipo exponencial. Asi mismo, Piorreck et al. (1984)
obtuvieron fases de crecimiento con una duracidén de 35 dias con S. platensis
con una temperatura continua de 22 °C. Otro factor importante que podria influir
es la concentracion de NaHCO; aplicada en el medio de cultivo. Vonshak et al.
(1983) y Chung et al. {1978) reportan que obtienen mejores crecimientos en
concentraciones de 15 a 30 g/l de NaHCQj; para S. platensis en condiciones de
laboratorio. La concentracion de NaHCO; en el medio de cultivo reportado por
Becker es de 8 g/l y aungue esta cepa nunca pudo crecer de forma adecuada
en una concentracién de mas de 16 gfl, es posible que a concentraciones entre
12 y 15 g/l se de un crecimiento mejor y mas rapido, combinado con

temperaturas mas altas.

La fase de equilibrio duré 6.5 dias en promedio en las 3 pruebas, con
fluctuaciones en los valores de biomasa y se debe a que altas densidades,
existe un aumento en la turbidez impidiendo la entrada de luz al cultivo y
causando lisis en algunas células, ademas un agotamiento de nutrientes
(Qiang et al. 1996). La maxima densidad alcanza en las 3 concentraciones, es
similar a los resultados de otros autores (Piorreck et al. 1984; Olaizola y Dueer,
1990 Qiang y Richmond, 1996).

Se cbhserva gue el mejor crecimiento se obtuvo en la concentracion de
0.07 mg/ml, lo cual es significativo de acuerdo al ANOVA realizado, ya que no
solo tiene una constante de crecimientc mas alta, sino también un menor
tiempo en alcanzar la maxima densidad. Es importante hacer notar que esta
prueba se realizé en una temperatura mas alta y que ésto definitivamente

influyé en el mejor rendimiento.
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Desde ef punto de vista de aprovechamiento, la concentracién de 0.07
sigue siendo la mas adecuada para la produccién, ya que no requiere de
mucho volumen de inéculo y que produce una densidad méaxima adecuada. Es
probable que las constantes de crecimiento aumenten y por ende la
produccion, si los cultivos son sometidos a temperaturas mas aitas y se

aumenten las concentraciones de NaHCO;.

2. Composicién porcentual de proteinas, lipidos, carbohidratos y

concentracion de clorofila a.

a. Chlorella vulgaris. El contenido de proteina obtenido de 23.62 % de
la materia seca es relativamente mas bajo que los reportados por Becker
(1994), Oh-Hama y Miyachi (1992) y Renaud et al. (1994). Esto se debe al
régimen luminico continuo que causa una disminucién en la cantidad de
proteinas, como lo reportan Brown (1991) y Renaud et al. (1994). Ademas, la
iluminacion continua podria afectar la asimifacién de N y afectar Ia sintesis
normal de proteinas (Piorreck et al. 1984). Esto queda reforzado, con e
trabajo de Ahlgren et al. (1992), que manteniendo Huminacién continua,

encuentra niveles de proteina muy parecidos a los obtenidos en este trabaijo.

Los niveles de clorofila-a , son bajos con respecto a los obtenidos en
otros trabajos (Piorreck et al. 1984; Piorreck y Pohl, 1984; Oh y Rhee, 1991),
debido al régimen luminico, que impide la sintesis normal de fotopigmentos
(Kroon y Dijkman, 1996),

El 10.83 % de lipidos obtenido en este trabajo, son mas altos a los
reportados por Oh-Hama y Miyachi (1992). Esto podria deberse a que el
regimen de iluminacién continua afecta fa asimilacion del ion NO3™ y generar un
proceso similar a la deficiencia de N, ya que durante ésta, las células

aumentan fa sintesis de lipidos y se cree que se debe a que estos compuesto
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son moleculas de reserva y no requieren de N para sintetizarlos (Roessler,
1990).

Aunque no existe mucha informacion con respecto a la cantidad de
carbohidratos bajo condiciones de iluminacién continua y/o deficiencia de N, se
cree que también pueden aumentar bajo estas condiciones (Roessler, 1990;
Becker, 1994). Sin embargo en esta cepa es dificil determinar sila cantidad de
carbohidratos es alta , ya que Vega (1996) reporta que la concentracion de
estos compuestos es fa mas alta en las células, con un ciclo de luz-oscuridad
12:12 y el mismo medio de cultivo, por lo que es posible que sea una
caracteristica de la cepa. Asi mismo, existen diversos reportes con porcentajes
similares a los encontrados en este trabajo {Brown y Jeffrey 1992; Becker,
1984), por lc que esta constacia no sélo podria darse en la cepa, sino en todo

el genero.

b. Nannchloropsis sp. En el caso de esta microalga, el porcentaje de
21.36 de proteinas, es mas bajo que los reportados por otros autores en
diferentes especies de Nannochioropsis (Brown, 1991; Renaud et al. 1991;
Brown et al. 1993; Volkman et al. 1993 y Renaud et al. 1994). Esto se debe
principalmente al régimen luminico en que se realizaron los cultivos, ya que
todos estos trabajos se realizaron con ciclo de 12:12 horas luz-oscuridad. Asi
mismo, Brown (1991) reporta un descenso en el porcentaje de proteina en
cultivos con iluminacién continua, en cemparacién con los sometidos a un

periodo de oscuridad.

El contenido de clorofila-a es extremadamente bajo, en comparacién con
los reportes antes mencionados, lo que refuerza la idea de que la luz continua
afecta no solo la produccién de proteinas, sino también la de clorofila, que
finalmente incide en la produccion. Sukenik y Carmeli (1990) reportan que la
sintesis de clorofila-a en Nannochioropsis se realiza en la fase oscura, por lo

que la iluminacion continua genera muy poca produccion de este pigmento.
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El 21.46 % de lipidos es similar a los reportados en otros trabajos
(Brown et al., 1993, Renaud et al.,, 1994 ; Volkman et al. 1993) o ligeramente
mas alto (Renaud et al. 1991). Se sabe que las especies del género
Nannochloropsis tienen altas concentraciones de lipidos, sin embargo pueden
aumentar conforme aumenta la salinidad, tal como lo reportan Renaud y Parry
(1994). Este aumento en los lipidos, no ha sido explicado completamente, pero
podria deberse en respuesta al aumento de la presién osmética {Roessler,
1990).

El 16.02 % de carbohidratos son significativamente mas altos a los
encontrados en los trabajos ya mencionados. Este comportamiento podria
deberse al regimen luminico continuo al cual se sometieron los cultivos, ya que
se ha sugerido que bajo esta condicion los carbohidratos aumentan {Roessler,
1980}. No existen argumentos para determinar que la salinidad afecta su
sintesis, como en el caso de los lipidos, ya que Renaud y Parry (1994) reportan
niveles constantes a diferentes salinidades. Sin embargo, la variacion de
carbohidratos bajo condiciones ambientales diferentes no ha sido estudiada a
profundidad y solo existen muy pocos reportes con la descripcién de la
compaosicion que presentan algunas especies (Brown, 1991; Brown y Jefirey,
1992).

C. Spiruling sp. El 29.36 % de proteinas de esta cianofita es
notablemente mas bajo que las reportadas para S. maxima y S. platensis en
diferentes trabajos, donde incluso se obtiene hasta un 70%. (Chung et al. 1978;
Durand, 1980; Saxena et al. 1982; Santillan, 1982; Ciferri y Tiboni, 1985; Reed
et al. 1985, Ortega et al. 1993; Becker, 1894). Ciferri y Tiboni (1985) y
Richmond (1992) reportan que altas concentraciones de NaHCO; en la
biomasa seca pueden disminuir significativamente el contenido de proteina
hasta en un 30% {(muy cercano al obtenido en este trabajo), debido a un

aumento en las cenizas. Esta interferencia por NaHCO; ocurre en biomasa




35

obtenida por filtracién, donde no siempre es posible un buen lavado. Esta
técnica de cosecha se llevé a cabo en el presente estudio, por lo que es posible

que la cantidad de proteina este subestimada.

La cantidad de clorofila-a determinada en este irabajo se encuentra en
niveles similares e incluso mas altos a los obtenidos en otros trabajos {Saxena
et al. 1982: Santillan, 1982; Ortega et al. 1993), lo que indica que la cantidad
de proleinas se encuentra subestimada, ya que existe una relacion muy
estrecha en la sintesis de proteinas y de pigmentos para la fotosintesis (Turpin,
1991).

El contenido de lipidos en esta microalga, es muy semejante al obtenido
en otros trabajos (Chung et al. 1978; Durand, 1880, Saxena et al. 1982
Santillan, 1982; Ciferri y Tiboni, 1985; Ortega et al. 1993; Becker, 1984). Los
porcentajes entre ei 4 y 9 % parece ser una constancia dentro del género, ya
gue no existe ningdn reporte en que bajo diferentes condiciones existan
cambios significativos en la cocentraciéon de estos compuestos (Piorreck et al.
1984). Se tienen reportes que bajo diferentes condiciones de temperatura e
intensidad luminosa, solo existen cambios en la composicion de las fracciones

mas importantes de lipidos (Cohen et al. 1987, Ccheny Vonshak, 1‘991).

Al igual que los lipidos, los carbohidratos parecen tener una constancia
en todas las especies del genero que actualmente se producen. El porcentaje
de 17.38 es semejante a los obtenidos en los trabajos ya mencionados. De
igual forma, ningun parametro ambiental parece influir en la sintesis de estos

compuestos, aunque existen muy pocos reportes sobre este aspecto,
3. Utilizacién dentro de la Acuacultura.

La utilizacién de estas 3 microalgas cultivadas bajo las condiciones ya

mencionadas, dentro de la produccién acuacultural es bastante amplio.
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La cepa de C. vulgaris ha demostrado ser susceptible de producirse a
nivel masivo y  puede servir de alimento para algunas especies de rotiferos o
de claddceros. Estos 2 grupos de organismos son capaces de degradar la
gruesa pared celular que caracteriza a las especies del genero Chiorella. Los
niveles de proteinas, lipidos y carbohidratos reportados, aunque relativamente
bajos, han permitido el crecimiento de poblaciones de Brachionus calycifiorus
(Sarma et al. 1997) y a su vez éstos han servido como alimento a crias de
algunas especies de ornato que actualmente se reproducen en Acuario de la
UNAM campus iztacala (observaciones personales). Asi, la produccion de
esta microaiga bajo las condiciones de laboratoric en las cuales se cultivo
durante este trabajo, puede servir como apoyo en fa produccién de peces de
ornato o de especies comestibles como la tilapia o la carpa herbivora

(Benemann, 1992), ya sea en forma fresca o procesada.

La eustigmatophycea Nannchioropsis sp., tiene una farga tradicion coma
organismo de cullivo en granjas de peces marinos, camarones y sobre todo
para la alimentacion del rotifero Brachionus plicalilis. Este aprovechamiento se
debe al gran contenido de EPA y DHA, que han demostrado ser esenciales
para el crecimiento de los organismos (Renaud et al. 1994; Fernandez, 1996 y
Yamaguchi, 1997). Sin embargo, todavia no se encuentran las condiciones
ideales de produccion de estos acidos grasos (obviamente sin olvidar los
demas compuestos, como proteinas y carbohidratos), por lo que la
investigacién en este punto es variada, como lo demuestran los diversos
trabajos realizados (Renaud y Parry, 1994; Alvarez et al. 1996; Hernandez et
al, 1997). Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las altas
concentraciones de lipidos pueden ser susceptibles de produccion bajo
iluminacién continua, aunque no se obtengan densidades muy altas. Esta
microalga puede ser utilizada en las fases mas criticas de alimentacién de
peces de ornatc marinos o en forma seca para alimentar a peces

dulceacuicoias, donde el EPA también es esencial (Lubenz et al. 1995).
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También es posible utilizar este tipo de cultivos para obtener inoculos de buena
calidad para una produccidn masiva en exteriores, tal como lo reporta Trotta
(1981).

La utilizacidon de Spirulina dentro de la Acuacultura siempre se ha
reducido a ia alimentacion de Arfemia (Watanabe, 1983; Castro et al. 1994).
Bajo las condiciones de cultivo en las que se mantuvo a esta microalga, puede
ser utilizada para aumentar la coloracion de algunas especies de ornato y
debide a su alto contenido de proteina, también puede ser utilizada en la
alimentacion de juveniles de peces de ornato y comestibles duiceacuicolas.
También es posible utilizarla en forma procesada para alimentacion de
especies comestibles marinas, ya que la fraccién lipidica de esta microalga es
abundante en &cido y-linolenico (Tanticharcen et al. 1994), el cual ha
incrementado la supervivencia de algunas especies de peces comerciales
(Benemann, 1992). También es posible utlizarla para alimentar al rotifero
Brachionus dimidiatus, que a su vez podria utilizarse en la alimentacién de

peces de omato.
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CONCLUSIONES

1. Se logrd la produccion de las microalgas Chiorefla vulgaris Bieijirick,
Nannochioropsis sp. y Spirulina sp. bajo las condiciones en las que se

mantuvieron en el laboratorio.

2. Las curvas de crecimiento en caso de Chlorefla vuigaris y Nannochloropsis
sp. se ajustaron a un modelo logistico. Las curvas de crecimiento de Spirulina

sp. se ajustaron a un modelo lineal.

3. La cinética poblacional de cada una de las especies estd determinada por
factores ambientales. En el caso de C. vulgaris, por el régimen luminico de 24 h
y por el uso de NaNO, como fuente de N. Para Nannochloropsis sp., el principal
factor fue el régimen luminico y probablemente la salinidad. En el caso de la
Spirufina sp., la temperatura juega un papel determinante en comportamiento

de la cinética, asi como la concentracion de NaHCO,.

4. El mejor tamafio de indculo para la produccion desde el punto de vista de ia
Acuacultura en las 2 especies unicelulares es fa de 5 x 10° céls./mi, debido a
las ventajas que presenta al alcanzar la méaxima densidad en un tiempo corto y
que se pueden producir grandes volumenes.

5. En el caso de la produccion de Spiulina sp., la maxima eficiencia de

encontrd en la concentracion de 0.07 mg/ml.

6. Las concentraciones de proteinas, lipidos y carbohidratos en cada una de las
3 especies estan determinadas por las condiciones ambientales. En el caso de
C. vulgaris, el regimen luminico y por e! uso de NaNQ; como fuente de N. Para
Nannchloropsis sp. el factor mas importante fue el de la iluminacion continua.

En el caso de Spirulina sp., parece existir una constancia en estos compuestos.
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7. Estas 3 especies fueron producidas exitosamente bajo las condiciones de

cultivo en las que mantuvieron y pueden ulilizarse dentro de cualquier

operacion acuacultural

8. Se pueden considerar ajustes en los cultivos de C. vulgars, con la
. implementacién de un ciclo luz-oscuridad y una fuente de N mas facilmente
asimilable para esta microalga. En el caso de Nannochloropsis sp., aumentar la
salinidad podria aumentar la cantidad de biomasa por unidad de cultivo. Por
ultimo, en el caso de Spirufina sp., aumentar la temperatura acortaria el tiempo

de cultive y permitiria una mayor produccion de hiomasa.
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APENDICE 1

Clasificacién de los organismos producidos bajo condiciones de
laboratorio (Tomada de South y Whittick, 1987)

Reino Plantae
Divisien Chlorophycota
Clase Chlorophyceae
Orden Chlorococeales
Familia Chicrellaceae
Chlorella vulgaris Biejerinck 1890

Descripcion (Vega, 1996). Células verdes aisladas de forma elipsoidal hasta esférica
o giobular en células viejas. Autoesporas generalmente elipsoidales, raramente esféricas y
ligeramente iregulares. Pared celular delgada sin zonas fragmentadas de celulosa,
hidroxiprolina y glicosidos. Cloroplasto en forma de copa o fermando una banda como cinta en
forma de caldera. Un pirenoide visible usualmente con 2 a 4 granulos de aimidén en forma de
copa y cubiertos. Pricipates pigmentos, clorofila ay b; «, f y ¥ carotenos. Sustancias de reserva,
almidén (Amilasa y amilopectina).

Reino Plantae
Division Chromophycota
Clase Eustigmatophyceae
Orden Monodopsicoccales
Familia Monodopsidaceae
Nannochleropsis sp. Hibbert 1981

Descripeion (Karison et al. 1896). Células verdes de forma giobosa de 2 a 4 um de
diametro. Con 1 a 2 cloroplastos con un gran cuerpo naranja a rojizo, ef cual es completamente
independiente del cloroplasto. Reproduccion asexual por la formacion de autoesporas ©
zoosporas, esta ultimas presentan un flegelo sencillo un segundo cuerpo basal. Células sin
pared. Principales pigmentos, clorofila @ y c, B caroteno, violaxantina y vaucheriaxantina.
Suslancias de reserva, aceites.

Reino Monera
Division Cyanoaphycota
Clase Cyanophyceae
Orden Oscillatoriales
Familia Oscillatoriaceae
Spirulina sp. De Toni 1936

Descripcién  (Richmond, 1992). Tricomas multicelulares de forma espiral y sin
ramificaciones, envueltos en una delgada vaina, Reproduccion a traves de células intercalares
que pierden ef citoplasma, formando un neridic el cual se rompedando origen a pequfias
cadenas de celulas. Principales pigmentos, clorofila a, B-caroteno, c-ficoeritrina, alloficocianina,
c-ficocianina, Sustancia de reserva, ficocianina.
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apenpice 2 ‘ALUR DE LA BIBLIOTECA

MEDIO BOLD BASAL (Nichols, 1979)

MACRONUTRIENTES. Disolver los siguientes reactivos en 1 | de agua destilada:

1. NaNO, 250g
2. CaCl, 25g
4. KHPO, 759
5. KH2P0.| 17.5 g
6. NaCl 25¢g

De estas soluciones, agregar 10 mi & 1 | de agua

MICRONUTRIENTES. Disolver los siguientes reactivos en 11 de agua destilada:

Solucién A,

1. EDTA 50.0g
2. KOH 31.09g
Solucién B.

1. FeSO, 498¢g
2. H,80, 1.00 m!
Solucion C.

1. H,BO, 11.42¢
Solucion D.

1. ZnSO, 8.82¢g
2. MnCl; 144 g
3. MoQ; ‘0.71g
4. CusQ, 1579
5. CO(NO;): 0.49 g

MEDIO PARA Spirulina {Becker, 1994). Disolver los siguientes reactivos en 1 | de
agua destilada.

NaHCO, 9.00 g
KzHPO4 0.50 o]
NaNQ, 150 g
MgSQ, 020 g
FeS0, 001 g
K,SO, 100 g
CaCL; 004 g
Sal marina 100 g



