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RESUMEN

Se evalud el crecimiento, contenido de clorofila a,
contenido calorico y razon Carbono:Nitrogeno en cultivos
estaticos en Navicula incerta, Nitzschia commutata y
Tetraselmis gracilis, cultivadas en medio f/2 y un medio
alterno conformado por fertilizantes agricolas. Las
condiciones de cultivo fueron las siguientes: temperatura
promedio 19°t1° C, salinidad promedio 34 = 0.5%o,

irradiancia 132 pumol quanta m‘2 s 1; cada tratamiento se
realizo por duplicado. Durante 7 dias se tomaron, a diario,
muestras de los cultivos para conocer la densidad celular,
contenido de clorofila a y razén C:N, en el ultimo dia de
cultivo se colecto la biomasa total de cada una de las especies
usada para analizar el contenido caldrico. El promedio de
densidad celular para cada una de las especies estudiadas fue
similar, no encontrandose diferencias significativas (a=0.05),
en medio f/2 y fertilizantes agricolas. La tasa de division
celular en N. incerta (1.08; 1.04) y T. gracilis (0.99; 0.94) son
similares entre tratamientos. Sin embargo, en N. commutata
(0.93; 0.88) fueron diferentes. El contenido de clorofila a en
N. incerta fue mayor (0.172; 0.115 pg cél™), seguida por M.
commutata (0.077, 0.106 pg cél') y en menor concentracion
en 7. gracilis (0.037; 0.029 pg cél™").Se observo una relacion
directa entre la densidad celular y la razén C:N. El contenido
calorico para N. Incerta y N. commutata en cultivos con
medio {/2 fue menor (3779 y 3981 cal/g) que aquellos valores
obtenidos al usar fertilizantes agricolas (4386 y 4111 cal/g).
En cambio en cultivos de 7. gracilis se obtuvieron resultados
similares (3779 y 3392 (cal/g) al usar medio f/2 y fertilizantes
agricolas. Los fertilizantes agricolas no mostraron haber
afectado la produccion de biomasa en N. incerta, N.
commutata y T. gracilis, por tal motivo se recomienda su uso
para el cultivo de microalgas dentro de la acuicultura.
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L- INTRODUCCION

El fitoplancton es el primer eslabon de la trama
alimentaria en los sistemas acuaticos y transfiere energia al
siguiente nivel trofico (Brown ez al., 1989). Los fines de su
cultivo son varios: algunos investigadores estudian su
morfologia, sistematica, genética y composicion quimica por
la amplia diversidad del material algal producido; otros
estudian los factores abidticos que modifican los procesos
fisiologicos, lo cual permite comprender el desarrollo del
fitoplancton en el ambiente natural (De la Cruz, 1975,
Simental-Trinidad, 1999).

Las algas planctonicas son consideradas los productores
primarios mas importantes del mar; mientras que las
diatomeas bentonicas cubren un area limitada por la
extension de la plataforma continental. En ambientes litorales
como lagunas costeras y estuarios, la produccion primaria
depende en gran medida de la microflora bentonica. En zonas
inter y submareales superficiales las microalgas bentonicas
pueden igualar, y en ocasiones superar, la produccion
primaria debida al fitoplancton (Gracida-Valdepeiia, 1999).

La produccion acuicola ha tenido gran tmportancia en el



ambito mundial, enfocandose a la produccion de especies de
importancia economica, para la cual usan microalgas marinas
como fuente de alimento para animales marinos que se
encuentran en cultivo, en particular de larvas y juveniles de
moluscos, gasteropodos, crustaceos, equinodermos y peces
(Brown, 1991; Herrero et al., 1991; Kawamura et al., 1997).
La produccion de microalgas como alimento vivo, en
comparacién con formulas alternativas, garantiza mejores
niveles de crecimiento y sobrevivencia (Laing et al., 1990;
Laing y Millican, 1992; Cordero-Esquivel y Voltolina, 1994),
ya que aportan nutrimentos importantes de diferente
naturaleza y composicion (Brown, 1989; Lopez-Elias, 1990).
Por ello, es necesario producir volimenes importantes de
biomasa microalgal de diferentes especies, las cuales tienen
una densidad celular distinta y un valor nutricional adecuado
que reunen los requerimientos del organismo consumidor.
(Whyte 1987, Dunstan et al., 1994).

El habitat, las condiciones de iluminacion y cambios
estacionales durante el verano o invierno, son factores que
modifican los procesos biologicos celulares de las diatomeas
en e] ambiente marino. Durante el verano el crecimiento de
las diatomeas bentOnicas es mayor, caso contrario ocurre en

el invierno (Kawamura y Hirano, 1992).



Los sustratos colonizados por microalgas bentonicas en el
ambiente natural son considerados de gran importancia, ya
que ¢stos pueden ser sefialamientos quimicos para el
establecimiento de larvas de organismos acuaticos como el
abulén (Searcy-Bernal er al., 1992, Hideki et al, 1997;
Castro-Galvez, 1999).
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II. ANTECEDENTES

Las diatomeas bentonicas Nitzschia commutata y Navicula
incerta (Lewin y Lewin, 1960) pertenecen a la Division
Chrysophyta, clase Bacillarioficeae, y 7etraselmis gracilis
(Butcher, 1959), pertenece a la Division Chlorophyta, clase
Prasinophyta. Estudios realizados sobre diatomeas bentonicas
tratan aspectos relacionados con la ubicacion taxondmica, la
estructura (diversidad, dominancia, etc.) y la distribucion de
las asociaciones que la conforman (Siqueiros-Beltrones,
1991).

Investigaciones recientes sobre el cultivo de fitoplancton
con fines acuiculturales, van desde la busqueda de métodos
para el cultivo con medios de bajo costo, utilizando
fertilizantes agricolas inorganicos (Ocampo-Aranda, 1990;
Herrero ef al., 1991; Pérez-Castafieda, 1992; Lopez-Elias y
Voltolina, 1993; Simental-Trinidad, 1999; Gracida-
Valdepeiia, 1999; Fonseca-Madrigal, 2001) y organicos
(Castillo-Adame, 1990), hasta bioensayos con organismos
para evaluar la calidad celular de las distintas especies como
alimento. Si se considera el costo economico de los reactivos

para el cultivo de grandes volimenes de microalgas




utilizando métodos estandar de laboratorio como el medio /2
de Guillard (1975), éste contribuye con un 30% del costo
total (Coouteau y Sorgeloos, 1992). Es por esto que las
técnicas para la produccion de microalgas resultan onerosas
cuando se cultivan en grandes volumenes, los que son
necesarios para alimentar larvas de bivalvos y postlarvas de
gasteropodos (Valenzuela-Espinoza et al.,, 1999; Simental-
Trinidad, 1999).

Las granjas acuicolas han utilizado diferentes técnicas
para el cultivo de microalgas bentonicas: una de ellas consiste
en utilizar ldminas acanaladas de plastico o fibra de vidrio
(técnica japonesa) y otra se basa en la adhesion en fondo y
paredes de estanques cilindricos (técnica americana).

En la actualidad, en diversas investigaciones, se ha
utilizado la técnica americana para promover el cultivo de las
diatomeas bentonicas en recipientes de 18 litros (Simental-
Trinidad, 1999; Correa-Reyes, 2001; Carbajal-Miranda,
2002). Como parte del desarrollo para hacer eficiente el
cultivo de diatomeas bentonicas, en este trabajo se propone el
uso de recipientes con fondo y paredes rectangulares, por las
ventajas que presentan: se manejan y almacenan con mas
facilidad, requieren menor volumen de liquido y

proporcionan mayor area de cultivo.
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IL- JUSTIFICACION

La mayoria de los trabajos realizados han centrado su
atencion en conocer la composicion quimica en cuanto a
proteinas, lipidos y carbohidratos, los cuales varian en
funcion de las condiciones de cultivo (Flynn et al., 1992;
Gracida-Valdepefia, 1999; Simental-Trinidad, 1999; Geider
et al., 2002;). Sin embargo, la biomasa total de microalgas,
destinada para la nutricibn animal, puede ser expresada
también en términos de carbono, nitrogeno y contenido
calorico, asi como otros constituyentes (Gomez-Montes ef
al., 2002) como las clorofilas, los cuales son de importancia
para conocer los cambios que se presentan a nivel celular en
el cultivo.

El cultivo de microalgas permitird producir diatomeas
bentOnicas, las cuales serviran como alimento de
gasteropodos marinos. Si se considera que el contenido
calorico y la calidad varian en funcién del ciclo de
crecimiento de las microalgas, el conocer esta relacion para la
nutricion animal, permitira establecer criterios en cultivos de
microalgas empleadas en la acuicultura.

En los cultivos de microalgas plancténicas se desea que



las cé€lulas se distribuyan homogéneamente en la columna de
agua, donde el volumen del cultivo es lo mas importante;
mientras que en los cultivos de especies bentonicas se desea
que estas se fijen al fondo y paredes, pues lo importante es la
superficie colonizada (Voltolina, 1985).

La mayoria de los investigadorés realizan el cultivo de
microalgas bentonicas en recipientes cilindricos con un
volumen util de 12 litros y un area de 2286 cm’. Estos
recipientes en comparaciéon con contenedores de fondo y
paredes rectangulares proporcionan menor superficie y mayor
volumen para el crecimiento de diatomeas bentonicas.

Es importante considerar las condiciones para el cultivo de
microalgas ya que factores como la irradiancia, temperatura,
limitacion de nutrientes, la competencia con otras algas,
presion del forrajeo (Sigmon y Cahoon, 1997, Sommer,
1997) y la composicion quimica de éstas, varia dependiendo
no solo de la composicion del medio de cultivo, sino también
de la etapa de su ciclo de vida y del sistema de cultivo, razon
por la cual también su valor nutritivo es variable (Gracida-
Valdepefia, 1999). El medio de cultivo provee a las
microalgas los nutrientes necesarios para su desarrollo; y
diferentes  especies tendran distintos requerimientos

nutricionales y composicion quimica. Por tal motivo en este



estudio se considera necesario conocer si distintas fuentes de
nutrientes producen cambios significativos en el crecimiento
de Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis
gracilis.

Por lo antes expuesto, en este trabajo se usaron
contenedores con fondo 'y paredes rectangulares
transparentes, con una superficie de 3436 cm” y un volumen
de 11 litros, lo cual probablemente sea uno de los factores
importantes en la cantidad de biomasa producida por estas
especies, debido a su naturaleza benténica y por requerir
maYor area disponible, que columna de agua para su

crecimiento, como tradicionalmente se ha llevado a cabo.



IV. HIPOTESIS.

IV.1.- Distintos nutrientes inorganicos para el cultivo de
microalgas produciran diferente calidad y cantidad de
biomasa microalgal en Navicula incerta, Nitzschia
commutata y Tetraselmis gracilis.

IV.2- El contenido calérico, Carbono:Nitrogeno 'y
clorofila a de Navicula incerta, Nitzschia commutata y
Tetraselmis gracilis, sera el mismo al cultivarlas en medio /2

y en medio constituido con fertilizantes agricolas.
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V. OBJETIVOS.

V.1.-Objetivo general.
V.1.1.- Comparar el crecimiento en cultivos estaticos de
Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis
cultivadas en medio f/2 y fertilizantes agricolas para su

posible uso en acuicultura.

V.2.—Objetivos particulares.
V.2.1.-Conocer el contenido calérico y razon
" Carbono:Nitrogeno en  Navicula  incerta,  Nitzschia
commutata y Tetraselmis gracilis, cultivadas en medio £/2 y
un medio alterno conformado por fertilizantes agricolas.

V2.2~ Conocer el cambio en el contenido de clorofila a
en Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis

gracilis, cultivadas en medio /2 y fertilizantes agricolas.




VI.- MATERIALES Y METODOS.

VL.1.-Cultivo de microalgas.

Dos especies de diatomeas, Navicula incerta y Niizschia
commutata y la flagelada Tetraselmis gracilis, fueron
adquiridas del cepario del Instituto de Investigaciones
Oceanoldgicas (I. I. O.) de la Universidad Autonoma de Baja
California. Estas especies fueron mantenidas en laboratorio a
19°+1°C, en el medio /2 descrito por Guillard 1975 (cuadro
VIII) v un medio constituido con fertilizantes agricolas
utilizado en este estudio, el cual esta descrito en Valenzuela-
Espinoza, (1997) (cuadro IX).

El agua de mar para el cultivo se filtré a 1 um mediante
filtros tipo cuno e irradiada con lamparas ultravioleta de 25
W. Se midié un volumen de 1 litro en probeta graduada, al
cual se le adicion6é 1 ml. de cada uno de los constituyentes
inorganicos y organicos de los medios arriba citados.

El primer nivel de cultivo se realizO en matraces
Erlenmeyer por duplicado, por especie, y cada matraz
contenia 200 ml. de medio preparado de acuerdo al /2 de
Guillard (1975) y medio alterno constituido por fertilizantes

agricolas. Estos fueron esterilizados en autoclave a 1.05 Kg
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cm’ de presién durante 15 minutos e inoculados con 10 ml de
cepa de Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis
gracilis. Se mantuvieron por 7 dias a temperatura de 19° +
1°C en luz continua, con 4 lamparas fluorescentes de 75 W

"' medida con un

que suministraron 132 pmol quanta m? s
irradiometro Biospherical Instruments Inc. QSL 100 47

El segundo nivel de cultivo se llevé a cabo en recipientes
de polipropileno, los cuales contenian 11 litros de agua de
mar cada uno; fueron preparados por duplicado para cada una
de las especies, tanto para medio /2, como para fertilizantes
agricolas, sumando un total de 12 unidades experimentales.
El agua de mar se filtr6 e irradié con lamparas de luz
ultravioleta de 25 W. Posteriormente se tratb con 0.25 ml [.”!
de hipoclorito de sodio (416 ml de NaOCI al 6% aforado a 1
litro con agua destilada) que se adicioné a los contenedores
de 11 L, se les dejo en reposo por 24 horas. Al término de
este tiempo, el cloro se neutralizo al adicionar 0.1 ml. de
tiosulfato de sodio por litro de agua de mar. Se suministro
aireacion por 2 horas para completar la reaccion (Pruder y
Bolton, 1978).

A cada unidad de evaluacion se le introdujeron 7 cajas
para muestreo con un area de 9321 mm’ y un volumen de

75.51 ml cada una. Posteriormente se agregaron 400 ml de
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indéculo de Navicula incerta, Nitzschia commutata vy
Tetraselmis gracilis, obtenidas de las mismas condiciones de
cultivo (Matraz Erlenmeyer). Previo al inbculo, las
microalgas se homogeneizaron durante 3 minutos en un
sonicador Bransonic 12 a una frecuencia de 50-60 Hz. Los
cultivos se mantuvieron estaticos, con luz continua,
proporcionada con cuatro lamparas fluorescentes (Sylvania
de 75 W ) que en promedio suministraran una irradiancia, de
108 pmol quanta m™ s, para medio f/2 y 101 umol quanta
m? s para fertilizantes agricolas. Diariamente se recuperaba
una caja de muestreo de cada unidad de evaluacion y se
resuspendieron las microalgas en un volumen de 150 ml. De
este volumen se cuantifico un mililitro de cada especie
durante 7 dias en un contador de particulas marca Beckman

Coulter Multisizer 3.
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VI.2- Analisis de clorofila a

Para el analisis de clorofila se filtraron 10 ml. de muestra
de cada una de las especies en cultivo, a través de filtros de
fibra de vidrio Whatman GF/F de 25 mm. de diametro y 0.7
pum de poro. Los filtros con muestra fueron envueltos en
papel aluminio y almacenados en nitrogeno liquido. Para el
analisis se extrajeron los filtros del papel aluminio y se
coldcé cada uno en tubos para centrifuga de 15 ml de
capacidad. Se adicionaron a cada tubo 8 ml. de acetona al
90% y se mantuvieron en oscuridad a 4° C durante 24 horas.
Posteriormente cada tubo se aforo a 10 ml. con acetona al
90% y fueron centrifugados a 1190 rpm durante 10 minutos.
El extracto clorofilico de cada muestra fue leido en un
Espectrofotometro Spectronic Genesys 2, a longitudes de
onda de 750, 665, 645 y 630. La concentracién del pigmento
se determind mediante las ecuaciones de Millan-Nufiez y

Alvarez-Borrego (1978).



V1.3-. Analisis de razon Carbono:Nitrogeno (C:N).

En los primeros 4 dias se filtraron volimenes de 140 ml.
de Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis
gracilis a través de filtros de nitrocelulosa Millipore de 0.8
um de poro Whyte AAWP y 47 mm. de diametro. Del quinto
al séptimo dia, solo se filtraron 100 ml. de cada especie. La
muestra retenida en el filtro se colect6 mediante una navaja y
se almacend en tubos de polipropileno natural eppendorf
marca Fisherbrand, para microcentrifuga de 1.5 ml. Las
muestras fueron liofilizadas y mantenidas a -70° C en un
criocongelador, hasta ser analizadas.

El porcentaje de carbono y nitrogeno organico de cada
muestra se determind en un autoanalizador organico
elemental (LECO CHNS-932). Multiplicando el valor del
contenido de nitrogeno orgéanico por un factor de 5.8
(Gnaiger, et al., 1984) se obtuvo la cantidad de proteina total.
Con estos valores se realizaron los calculos para conocer la
razon Proteina:Energia (P:E) y razon Carbono:Nitrogeno

(C:N).
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VI1.4.- Calorimetria.

En el séptimo dia se colectd, por cada unidad
experimental, la biomasa total producida en 11 1. de Navicula
incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis
respectivamente. Se concentraron en tubos de polipropileno
natural eppendorf de 1.5 ml, la muestra concentrada se
mantuvo en nitroégeno liquido, para después ser liofilizada.
Con las muestras liofilizadas se hicieron pastillas de 2 mg
por especie con ayuda de un peletizador marca Pellet Prees
Pau Parr Instrument Company Moline y secadas en un horno
1370 FM VWR International Manufactured by Shel Lab, a
temperatura de 60° C. Las muestras secas se colocaron en
navecillas de aluminio previamente incineradas a 450° C
durante 24 horas, en una mufla Thermolyne FB 1415M. El
contenido calorico se obtuvo al introducirlas en una bomba
calorimétrica digital automatizada (Parr 1281), después de la
combustion con oxigeno. La energia bruta (cal/g), se

determino directamente en las muestras.
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VL.5.- Parametros poblacionales.
De los resultados obtenidos en el contador de particulas se
calculo:
Tasa de crecimiento especifico (i) de cada condicion de
cultivo mediante las ecuaciones descritas por Guillard (1975).

p=Ln(N2)-La (N1)
to-t1

Donde: p = Tasa de crecimiento especifico en dias.

Nj = Es el numero de células al tiempo t1
N2 = Es el nimero de células al tiempo tp

t] y to = Son el tiempo inicial y final en dias.

Namero de divisiones por dia (D). Para convertir la tasa
de crecimiento (u) calculada con la expresion anterior, a
niumero de divisiones por dia, se divide entre el logaritmo

natural de 2.

D=__pn
In (2)

El tiempo de duplicacion (TD) es el valor reciproco del

nimero de divisiones por dia y se calcula como sigue:
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La produccion diaria (PD) se calculd basandose en la
diferencia del nimero de células producidas entre el tiempo

t1 y el tiempo ty.

PD= (C,-C))
(t2t1)

El valor porcentual (PV) se calculo en base a la
variacion de la concentracién de células por unidad de
tiempo.

PV= 100 (C,-C))
Ci (t2-t1)
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VI1.6.- Analisis estadistico.

Se realizd previamente una prueba de normalidad con el
objeto de determinar si correspondian o no a la distribucion
normal.

Como todos los datos tuvieron una distribucién normal, se
llevo a cabo el analisis paramétrico de ANOVA de una via,
con el objeto de determinar diferencias entre tratamientos. El
analisis se realizo con el paquete estadistico SPSS con
o=0.05.

Para determinar diferencias significativas entre los valores
promedio de crecimiento, en el experimento se utilizd una

prueba t de Student (a=0.05).
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VII.- RESULTADOS.

VIL1- Cultivo de microalgas.

El crecimiento promedio que se obtuvo en una superficie
de 3,436 cm’ y un volumen de 11 litros para cada una de las
especies estudiadas, se muestran en las figuras 1, 2, 3 y
cuadros L, I, III. Los cultivos para medio f/2 y fertilizantes
agricolas, en cada una de las especies, Iniciaron con
densidades celulares similares: Navicula incerta, empezo6 con
756 y 731 cél mm? tanto en medio f/2 como en fertilizantes
agricolas; en tanto que Nitzschia commutata presenté 763 y
833 cél mm” al inicio del cultivo. Valores de 1370 y 1316 cél
mm?® fueron registrados para Tetraselmis gracilis tanto para
medio /2 y fertilizantes agricolas, respectivamente.

Los cultivos en ambos tratamientos (medio 2 vy
fertilizantes agricolas), en las tres especies estudiadas,
presentaron fase lag o de retardo, la cual se manifesto durante
las primeras 24 horas de cultivo. Posteriormente se inicio una
fase exponencial, la cual tuvo una duracion de cuatro dias
donde se obtuvo la mayor concentracion celular y produccion
diaria (PD), (cuadros I, II y III). La tasa de crecimiento

promedio (u) y las divisiones por dia (D) en cada tratamiento,
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en las distintas condiciones experimentales, fueron similares
(cuadros I, 11 y III), mientras que, el tiempo de duplicacion
(TD) es inversamente proporcional a la tasa de crecimiento
especifica ().

La concentracion celular fue semejante durante los siete
dias de cultivo para Navicula incerta'y T. Gracilis, en cambio
con Nitzschia commutata se registrd la menor concentracion
celular. No obstante, la maxima concentracion celular se
obtuvo al séptimo dia de cultivo para las tres especies, en los

dos medios de cultivo.
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Figura 1. Crecimiento promedio de Navicula incerta cultivada en 11 1
con medio f/2 y fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el
error estandar. (n=2).
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Cuadro I.- Crecimiento promedio de Navicula incerta, cultivada en 11 1.
con medio /2 (A) y en fertilizantes agricolas (B).

(A)
Ticmpo Concentracion n ™ D PD VP
(dia) (cél mm?) (dias)  (dias)  (Divdia™) (célmm®) (%)
0 756
1 6 844 2.21 0.31 3.18 6088 805.29
2 20 985 1.12 0.62 1.61 14141 206.61
3 43 662 0.73 0.95 1.05 22677 108.06
4 60 424 0.32 2.17 0.46 16 762 38.39
5 74281 0.21 3.33 0.30 13 857 22.93
6 88 792 0.18 4 0.25 14511 19.53
7 150 035 0.52 1.33 0.75 61243 68.97
Promedio 875 181 1.08
(B)
Tiempo Concemraczién " ™D D PD VP
(dias) (cél mm’) (diasy  (dias)  (Divdia')  (cél mm?) (%)
0 23 WU
1 6500 218 0.31 3.14 5769 789.19
2 31417 158 0.44 227 24917 38333
3 62622  0.69 1.01 0.99 31201 99.32
T4 72728  0.15 4.76 021 10 106 16.13
5 95546  0.27 2.63 0.38 22818 3137
6 100721 0.06 125 0.06 5175 5.41
7 122707 0.19 3.70 0.27 21 986 21.82
Promedio 0.73 362 1.04
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Figura 2. Crecimiento promedio de Nitzschia commutata cultivada en
11 1. con medio f/2 y fertilizantes agricolas. La barra vertical
indica el error estandar. (n=2).
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Cuadro II.- Crecimiento promedio de Nifzschia commutata cultivada
en 111 Con medio {/2 (A) y en fertilizantes agricolas (B).

A)
Tiempo Concentracion " ™ D PD vP
(dias) (cél mm?) (dias)  (dias)  (Divdia')  (cél mm’) (%)
0 731 e e ememen e e
1 5109 1.90 036 2.74 4346 569.59
2 13 197 0.95 0.72 1.37 8088 158.30
3 18353 0.33 212 0.47 5156 39.06
4 32592 0.58 1.20 0.83 14239 4530
5 47359 037 1.88 0.53 14 767 77.80
6 61959 0.27 2.63 0.38 14 600 30.82
7 73 230 0.17 416 0.24 11271 18.19
Promedio 0.65 1.86 0.93
)]
Tiempo Concentracion m TD D PD VP
(dias) (cél mm®) (dias) (dias) (Div dia™) (cél mm?) (%)
0 833
1 5904 1.96 0.35 2.82 5071 608.76
2 12135 0.72 0.97 1.03 6 231 105.53
3 18756 0.43 1.61 0.62 6621 54.56
4 29 095 0.44 158 0.63 10 339 55.12
5 39214 0.30 232 0.43 10 119 34.77
6 49 817 0.24 2.94 0.34 10 603 27.06
7 62 490 0.23 3.03 0.33 12673 25.43

Promedio Q.61 1.82 0.88
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Figura 3. Crecimiento promedio de Tetraselmis gracilis cultivada en 11 1.
con medio f/2 y fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el
crror estandar. (n=2).
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Cuadro II1.- Crecimiento promedio de Tetraselmis gracilis, cultivada en
11 1. Con medio /2 (A) y en fertilizantes agricolas (B).

(A)
Tiempo Concentracion " ™ D PD vp
(dias) (cél mm?) (dias)  (dias)  (Divdia’) (cél (%)
mm’)
0 1370
] 6 905 1.62 0.42 2.33 5535 404.01
2 29 945 1.46 0.47 2.10 23 040 333.67
3 50 070 0.52 133 0.75 20125 67.20
4 71986 0.36 1.96 0.51 21916 4377
5 117 779 0.49 1.42 0.70 45793 63.61
6 154 531 0.27 2.63 0.38 36752 31.20
7 179 438 0.15 4.76 0.21 24907 16.11
Promedio g9 1.85 0.99
(B)
Tiempo Concentracion mn ™ D PD \'%
(dias) (cél mm*) (dias)  (dias)  (Divdia™) (cél (%)
mmz)
0 1316
1 6 5448 1.60 0.43 230 5232 397.56
2 23 757 1.29 0.53 1.86 17209 262.81
3 38970 0.50 1.38 0.72 15213 64.03
4 66 324 0.53 1.31 0.76 27354 70.19
5 97 646 0.38 1.85 0.54 31321 4722
6 112 892 0.15 476 0.21 15246 15.61
7 124 516 0.10 7.14 0.14 11624 10.29
Promedio  g65 2.48 0.94
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VIIL.2.- Clorofila a.

El contenido de clorofila a por unidad de célula para cada
una de las especies se observa en las figuras 4, 5, 6, y cuadro
IV. Al comparar el contenido de clorofila a entre especies, se
observé que en Navicula incerfa se encuentra en mayor
concentracion, seguida por Nitzschia commutata y en menor
concentracion en Tetraselmis gracilis.

En general se observo que el contenido de clorofila a se
incremento con el tiempo de cultivo. Para Navicula incerta
los valores maximos (0.172 y 0.115 pg de clorofila a cél') se
encontraron al sexto dia de cultivo, en ambos medios (figura
4, cuadro IV). Esta misma tendencia se observo solo en
medio con fertilizantes agricolas en Nitzschia commutata, en
el cual su mayor contenido se presento al sexto dia (0.106 pg
clorofila a cél™"). Para el medio f/2 fue al tercer dia con 0.080
pg clorofila a cél”,. manteniéndose con poca variacion
durante el resto del tiempo (figura 5).

Con respecto a Tetraselmis gracilis el mayor contenido de
este pigmento se obtuvo en los primeros tres dias para el
medio {/2; en cambio, en el medio con fertilizantes agricolas
se encontraron variaciones en el contenido de clorofila a con

respecto al tiempo de cultivo (figura 6, Cuadro IV).
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Figura 4.- Contenido de clorofila a de Navicula incerta cultivada en 11 1.

en medio /2 y fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el
error estandar. (n=2).
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Figura 5.- Contenido de clorofila a de Nitzschia commutata cultivada en 11
1. en medio {72 y fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el
error estandar. (n=2).
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Figura 6.- Contenido de clorofila a de Tetraselmis gracilis cultivada en 11
1. en medio {72 y fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el
crror estandar. (n=2).



Cuadro 1V.- Contenido promedio de clorofila a en Navicula incerta,

Nitzschia commutata 'y Tetraselmis gracilis, cultivadas en 11 L.

con medio /2 y fertilizantes agricolas.

Dia Navicula incerta

Nitzschia commutata

Tetraselmis gracilis

pe cél! pg cél! pg cél’
f/2  Fertilizantes /2 Fertilizantes. f/2 Fertilizantes
agricolas agricolas agricolas

1 0.057 0.040 0.024 0.020 0.036 0.020
2 0.063 0.051 0.047 0.029 0.037 0.029
3 0.109 0.084 0.080 0.071 0.034 0.017
4 0.139 0.108 0.077 0.102 0.025 0.021
5 0.159 0.097 0.077 0.095 0.020 0.013
6 0.172 0.115 0.072 0.106 0.024 0.020
7 0.120 0.114 0.067 0.090 0.022 0.016

[43
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VIL.3.- Determinacion Carbono:Nitrégeno (C:N).

Conforme la concentracion celular se incremento, la razon
C:N aument6 en cada condicion de cultivo y en cada una de
las especies estudiadas.

La razon C:N para N. incerta, N. commuiata y T. gracilis,
se presentan en las figuras 7, 8 y 9 (A) y cuadro V. Durante el
periodo de cultivo esta razon vario de 5.80 a 788 y 551 a
7.85 en medio f/2 y fertilizantes agricolas respectivamente; el
maximo valor se presento al séptimo dia de cultivo en ambos
medios para N. incerta. Para N. commutata los valores
comprendieron entre 5.79a 6.55y 5.59 2 6.77 en medio /2 y
fertilizantes agricolas, respectivamente. Valores maximos
fueron encontrados al segundo dia (6.70) en medio /2 y en
fertilizantes agricolas (6.77) al séptimo dia.. 7. gracilis
registro valores entre 5.50 - 8.17 y 5.64 - 8.06 en medio f/2 y

fertilizantes agricolas, respectivamente (cuadro V).
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Figura 7-. Razon C:N (A) y contenido de proteina total (B), para Navicula
incerta, en medio /2 y fertilizantes agricolas, durante 7 dias de
cultivo. La barra vertical indica el error estandar (n=2).
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Cuadro V. Razdn C:N, en Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis,
durante 7 dias de cultivo, en 11 1. en medio /2 y fertilizantes agricolas.

Dia Navicula incerta Nitzschia commmutata Tetraselmis gracilis
CN CN CN
12 Fertilizantes  {/2 Fertilizantes 72 Fertilizantes
agricolas agricolas agricolas
! 5.80 5.51 5.79 5.59 5.93 5.85
2 5.85 5.57 6.70 6.74 5.50 5.80
3 6.43 6.10 5.90 6.10 5.68 5.64
4 7.05 7.04 591 5.80 577 5.73
3 7.13 7.29 6.20 5.81 6.49 6.06
6 7.56 7.54 6.55 6.61 7.92 7.10
7 7.88 7.85 6.28 6.77 8.17 8.06
Prom. 6.81 6.70 6.19 6.20 6.49 6.32

LE
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El contenido promedio de proteina total en Navicula
incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis, se
presentan en las figuras 7, 8 y 9 (B) cuadro V1. Se encontré
que los valores promedios de proteina total varian de 291 a
356 y de 274 a 352 mg/g. para N. incerta. Los valores para V.
commulata se encontraron en el intervalo de 212 a 348 y 189
a 350 mg/g_ Y para T gracilis van de 277 a 440 y 303 a 431
mg/g en medio f/2 y fertilizantes agricolas, respectivamente.

El valor promedio menor de proteina total en N. incerta y
N. commutata se presentd el primer dia del analisis; en
contraste, para 7. gracilis, éste se presentd el dltimo dia de
analisis. El maximo valor para cada una de las especies se
ubico en diferentes dias: para N. incerta se present6 al quinto
y séptimo dia, en N. commutata al quinto y séptimo dia y
para T. gracilis al segundo y tercer dia de cultivo para medio

f/2 y fertilizantes agricolas, respectivamente (cuadro VI).



Cuadro VL.- Contenido de proteina total encontrada en Navicula incerta, Nitzschia commutata v
Tetraselmis gracilis, durante 7 dias de cultivo, en 11 1. con medio /2 y fertilizantes

agricolas.
Dia Navicula incerta  Nitzschia commutata  Tetraselmis gracilis
mg/g mg/g mg/g
/2 Fertilizantes /2 Fertilizantes 12 Fertilizantes
agricolas agricolas agricolas
1 9 274 212 189 402 381
2 3 304 213 195 440 407
3 339 332 269 210 433 431
4 346 331 300 204 421 420
S 356 350 278 350 374 402
6 3 352 336 324 289 347
7 295 346 348 342 277 303

6¢
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VIIL.4.- Calorimetria.

Los resultados de energia bruta encontrados para Navicula
incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis, se
presentan en las figuras 10, 11 y 12, cuadro VII. Durante el
experimento el contenido calorico para Navicula incerta,
Nitzschia commutata en cultivos con medio f/2, fue menor
(3779 y 3981 cal/g) que aquellos valores obtenidos al usar
fertilizantes agricolas (4386 y 4111 cal/g). En cambio en
cultivos de Tetraselmis gracilis se obtuvieron resultados
similares (3779 y 3392 cal/g) al usar medio {/2 y fertilizantes

agricolas (cuadro VII).

La Razon Proteina:Energia (P:E) en el séptimo dia de
cultivo para Navicula incerta, Nitzschia commutata vy
Tetraselmis gracilis se indican en el cuadro VIL Se
manifiestan resultados similares para la razon Proteina:
Energia en ambos medios para V. incerta (78.06 y 78.89 mg
prot/Kcal) y en N. commutata (87.42 y 83.15 mg prot/Kcal).
En cambio, los resultados de Tetraselmis gracilis, fueron de
72.74 y 89.32 mg prot/Kcal para medio f/2 y fertilizantes

agricolas, respectivamente.
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Con respecto a las cenizas, los valores encontrados para
Navicula incerta se ubican entre 48.28 y 46.25% para medio
f/2 y fertilizantes agricolas. Como resultado del cultivo de
Nitzschia commutata esta especie gener6 un 54.69 y 59.41 %
de cenizas producto de su crecimiento en medio f/2 y
fertilizantes agricolas, y para 7Tetraselmis gracilis, se
registraron 56.75 y 55.49 % de cenizas para medio 2 y

fertilizante agricolas, respectivamente (cuadro VI).




Cuadro VIL.- Contenido promedio de energia bruta, razén Proteina:Energia, y cenizas para

Navicula incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis, cultivadas en 11
litros con medio /2 y fertilizantes agricolas.

Medio Energia Razén PE Cenizas

Especie bruta
(callg) (mgprt/Kcla) Error %
estandar

Navicula 172. 3779 78.06 31.65 48.28
incerta

Fertilizantes 4386 78.89 145 46.25

agricolas
Nitzschia 12 3981 87.42 43.50 54.69
commutata

Fertilizantes 4111 83.15 23.93 59.41

agricolas
Tetraselmis {12 3794 72.76 30.98 56.75
gracilis

Fertilizantes 3392 89.33 53.48 35.49

agricolas

[474
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Figura 10.- Energia bruta obtenida en medio {/2 y fertilizantes agricolas,
para Navicula incerta,. La barra vertical indica el error estandar
(n=2).
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Figura 11.- Energia bruta obtenida en medio /2 y fertilizantes agricolas
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estandar (n =2).
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para Tetraselmis gracilis. La barra vertical indica el error
estandar (n =2).
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VIIL- DISCUSION

_ VIIL1- Generalidades.

Entre los principales factores que influyen en la calidad y
la cantidad celular de las microalgas, figuran la irradiancia, la
temperatura y la limitacion de nutrientes, (Sigmon y Cahoon,
1997; Sommer, 1997). Siendo el origen y la concentracion de
nutrientes en el medio de cultivo factores que influyen
directamente en el crecimiento, composicion celular,
contenido de clorofila, asi como en el rendimiento final
(Whyte, 1987; Valenzuela-Espinoza, 1997; Gracida-
Valdepefia, 1999).

La temperatura establecida en el presente trabajo (19+1°
C), se ubica en el promedio que ha sido reportada como
Optima para los géneros de Navicula y Nitzschia (Flores-
Vergara, 1998, Simental-Trinidad, 1999, Rojo-Salazar,
2002).

En relacion a la irradiancia, se ha documentado que las
diatomeas bentonicas crecen en un amplio espectro de luz
(Kawamura y Hirano, 1992; Simental-Trinidad, 1999,

Correa-Reyes et al, 2001). Sin embargo, en la continua
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produccion de biomasa pudieron haber modificado Ia

irradiancia al interior de los cultivos.

DIGLIGTECA CENTRAx
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VIIL.2.- Crecimiento algal.

En el crecimiento de las tres especies de microalgas
cultivadas no se registraron diferencias significativas
(0=0.05) (cuadro 1V) en las densidades celulares obtenidas
con el medio f/2 y fertilizantes agricolas. Lo cual indica que
los fertilizantes agricolas no influyen de forma negativa en la
tasa de crecimiento de las diferentes especies. El crecimiento
de las microalgas durante el tiempo de cultivo muestran dos
fases: la fase de retardado o lag y exponencial (figuras 1, 2y
3). En la fase de crecimiento exponencial se observo que las
células se duplican progresivamente debido a que las
condiciones de cultivo y nutrientes disueltos en el medio son
optimos, en esta fase fue donde se registré la mayor tasa de
crecimiento  especifica  (u), divisiones dia (D).
Concentraciones similares fueron encontradas durante los 7
dias de cultivo en cada una de las especies (cuadros I, I y
111).

Otra consideracion importante en el presente estudio es el
tipo de recipiente para el cultivo de microalgas, que en
particular, se llevo a cabo en recipientes con fondo y paredes
rectangulares transparentes. Estos proporcionan una mayor

area disponible para el crecimiento celular y menor columna
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de agua, lo cual permitid obtener concentraciones celulares
supeAriores a las reportadas en unidades de cultivo cilindricas,
las que proporcionan mayor volumen y menor superficie para
el crecimiento de diatomeas bentonicas (Flores-Vergara,
1998; Simental-Trinidad, 1999; 2001; Correa-Reyes, et al,,
2001, Carbajal-Miranda, 2002). En los estudios arriba citados
se obtuvieron tasas de crecimiento especifica (y1), divisiones
dia (D) similares. Sin embargo, en lo referente a la densidad
celular son menores a los encontrados en el presente trabajo,
esto puede ser debido a que los recipientes utilizados
permitian la entrada de luz suficiente para el crecimiento.

Por otra parte, Tetraselmis gracilis (cuadro III) presento
una tendencia similar a las diatomeas bentdnicas, en donde la
densidad celular tanto, en los cultivos en medio f/2 como en
fertilizantes agricolas, no presento diferencias significativas
(0=0.05); estos resultados son superiores a las reportadas por
Fabregas et al., (1985) Whyte (1987), Herrero et al., (1991),
Lopez-Muiioz et al., (1992) y menores a los reportados por
Fernandez-Reinz et al., (1989). Con base a estos resultados
se cumple con la hipotesis y objetivo inicialmente planteados.
Ademas ‘se comprueba, que el medio constituido por

fertilizantes agricolas, no afecta la tasa de crecimiento para
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ninguna de las especies usadas en este estudio. También estos
resultados demuestran que mediante el uso de fertilizantes
agricolas se pueden obtener densidades suficientes de
microalgas en cortos periodos de tiempo; resultando benéfico
para empresas dedicadas a la acuicultura, en las que se

necesitan grandes cantidades de biomasa.
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VIIL3.-Clorofila a.

El contenido total de clorofila a (figuras 4, 5 y 6, cuadro
IV), presentd una relacion lineal con respecto a la densidad
celular en todos los tratamientos experimentales. Se
considera entonces, que la respuesta en el contenido de
clorofila a estuvo correlacionada intimamente con el
crecimiento poblacional (figuras 1, 2 y 3; cuadros 1, I y IIT).
Navicula incerta no mostré diferencias en el contenido de
clorofila a, las microalgas registraron una mayor cantidad en
el medio /2 (cuadro 1V). Estos resultados son menores a los
reportados por Simental Trinidad (1999) quien encontro
cantidades de 2.72 y 4.42 pg cél” utilizando 150 yEm? s’
tanto para medio f/2 y fertilizantes agricolas; mientras que
Rojo-Salazar (2002) reporta un contenido de 26.2 pg cél’
quien utiliza 35 pmol quanta m™ s, Adn con las diferencias
en la cantidad de luz utilizada en este trabajo (132 pmol
quanta m™ s™), se obtuvieron mayores densidades celulares
pero menor contenido de clorofila.

Dichas diferencias en el contenido de clorofila @ pueden
deberse a la cantidad y calidad del in6culo y a la irradiancia.
La reduccion en el contenido de los pigmentos se considera

un proceso de regulacion del aparato fotosintético para



obtener un balance entre la ganancia de luz y la demanda de
enefgia necesaria para mantener el crecimiento algal (Kirk,
1994).

Nitzschia commutata mostré diferencias significativas
(cuadro IV), (0=0.05), en el contenido de este pigmento, en
donde las microalgas cultivadas con fertilizantes agricolas
mostraron una mayor cantidad de clorofila a en relacion a las
cultivadas con medio f/2; estos resultados son superiores a los
reportados por Simental-Trinidad (1999), quien reporta
concentraciones de 3.86 y 3.81 pg de clorofila a por millon
de células de Nitzschia laveis en medio f/2 y fertilizantes
agricolas y para Nitzschia thermalis v. minor reporta
cantidades de 4.35 y 7.24 pg cél de clorofila a por millén de
células para medio f/2 y fertilizantes agricolas.

Esta diferencia, con respecto al presente estudio, puede
deberse a la concentracion y forma quimica de nutrientes en
el medio, los cuales pueden afectar la produccién de este
pigmento (Whyte, 1987).

Para Tetraselmis gracilis se observd una tendencia
contraria en su crecimiento, es decir, conforme aumento la
denstdad celular disminuy¢ el contenido de dicho pigmento.

Algunos autores mencionan que este comportamiento puede



deberse a la disponibilidad de luz y a la concentracion de
nutrientes en el medio (Whyte, 1987; Abalde ef al., 1995;
Simental-Trinidad, 1999). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de clorofila a
(figura 6), en medio f/2 y fertilizantes agricolas. Las
microalgas cultivadas en medio f/2 presentaron un contenido
de clorofila a ligeramente mayor a las cultivadas en
fertilizantes agricolas (cuadro IV). Estos resultados son
menores a los reportados por Fabregas et al., (1985), cuyos
valores son 3.1 y 3.8 pg/cél respectivamente. De la misma
forma, Whyte (1987), encuentra 0.589 pg/ml. La tendencia a
disminuir el contenido de clorofila a puede ser explicado
debido a que, en altas irradiancias los cloroplastos reducen su
tamafio y su sistema de transferencia de electrones se ve
saturado, la energia ya no es transferida, lo que genera una
disminucion en el nimero de tilacoides por cloroplasto, por

consigulente se modifica la concentracion de clorofila.
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VIIL4. -Carbono:Nitrégeno (C:N) y Calorimetria.

En los cultivos de microalgas es interesante evaluar las
razones de consumo entre los nutrientes, Redfield (1963)
indica que existe una razon de Cjos:Nis:P;, debido a las
grandes variaciones que existen entre las especies, estas
proporciones solo sirven de indices aproximados del estado
del fitoplancton natural (Darley 1987). El carbono, por célula,
muestra varias respuestas a la limitaciéon de N, P y Si; las
tendencias generales son la disminucién del contenido de
proteinas y clorofila por célula y un aumento en el contenido
de carbohidratos y lipidos (Lafarga-De la Cruz 2000; Rojo-
Salazar, 2002).

Los resultados de razéon C:N se muestran en las figuras 7,
8 y 9, (cuadro V). Los valores encontrados en este trabajo son
cercanos a los reportados por Geider et al., (2002). La razon
C:N varia de 2 a 6. En el presente trabajo se encontré una
razon C:N de 580 a 7.88 y 5.51 a 7.85 en medio /2 y
fertilizantes agricolas respectivamente. Este mismo autor
afirma que la variabilidad de la composicion C:N:P en el
fitoplancton puede cambiar debido a la concentracién de
nitrogeno y fosforo contenido en los reservorios celulares de

acumulacion de nutrientes o energia de reserva.
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La mayor concentracion de nitrogeno organico esta en las
proteinas, aminoacidos, acidos nucleicos y en clorofilas. El
contenido promedio de proteinas totales para V. incerta, N.
commutata y T. gracilis se presenta figuras 7, 8 y 9 (B),
(cuadro VI). En este trabajo se observd un mayor contenido
de proteinas en 1. gracilis (440 y 431 mg/g) el segundo y
tercer dia, en cambio en N. incerta (356 y 352 mg/g) se
presentaron al quinto y sexto dia, en N. Commutata (348 y
350 mg/g) se observé al quinto y séptimo dia en fertilizantes
agricolas y medio /2. Rojo-Salazar (2002) expone que esta
diferencia puede explicarse en razon al consumo de nitrato
por las especies durante el experimento. En la fase
estacionaria disminuy6 el consumo, hubo un cambio en la
fisiologia microalgal, donde las células cambian la ruta de la
sintesis de las proteinas por la de carbohidratos y lipidos. El
contenido proteico de las microalgas depende de la fuente de
carbono y nitrogeno, ya que éstas estan constituidas de un 50
a 55 % de carbono y un 5 a 7 % de nitrogeno y son la
estructura de las proteinas; esta es una de las principales
razones por las que se considera a estos organismos como
fuente no convencional de proteina. (Espinoza de los

Monteros et al., 1984; Watanabe, 1988).
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El rol esencial de las proteinas es el mantenimiento,
crecimiento y proporcidn de energia para reponer en los
tejidos (Espinoza de los Monteros ef al., 1984; Watanabe,
1988; Abalde er al., 1995; Simental-Trinidad, 1999), las
microalgas contienen una fraccion de N no proteico, por lo
que la mayoria de las dietas formuladas para organismos
marinos se basa en la estimacion de N total. El desarrollo de
un organismo depende del equilibrio en la incorporacion de
energia con los alimentos, las proteinas y otros componentes
esenciales. Los animales necesitan energia, y esta necesidad
depende del ciclo bioldgico en que se encuentren los
organismos. Todos los componentes organicos de una dieta
liberan calor tras una combustion. El contenido de energia
bruta de un alimento depende de su composicion quimica,
sirviendo para combustién de carbohidratos, proteinas y
grasas. Sin embargo, la composicion de un alimento influye
unicamente sobre el calor de combustidon o energia bruta
(Espinoza delos Monteros et al., 1984, Watanabe, 1988).

Los resultados obtenidos de cenizas se presentan en el
cuadro VIL Es comun encontrar altos porcentajes de cenizas
en las diatomeas debido a su pared celular compuesta por

silice. Estudios al respecto revelan que las diatomeas
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bentonicas del genero Nifzschia contiene de 28 a 43.8% de
cenizas con respecto al peso seco (Flores-Vergara, 1998) y de
23 a 70% (Rojo-Salazar, 2002). Los resultados de cenizas
encéntrados en este estudio van de 48 28 a 46.25% para N.
incerta, 54.69 a 59.41 para N. commutata, y para 1. gracilis
van de 55.49 a 56.75% en un periodo de siete dias. Tanto el
contenido caldrico como la razon C:N permiten conocer el
estado fisiologico celular del cultivo y mediante su
evaluacion se pueden establecer criterios de calidad
nutricional para la alimentacion de estadios larvales y

postlarvales de organismos acuaticos.
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IX.- CONCLUSIONES

1.- La biomasa microalgal obtenida para Navicula incerta,
Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis fue similar en el
medio constituido por fertilizantes agricolas y la producida en
medio /2.

2.- Se obtiene mayor produccion cultivando estas especies
en recipientes con fondo y paredes rectangulares
transparentes.

3.- El contenido de clorofila a en el cultivo basado en
fertilizantes agricolas es similar al obtenido en medio /2, ya
que se presentd una relacion lineal con respecto a la densidad
celﬁlar en todos los tratamientos experimentales.

4.- Conforme la concentracion celular se incrementd, la
razon C:N aument6 en cada condicion de cultivo y en cada
una de las especies estudiadas.

5S.-El contenido calorico para Navicula incerta, Nitzschia
commutata en cultivos con medio /2, fue menor que aquellos
valores obtenidos al usar fertilizantes agricolas. En cambio en
cultivos de Tetraselmis gracilis se obtuvieron resultados
similares al usar medio /2 y fertilizantes agricolas

6.- El costo de produccion se reduce al utilizar un medio

de cultivo con fertilizantes agricolas.
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X.- RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda realizar analisis de nutrientes para
conocer si esto influye en la calidad nutricional de Navicula
incerta, Nitzschia commutata y Tetraselmis gracilis.

2 - Se recomienda realizar estudios en los cuales se analice
la composicion proximal de Navicula incerta, Nitzschia
commutata 'y Tetraselmis gracilis, para determinar si el
contenido calorico, razéon C:N y su valor nutricional varia

significativamente en medio /2 y fertilizantes agricolas.
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XIL- APENDICES

Cuadro VIII.- Compuestos y concentracion de
nutrientes para preparar el medio {/2 de
Guillard, 1975.

Compuesto Solucion Concentracion
Stock

NaNOs T5gr+* 883uM
NaH,PO, . H,O Sgr** 36.3uM
*Na,Si0s. 9H,0* 30gr+* 107uM
Solucion de -
vitaminas.
Bi 0.5ug
Biotina 0.5ug
Tiamina. HCI 0.1mg
Soluciéon de

metales traza

CuS0,. SH,0 0.0Img*** 0.04pM
Na;Mo0,2H,0 0.006mg*** 0.03uM
Zn80;. 7H,0 0.022 mg*** 0.08uM
CoCl.6H,0 0.0] mg*** 0.05uM
MnCl,. 4H:0 0.018 mg*** 0.9uM

Solucion primaria
FeCls. 6H,0 3.15mg**+* 11.7uM
Na,EDTA. 2H,0 4.36mg*** 11.7uM

*Solo cuando la especie de alga lo necesita
**Para preparar 1 litro de medio
**+*disolver en 100 m! de agua destilada



Cuadro IX. Nombres comerciales de los fertilizantes agricolas usados para preparar el medio de cultivo y la
concentracion de nutrientes que se le agregan al agua de mar.

Nombre  Compuesto Porcentaje Solucion Stock Cantidad Concentracién
comercial  quimico (%) ~ Cantidad agregada (uM)
agregada (mg LY
gL

Fertimex NH4NO; 33.5 36.8 36.8 332
Subdury P20s 440 5.6 56 39.45
KGRO Fe-EDTA 0.43 5.4 5.4 3.51
KGRO Fe-NO 5.62 70.7 70.7 1265.8
KGRO MnSO, 0.087 1.09 1.09 8.07
KGRO ZnSOq 0.037 1.9 19 6.75
KGRO CuSO, 0.159 2.0 20 13.92

KGRO Sulfuro 3.64 45.84 45.84 1429.6
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