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RESUMEN

Se estudiod el crecimiento y la composicion proximal de Nannochloropsis
oculata (Eustigmatophycea) 6on diferentes temperaturas (22 y 25 °C) e
intensidades de luz (140, 210 y 300 yEm?s™) utilizando el medio “f’
formulado por Guillard y Ryther (1962). Para cada tratamiento se
tuvieron tres repeticiones. El crecimiento en sistema estatico presentd
diferencias significativas entre los tratamientos ensayados (p<0.001),
obteniendo una biomasa mayor para la temperatura de 25 °C y la
intensidad mayor (300 yjE'm?s™) de 36560 x 10° cé'mf". En general la
fase exponencial inicié un dia después del indculo y con una duracion
aproximada de tres dias. Las diluciones ensayadas para los diferentes
tratamientos presentaron un comportamiento comiin, la del 20% mostré
un incremento en la biomasa celular, por el contrario la dilucién el 30%
present6 un decremento en la biomasa. La biomasa obtenida con base
al peso séco tbtal y organico mostré diferencias significativas entre las
temperaturas ensayadas (p=0.046), sin embargo no existieron
diferencias significativas entre las intensidades utilizadas (p>0.05). Se
encontraron diferencias significativas (p=0.023) entre las temperaturas
ensayadas en los valores de proteinas, pero no hubo diferencias
significativas entre las intensidades (p=0.943). El contenido de
carbohidratos no present6 diferencias entre los tratamientos ensayados.
Existen diferencias significativas (p=0.005) entre las concentraciones
obtenidas para las tres intensidades de luz, por e! contrario se
observaron diferencias significativas (p=0.144) entre las temperaturas
_ ensayadas. Se observo un mayor crecimiento y composicion proximal
con la temperatura mayor (25 °C) y la intensidad de luz mas alta (300
HEm?Zs™). '
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CULTIVO Y COMPOSICION PROXIMAL DE LA MICROALGA
Nannochloropsis oculata BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE
TEMPERATURA E INTENSIDAD DE LUZ

I. INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion humana se acentiia mas a nivel mundial,
por lo que se estan manifestando exigencias siempre mayores de
niveles mas elevados de bienestar (Tacon, 2000). Es por estos motivos
que la demanda de alimento crecera de tal manera que no pod}é ser
satisfecha en todo el mundo por la agricultura, la ganaderia y la pesca,
por lo cuél la acuicultura parece ser una solucién viable para ello (Ayala,

1999).

La acuicultura es una de las actividades de mayor potencial por lo
grande de sus perspectivas y condiciones, que tiene por objeto el
cultivo y la produccién de los recursos hidrobiolégicos y conforme la
poblacién aumente y la escasez de alimento se haga mas aguda, la
acuicultura tendrd un papel cada vez més importante ya que ha
_ demostrado ser un método préctico y rentable para abastecer al mundo
de recursos acuaticos vivientes que se pueden utilizar como alimentos,

fibras y materiales para diversos fines (Wheaton, 1977).

Dentro de la acuicultura se requiere un alto nivel de investigacion que
sustente el valor comercial de especies de importancia comercial, y que

nos ayude a resolver problemas y a conocer la biologia de las especies



(Ayala, 1999) debido a que es todavia posible satisfacer las demandas
de alimento, por lo menos en lo que se refiere a la disponibilidad de
proteinas de origen animal, cuyo consumo promedio individual se ha
mantenido aproximadamente constante en el transcurso de las dos
aitimas décadas, gracias a las aportaciones cada vez mayores de la
acuicultura y a los desembarques de las flotas pesqueras

internacionales. (De Silva, 2000).

Dentro de la acuicultura existe un area muy importante que es la

produccion de alimento vivo (fitoplancton y zooplancton).

El fitoplancton esta4 constituido principalmente por algas unicelutares,
cuya importante funcion en el ecosistema marino, es la de captar
energia radiante solar para transformarla en energia quimicé, la cual es
utilizada para sintetizar y almacenar como nueva biomasa algal varios
compuéstos quimicos de alto contenido energético (lipidos, proteinas y
carbohidratos), a partir de subsfancias inorganicas sencillas disueltas

en el agua como CO; y compuestos nitrogenados y fosfatados.

De esta manera las microélgas son el primer eslab6n de las principales |
cadenas tréficas acuaticas, ya que aparte de ser la fuente dietética mas
importante de varios organismos filtradores del bentos, constituyen el
alimento Unico o principal de los consumidores primarios del

zooplancton, entre los cuales se encuentran los estadios larvarios



meroplanctonicos de la mayoria de los organismos de interés pesquero

y comercial (Margalef y Vives, 1967).

Las microalgas no solamente son utilizadas en la acuicultura como
fuente alimenticia, también pueden auxiliar en el mantenimiento de la
calidad de agua, pues presentan un papel fundamental en ef balance de
oxigeno, dibxido de carbono y de compuestos nitrogenados, en especial

el amonio (Demer et al., 1994),

En los ultimos arfios el desarrollo de cultivos de microalgas, para uso en
la acuicuftura, ha establecido su potencial en la produccién de
compuestos de alto valor econémico como son: polisacaridos, lipidos,
proteinas, carotenoides, vitaminas, enzimas, antibiéti_cos, farmacéuticos
y mﬁchos otros compuestos quimicos como: hidrégeno, hidrocarburos y
otros biocombustibles como el metano (Becker, 1995).

La manera de cultivar microalgas varia dependiendo de la especie, del

tipo de cultivo que se requiere y lo que se busque de éste.



En la mayoria de los casos el tipo de cultivo a utilizar depende de io que
el investigador quiera obtener o del uso final de las microalgas, existen
varios tipos de cultivos entre los mas cominmente utilizados se

encuentran el cultivo estatico, continuo y semicontinuo.

En el primer caso, nada es removido o adicionado después de la
inoculacién (que debe de ser viable para el volumen a ct_lltivar).' Este
tipo de cultivo puede soportar el crecimiento celular hasta que se liegue
asu denéidad mayor o hasta que la composicién del medio empiece a
ser limitante para éste. En el cultivo continuo se tiene una renovacién
continua de nutrientes, también constantemente se esta cosechando
por o cual el volumen del cultivo se mantiene constante, esto nos
permite mantener el cultivo en la fase exponencial, fo cual indica una
biomasa constante: Por Gltimo, en el sis;tema semicontinuo, una vez
alcanzada la fase de crecimiento exponencial se inicia con una
frecuencia de dilucion constante (a un tiempo predeterminado), fo cual
permite la remocién de nutrientes, dando como resultédo una biomasa

constante a la fecha de dilucién.

En un cultivo estatico existen varias fases (Fig. 1) dentro del ciclo de
crecimiento de las microalgas: a) la fase lag (bajo incremento de la
biomasa) representa un periodo de acondicionamiento a las nuevas

condiciones ambientales, la siguiente fase es la exponencial (b} debido



al rapido incremento en la biomasa producido por existir condiciones
adecuadas de nutrientes y disponibilidad de luz, principalmente
(crecimiento exponencial), la siguiente fase es de crecimiento lento (c)
en donde se puede observar un decremento en el crecimiento del
cultivo, por limitacion de algin nutriente o por limitacion de luz
(producido por autosombreado debido al aumento de la biomasa) y ia
fase estacionaria (d) en donde las células empiezan a almacenar
substancias de reserva producido principalmente por deficiencia de
nitratos y/o silicatos (en el caso de las diatomeas), y la tasa de
divisiones disminuye considerablemente hasta dejar de hacerlo. Por
(ltimo tenemos la fase de muerte (e) en donde la biomasa disminuye
drésticamente debido al efecto interactivo de los factores antes

mencionados (Fogg, 1975).
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Edad del cultiva

Figura. 1 Curva de crecimiento patron de una microalga unicelular en un
cultivo estatico: 1) fase lag, 2) fase exponencia, 3) fase de
crecimiento lento, 4) fase estacionaria, 5) fase de muerte.
(Tomado de Fogg, 1975).



Il. ANTECEDENTES

Las microalgas que se usan en maricultura proveen de nutrimentos
esencialeé para el crecimiento y desarrollo de animales marinos por 1o
tanto es muy importante contar con microalgas que tengan una
composicion bioquimica que satisfagan las diferentes necesidades .
nutricias de los organismos marinos cultivados en la actualidad

(Bustillos et al., 1994).

La diferencia en la digestibilidad, tamafio y particularmente en el valor
nutricio de las microalgas utilizadas en acuicultura, dependen de los
requerimientos nutricios de los organismos alimentados. E! valor nutricio
depende directamente de la composicién bioguimica y ésta puede ser
alterada por medio de la manipulacién de las condiciones de cultivo. La
composicion bioquimica depende de la concentracion de nutrientes, de
la temperatura, la intensidad luminica, del fotoperiodo y de la etapa de

crecimiento a la hora de cosechar (Brown, 1989).

La determinacidn de los componentes proximales de diversas especies
de microalgas ayuda por un lado a conocer cémo se encuentra la
microalga y por el otro es un buen indicativo en la dieta de los

organismos marinos (Bustillos, ef al., 1994).



Las tasas de crecimiento algal son reguladas por los parametros
ambientales, presentan una respuesta directa a factores como: la
intensidad luminosa, la temperatura, la concentracién de nutrientes, el

pH, etc.

Dicha respuesta es especifica para el organismo que se cultive y
determina la productividad del sistema, debido a la rapida proliferacion

de las microalgas (Lanza-Espino y Arredondo, 1990).

La luz es indispensable para la activacién de la maquinaria fotosintética,
por lo cual cuando la céiula no tiene un abastecimiento adecuado de
luz, crecera lentamente, debido a un insuficiente suministro de energia
para la fotosintesis y para la activacion de sus unidades fotorreceptoras
y cromoreceptoras, las cuales tienen funciones diversas relacionadas
con la incorporacion de carbono y de nutrientes (Lips yAvissar, 1986),
hasta la regulacion de sus rutas metabdlicas mas importantes

(Sanchez, 1994; Sanchez y Voltolina 1994).

También la temperatura es una variable importante ya que, al iguél que
la luz, afecta el metabolismo de las microaigas. En este caso de
acuerdo a la ley de Arrhenius y a sus equivalentes (ley de Van Hof del
Qip) que se establecieron para fines biolégicos, su efecto consiste en
modificar la velocidad de todas las reacciones enzimaticas que regulan

las rutas anabéblicas y catabélicas, modificando de esta manera los



requerimientos nutricios y la composicion bioquimica de las microalgas

(Parsons et al.,1984; Darley, 1987).

'Algunas de las microalgas marinas son seleccionadas como
productoras potenciales de compuestos bioquimicos, dentro de las
cuales se encuentran /sochrysis sp., Nannochloropsis sp., Chlorella
minutissima, Monodus subterraneus y Phaeodactylum tﬁcomutum
(Borowitzka, 1988; Roessler, 1990; Yongmanitachai y Ward, 1991;

Bajpai y Bajpai, 1993).

Las especies de Nannochloropsis se encuentra entre las microalgas
mas utilizadas actualmente en el cultivo de rotiferos por su pequeiio
tamafio (< 2 micras de didmetro), poco tiempo de cultivo y por su alta
produccion de 4cidos grasos polinsaturados, requeridos para la
produccion de larvas de peces (Hernandez et al., 1996).

Las microalgas del género Nannochloropsis pertenecen al grupo de las
Eustigmatophycea que se encuentran en arreglos unicelulares
coccoides y la mayoria presentan pirenoides y zooesporas aunque
existen algunas especies que carecen de estas estructuras. Son .
microalgas marinas representativas del picoplancton, son unicelulares,

sin flagelos y con un solo cloroplasto (Van Den Hoek et al., 1995).
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Los principales estudios del género Nannochloropsis estan
encaminados a la determinacién de los A&cidos grasos (20:5 n-3),
principélmente de mayor importancia el ecosapentaendico debido a su
alto contenido y por su utilizacién dentro de la acuicultura (Sukenik et

al.,1989; Sukenik ef al., 1990; Brown, 1993).

Nannochloropsis oculata se ha cultivado a diferentes temperaturas;
dentro de las mas elevadas que se han registrado esta la de 27 °C £+ 2
°C (promedio durante el dia), y dentro de las temperaturas minimas
entre 8 °C en inviemo a 14 °C en verano (promedio durante la noche),
alcanzando una biomasa microalgal al quinto dia de 670 t 4.2 "'1(_)6
cél'ml”, para inviemo y de 876 + 5.0 *10° cél'm!” para verano (Cheng-

Wu et al., 2001)

Debido a que la composicion bicquimica depende directamente de ios
factores ambientales, la variacion de estos dltimos conlleva a la

variacion en la compasicion de la microalga.

Cuando se cultiva a 22 °C iniciando con un cultivo continuo y después
con uno semicontinuo la biomasa microalgal segin Brown (1993), llega

a ser de aproximadamente 14*108 c&l-mi™.

Existen diversos estudios acerca de diferentes especies de

Nannochloropsis, por ejemplo en Nannochloropsis gaditana se
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encontrd una densidad celular de 49.8 x 10% cé&fml’, con una
temperatura de 35 °C en donde se observan las células muy

vacuolizadas y con el cloroplasto fragmentado (Hemandez ef al., 1996).

Para Nannochloropsis salina cultivada a una temperatura de 22 °C se
reporto la siguiente composicion bioguimica 23.3 % de proteina, 24.4 %

de carbohidratos y 14.5 % de lipidos.

Nannochloropsis oculata es una microaiga que contiene menos
_ porcentaje de proteinas (29-33%), comparandola con otras especies
como Isochrysis sp. y Paviova lutheri, con porcentajes de lipidos de 15-

16% y 12% para carbohidratos (Brown, 1993).

Renaud et al. (1991) encontré en Nannochloropsis oculata cultivada
bajo una temperatura de 25 °C y una intensidad de 243 yE'm?s™, que
la composicién proximal promedio de: 2.4 pgcéel de proteinas, 0.2
pgcél! de carbohidratos y 1.2 pgcél” de lipidos, para la intensidad de
340 report6 2.7 pgcél™ de proteinas, 0.3 pgicél” de carbohidratos y 1.5
pgcél” de lipidos. Y para la intensidad de 100-107 pE'‘m™?s™ encontro
2.4 pgcél” de proteina, 0.1 pgcél’ de carbohidratos y 2.1 pgcél de

lipidos.
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Tanto la fotoinhibicion como la saturacion de luz en Nannochloropsis
oculata crea una disminucion en el crecimiento, esto quiere decir que

esta microa(ga es sensible a ia luz alta (Sukenik ef al., 1989).

El contenido lipidico varia de acuerdo a la intensidad luminica, Sukenik
et al. (1989) reportaron para Nannochloropsis sp. una concentracion de
2.62 pgcéel’ a 35 pmol quanta m? s, 290 pmol quanta m? s ‘

encontré 3.25 pgcél” y para 550 pmol quantam?s™ 3.04 pgrcér”.
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. JUSTIFICACION

Los recursos pesqueros se estan agotando debido al incremento en la
pesca y por lo tanto el surgimiento de técnicas en acuicultura pueden
ser una alternativa para solucionar algunos problemas alimenticios.
Siendo las microalgas la base en la acuicultura; ya que éstas son las
productores primarias y por lo tanto el primer eslabon en la cadena
élimenticia, es primordial el optimizar el cultivo de microalgas que
tengan un rapido crecimiento y que ademas posean una adecuada
composicién bioquimica que cumpla con Ibs requerimientos nutricios de
los organismos en cultivo. La microalga Nannochloropsis oculata es una
candidata ideal, por su uso potencial para la alimentaciéon de rotiferos,
los cuales son utilizados posteriormente para la aIimentacién de peces
de importancia econémica.

Por lo anterior es necesario elegir las mejores condiciones para su
cultivo, que aseguren un suministro continuo de éstas y con una calidad
ideal para la produccion de organismos, ademas de su actual uso en el
mejoramiento de la calidad de agua (estabiliza la calidad de! agua en
sistemas estaticos, remueve metabolitos y produce CO,), para el

cultivo de otras especies como la langosta.



IV. HIPOTESIS

Las diferentes temperaturas e intensidades de luz repercuten
directamente en el crecimiento y la composicion proximal de

Nannochloropsis oculata.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaiuar ef crecimiento y fa composicion proximal de Nannochloropsis

oculata en diferentes condiciones de temperatura e intensidad de luz.
V.1 OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar el efecto de tres diferentes intensidades de luz sobre el
crecimiento 'de Nannochloropsis oculata.

Evaluar el efecto de dos temperaturas sobre la velocidad de
crecimiento de Nannochloropsis oculata. ‘
Determinar la tasa de dilucién 6ptima para Nannochloropsis oculata.
Determinar la composicién proximal (proteinas, carbohidratos y
lipidos) de Nannochloropsis oculata, cultivada a diferentes

temperaturas e intensidades de {uz.



16

VI. MATERIALES Y METODOS
VI. 1 Seleccion y obtenéién de la cepa

La microalga marina que se utilizd en el presente trabajo es

- Nannochloropsis oculata (clave NN-O1), la cual se obtuvo de la

Coleccion de Microalgas del Departamento de Acuicultura del Centro
de Investigacién Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada

(CICESE).
VI. 2 Técnica de cultivo

Para el cultivo de Nannochloropsis oculata se utilizd6 el medio “f

formulado por Guillard y Ryther (1962).

El cultivo de las microalgas se inici®6 con in6culos sucesivos
(escalamientos) partiendo de la cepa de 10 ml de cultivo‘co.ntinuando
con 100 mi, 2 y 15 L. El agua de mar que se utilizé se filtr6 a través de
cartdchos de 10, 5 y 1 um, posteriormente se pasé por luz UV. Para el
caso de volimenes pequeiios, el agua de mar se esterilizé en autoclave
a 121°C y 15 PSI| durante 15 minutos. Para los cultivos de mayor
volumen (15 L), la esterilizacion fue quimica, agregando 3 ml de cloro
comercial por cada litro de agua de mar y se dej6é reposar durante 24
horas, posteriormente se le agregé tiosulfato de sodio (150 mg-T' de

agua de mar), para neutralizar el cloro residual, acelerando este
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proceso con aireacién continua; el aire circulé por filtros de carbén

activado para evitar contaminacion.

Una vez esterilizada el agua de mar se le agregaron las soluciones

secundarias del medio “f (1 mi'T! por litro de agua de mar)

Escalamiento de cultivos de Nannochloropsis oculata

Se ensayaron 2 diferentes temperaturas 22 °C (temperatura ambiente
del laboratorio himedo) y 25 °C (temperatura controlada por
calentadores de 25W y moderadas por un regulador LCT-1500W) y tres
intensidades de luz: 140, 210 y 300 pE'm?s™' (proporcionadas con
lamparas fluorescentes de luz blanca fria), ademas se mantuvieron en
las siguientes condiciones: salinidad de 35°00 y un pH 7.5-8.5 (el cual
se control6 con inyeccién de COy). En cada tratamiento se tuvieron, tres
repeticiones, cada una representada por botellones de 20 L (de vidrio

transparente) con un volumen Util de 15 L.
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Cultivo de Nannochlorpsis
oculata con diferentes
temperaturas e
intensidades de iuz

V1.3 AnAlisis de biomasa

Los cultivos se iniciaron con un in6culo de 1X10°% cékml™ para cada
tratamiento, con monitoreos diarios de pH, numero de células y lectura

de absorbancia a 550 nm.

V1.3.1 Conteos celulares y densidad 6ptica

El conteo celular se realizd con un hematocitémetro de 0.1 mm de
profundidad, adaptado con una reglila y la densidad Optica
(absorbancia) se midi6 en un espectrofotémetro Hach DR 2000.
Posteriormente se realizé un andlisis de regresién, para explorar la
posibilidad de utilizar solorel meétodo de densidad 6ptica, para evaluar la
biomasa producida por la dificutad que representa el conteo celular,

debido al pequerio tamario de Nannochloropsis oculata.
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Evaluacién de la biomasa de Nannochloropsis oculata. Conteo celular y
medicién de la densidad 6ptica

Inicialmente los cultivos se mantuvieron en sistema estatico (sin
remocién de mi'croalgas) y una vez que se alcanzé la fase de maximo
crecimiento exponencial se inicié el cultivo semicontinuo aplicando dos
diferentes tasas de dilucidén (20 y 30%), para obtener la dilucién 6ptima
para Nannochloropsis oculata. La renovacion se hizo con agua de mar

estéril y enriquecida con medio “f".
V1.3.2 Peso seco total y organico

Para la determinacién de la biomasa con base al peso seco total y
orgénico se tomaron volimenes conocidos de los cultivos‘durante la
fase exponencial cada tres o cuatro dias. Estos se filtraron a través de
filtros Whatman GF/C de fibra de vidrio, de 47 mm de diametro,
previamente incinerados en una estufa y pesados. Al ﬁltrar, las

muestras se [avaron con formiato de amonio al 3% para fa eliminacién

de sales. Los filtros con la muestra se colocaron en una estufa a 60°C
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hasta obtener el peso seco constante, posteriormente se caicinaron en
una mufla por 4 h a 490°C para la determinacién de cenizas y por
diferencia entre el peso seco total y las cenizas se obtuvo el peso seco

organico (Sorokin, 1973).

V1.3.3 Composicion proximal

Para la realizacion de los analisis proximales (proteinas, carbohidratos y
lipidos), de las microalgas producidas, cada tres o cuatro diaé se
cosecharon vollimenes conocidos y se filtraron a través de filtros de
fibra de vidrio (GF/C) de 2.5 cm de diametro. Las técnicas utilizadas
fueron: proteinas por el método de Lowry et al. (1951) previa extraccion
con NaOH 0.1N, los carbohidratos se analizaron segin el método
colorimétrico del fénol-éc. sulfarico de Dubois et al. (1956), los lipidos
se determinaron por el método de Pande et al. (1963), previa extraccion
con el método de Bligh y Dyer (1959). Para las curvas de calibracién se
utilizaron como estandares, albumina de bovino en el caso de las

proteinas, glucosa anhidra para carbohidratos y tripalmitina para lipidos.
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Andlisis de la composicion
proximat de
Nannochloropsis  oculata
por medio de métodos
colorimétricos.

Vi.4 Analisis de Resultados

Los resultados del crecimiento, peso seco (total y organico) y
composiciéon proximal de los cultivos de Nannochloropsis oculata se
sometierbn a un analisis de normalidad de datos y de homogeneidad de
vananzas, posteriormente para los que cumplieron los supuestos de

normalidad se aplicé un analisis de vananza de tres vias y pruebas a

'posteriori para encontrar las posibles diferencias entre tratamientos.
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ViIl. RESULTADOS
VIi.1 Andlisis de la biomasa

VII.1.1 Cultivo estatico

En la biomasa obtenida en Nannochloropsis oculata mantenida en
sistema estatico se observaron diferencias significativas entre las dos.
temperaturas (22 y 25 °C) y las tres intensidades de luz (140, 210 y 300
uE‘m‘z's"), asi como en la interaccién entre ambas (p<0.001), asi
mismo se observaron diferencias en la biomasa registrada en los
diferentes dias (p<0.001), en que se mantuvo el cultivo (Cuadros [ y Il 'y

Fig. 2y 3).

No se observaron diferencias significativas entre las dos temperaturas
con los diferentes dias (p=0.549), sin embargo, si se registraron

diferencias entre las intensidades de luz y los dias de cultivo (p<0.001).

Con ninguno de los tratamientos se registraron diferencias significativas
en la biomasa obtenida en los tres primeros dias, sin embargo, en los
dias cuatro y cinco, se obtuvieron biomasas menares en los cultivos
mantenidos con la intensidad de luz mas baja (140 pE'm?s™),
registrando en promedio (por las dos temperaturas), 8593 x10® cétml”?

para el dia 4 y 11440 x10° céI'ml” para el dia 5.
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En la temperatura de 22 °C no se observaron diferencias significativas

en las biomasas obtenidas.en las intensidades de luz de 210 y 300

uE‘m‘z's'1 (p>0.05), sin embargo, en 25 °C si se observaron diferencias

entre estas dos intensidades de luz (p<0.001).

Cuadro |. Biomasa de Nannochloropsis oculata cultivada a 22 °C en
sistema estatico y con tres intensidades de luz (140, 210 y 300
HE'm?s™). A: Densidad Optica, B: cétmf! (x10°), u: tasa de

crecimiento.

: "E.m-Z.s-‘I
Dia 140 210 300

A B g A B 1] A B 1]

0 0.007 1000 0.007 1000 0.007 1000
1 0028 1604 0.68 0.042 2204 1.14 0.038 2937 1.55
2 0052 2237 048 0.072 4950 1.17 0.074 6900 1.23
3 0072 7894 181 0.124 106‘i3 110 0.131 10021 0.54
4 0.113 8206 0.60 0.199 15300 0.53 0.211 16922 0.76
5 0;150 11100 0.43 0.299 26183 0.78 0.296 29538 0.80
6 0.191 16780 0.60 0.391 32670 0.32 0.372 0.22

34360
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Cuadro Il. Biomasa de Nannochloropsis oculata cultivada a 25 °C en
sistema estatico y con tres intensidades de luz (140, 210 y 300
HE'm?s™). A: Densidad Optica, B: célmi” (x10%), p: tasa de

crecimiento.
pE'-mZs™

Dia 140 210 300

A B ] A B ¢ A B "]
0 0007 1000 0.007 1000 0.007 1000 _
1 0030 2580 137 0052 4070 203 0050 3860 195
2 0044 3980 080 0093 8170 1.01 0095 8360 1.1
'3 0071 6690 068 0146 13470 072 0.178 16660 0.99
4 0094 8980 035 0217 20570 061 0281 26960 0.69
5 0122 11780 040 0275 26370 0.46 0.377 36560 0.44
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Figura 2. Crecimiento de Nannochloropsis oculata en cultivo estatico, a
. una temperatura de 22 °C y con tres intensidades de luz. (0)
140 pE'm?st, (o) 210 pE'm?s y (A) 300 yE'm?s™.
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§ 10000
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Figura 3. Crecimiento de Nannochloropsis oculata en cultivo estatico,
a una temperatura de 25 °C y con tres intensidades de luz. (0)

140 pE'm™s™, (o) 210 pE'm?s y (4) 300 pE'm?s™
Con la temperatura de 25 °C se registraron biomasas mayores para las
intensidades de luz de 210 y 300 pE'm?s™ (p<0.001), en el dia 4 se
obtuvieron 20570 y 26960 céml* respectivamente y para el dia 5 se

obtuvieron 26370 y 36560, ambos dias en fase de crecimiento lento.

Nannochloropsis oculata cultivada a una temperatura de 22 °C presenté

un crecimiento estable, las mayores tasas de crecimiento (u) se
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obtuvieron el dia 2 (1.17 divisiones por dia para 210 pE'm'z's"), y para

el dia 1 (1.55 divisiones por dia para 300 yE'm™>s™).

En la intensidad mas baja (140 yE'm?s™") se observé un crecimiento
mas lento iniciandose la fase exponencial hasta el dia tres, con una
tasa de crecimiento (4) de 1,'81 divisiones por dia.

Para el caso de 25 °C el crecimiento exponencial fue evidente al dia
siguiente despué;s del inéculo con 1.99 divisiones por dia (promedio en
las intensidades de 210 y 300 pE'-m?s™"), para el segundo dia las tasas
de crecimiento fueron de 1.06 divisiones por dia y el tercer dia (después

del in6culo) disminuyeron a 0.86 divisiones por dia.

Por otro lado se puede observar que con la intensidad de 140 pE-m?s™
se inici6 la fase exponencial de crecimiento rapido un dia después del
indculo, pero con una 4 menor (1.37 divisiones por dia). Las tasas de
crecimiento con la intensidad de luz menor, fueron mas bajos que las

obtenidas en las intensidades intermedia y alta (Cuadro ).

Las maximas biomasas alcanzadas durante la fase de crecimiento
exponencial temprano (dia 3), a 25 °C fue bajo la intensidad de 300
pEm?s?' con 16660 x10° célmI* y con 0.178 unidades de
absorbancia, para 210 pE'm?s™ se obtuvo 13470 x10° cémi* y con

'0.146 unidades de absorbancia, siendo el valor mas bajo para la
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intensidad menor, con 6680 x10° célmi* y con 0.071 unidades de

absorbancia (en el mismo dia) (Cuadro Hl y Fig. 3).

Se observd una relacion lineal entre el nimero de células y fa densidad
optica, registrada en Nannochloropsis oculata, el analisis de regresién
dié como resultado para una ? de 0.8883 con la intensidad de luz de
140 yE'm?s™ para la inteﬁsidad de luz de 210 yE'm?s™! la? fue de
0.9858 y por _ﬂltifno el valdr de la 1? para 300 uE'm'z's'1 fue de 0.9708.
(Fig. 4 y 5). Por lo mencionado anteriormente, los resultados de
crecimiento obtenidos en cultivo semicontinuo, seran graficados

considerando la densidad 6ptica (unidades de absorbancia).
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Figura 4. Relacion entre el ndmero de células y densidad Optica
(unidades de absorbancia) de Nannochloropsis oculata cultivada
a 22 °C y con diferentes intensidades de luz. A; 140 pE'm2s™, B;
210 pE'm?s’ y C; 300 pE'm?s™, en sistema estatico. ©)
reprgsenta las unidades de absorbancia (D.Q.) y (o)cél'ml
(x10%).
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VII.1.2 Cultivo semicontinuo

En cultivo semicontinuo de Nannochloropsis oculata se observaron
diferencias significativas entre temperaturas, entre las dos diluciones
ensayadas y entre las tres intensidades de luz, asi como en la
interaccion entre las tres variables (p<0.001) (Cuadro lll y IV y Fig. 6 y
7). '

Los culivos con el tratamiento de 140 pE'm?s” (en las dos
temperaturas, 22 y 25 °C), mostraron un crecimiento significativamente

menor (p<0.05) que el presentado en los otros tratamientos.

Con la temperatura de 22 °C, con la dilucion del 20%, la biomasa se
mantuvo casi constante los primeros cuatro dias de dilucién, con
valores cercanos a 16000 x 10° cé'mi™ (y con un promedio de 0.173
unidadeé de absorbancia), sin embargo, el dia cinco la biomasa
aument6 hasta 19180 x 10° cél mI'* (con 0.196 de absorbancia). Por
otro lado, con la dilucibn del 30% (con la misma temperatura e
intensidad de luz), la biomasa en general tendi6 a decrecer
paulatinamente a través del tiempo, terminando con una densidad de
13380 x 10° cétmi’ y una densidad de 0.138 (unidades de absorbancia)

a los nueve dias mantenido con esta dilucion (Cuadro il y Fig. 6).
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Cuadro Hl. Biomasa (x10° céI'mi") de Nannochloropsis oculata cultivada
a 22 °C en cultivo semicontinuo con tres diferentes intensidades
de luz. El cultivo semicontinuo inicié6 a partir del dia seis de

cultivo.
Dia  Dilucién pME'm?s?
(%)
140 210
0 1000 1000 1000
1 1604 2204 2938
2 2238 4950 6900
3 7894 10613 10021
4 8206 15300 - - 16922
5 11100 26183 29538
6 20. 16780 32670 34360
6 14380 23070 24160
7 16080 29570 30760
7 13480 26170 23860
8 15580 32470 33260
8 13180 27570 25760
9 16780 37170 37960
9 14480 31970 28660
10 19180 - 41470 38060
10 14480 31370 29160
1 30 17680 39270 37860
11 12580 28670 27360
12 18080 39670 46260
12 14080 32270 33260
13. 17480 43970 44560
13 14780 36570 34760
14 19280 44570 49160
14 14780 35270 33260
15 17280 46270 45460
15 12780 34770 30460
16 17280 43170 42760
16 11580 30470 28360
17 15780 40770 44260
17 10680 28570 28660
18 . 14480 40770 41760
18 , 10480 25370 27460
19 . 13780 37070 39560
19 9380 24870 27260

20 13380 34470 38860
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Figura 6. Cultivo semicontinuo de Nannochloropsis oculata a 22 °C, con
diferentes intensidades de luz. A; 140 pE'm?s™, B; 210 pE'm?s
'y C; 300 uE'm?s™*. D.O.: unidades de absorbancia.
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La densidad microalgal registrada con los tratamientos de 22 °C y las
intensidades media y superior (210 y 300 gE'm?'s™") (con la dilucion del
20%) denota aparentes incrementos en biomasa durante los cinco dias
con esta dilucion, sin embargo, no se detectaron diferencias
significativas durante este tiempo con estos tratamientos (p>0.05), el
nimero de células registrado fue en promedio de 36650 x10% cél'ml™ y

con 0.365 unidades de absorbancia (para 210 y 300 yE-m%s™).

La misma tendencia se observé cuando se aplicé la dilucién del 30%,
registrandose densidades de alrededor de 42000 x10° cél'mi™? (0.431

unidades de absorbancia) (Cuadro il y Fig. 6).

En la biomasa obtenida con el tratamiento de 25 °C ymla menor
intensidad de luz (140 pE'm?*s”), con la dilucion del 20%, se
observaron ligeros incrementos, con densidades de 11700 a 14800
x10° cérmi™ . Por otro lado, con la dilucién del 30% se registraron
decrementos de hasta el 45% al final de aplicada la dilucion, teﬁninando
con un nimero de células de 8200 x10° cél'mi™ y con 0.065 unidades

de absorbancia.

Las densidades obtenidas con 25 °C y las intensidades de luz media
210 pEm?2s") y alta (300 pE'm?s?) mostraron diferencias
significativas entre ellas (p<0.05). Con ia dilucion del 20% (a 210 yE'm’

251), el intervalo de biomasa fue de 25900 a 39500 x10° c&i'mf”,
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mientras que a 300 pE'm?s™ el numero de células fue de 34400 a
45500 x10° cél'ml'. Por otro lado, se observé una tendencia contraria
con la dilucién del 30%, con decrementos de un 14.0% para la
intensidad de luz de 210 pE'‘m?s™ y un 23.0% de decremento para la

intensidad mas alta (300 pE'm'Z'sf') {(Cuadro IV y Fig. 7).
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Cuadro IV. Biomasa (x10° céml") de Nannochloropsis oculata
cultivada a 25 °C en cultivo semicontinuo con tres diferentes

\ intensidades de luz. El cultivo semicontinuo inicid a partir del dia
- cinco.
: Dia Dilucién BEmM?s™
N (%)
*’ 140 210 300
0 1000 1000 1000
1 ' 2580 4070 3860
) 2 3980 8170 8360
3 6680 13470 © 16660
4 , 8980 20570 26960
5 20 11780 26370 36560
5 9180 18370 29460
6 13680 25870 34360
6 11080 19770 26460
7 14980 30370 39360
7 12080 25370 31560
8 13680 34070 41760
8 11080 28170 28360
9 13380 34170 42360
9 11180 25970 30360
10 13880 34170 42960
10 . 10180 25970 - 34160
11 13680 37270 45060
11 11980 31170 34560
12 30 14880 39470 45460
12 9880 27470 31560
13 11780 34170 41960
13 9580 26470 30860
14 11280 31870 41760
14 9280 24370 30060
15 11380 30170 37960
15 9180 26270 29160
16 9980 29870 36160
16 7580 24470 28860
17 8680 29570 35560
17 6680 22370 27160
18 8180 29470 32460

18 6080 21570 22660
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Figura 7. Cultivo semicontinuo de Nannochloropsis oculata a 25 °C, con
diferentes intensidades de luz. A; 140 pE'm?s™', B; 210 pE'm™?s
'y C; 300 pgE'm?s™. D.O.: unidades de absorbancia.
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VI1.2 Peso seco total y organico

La biomasa representada con base en peso seco total (PST) muestra
diferencias significativas entre las temperaturas ensayadas (22 y 25 °C)
(p=0.046), sin embargo, el analisis estadistico no mostr6 diferencias

significativas entre las tres intensidades de luz (p>0.05).

Para la temperatura de 22 °C existe un intervalo entre las tres
intensidades que va desde 268.42 a 338.2 pg-mi*, en la temperatura de
25 °C el intervalo es mas reducido de 451.00 a 471.00 pg-mi. (Cuadro

Vy Wi

El menor promedio global obtenido (en las tres intensidades de luz) fue
con la temperatura menor (313.8 pug-mi?) y el mayor promedio se

obtuvo con la temperatura de 25 °C (468.0 pg-mi™).

En el caso del peso seco organico (PSO) también se reportaron
diferencias significativas entre las temperaturas ensayadas (p<0.001),

asi como diferencias entre algunas intensidades de luz (p<0.05).

{as mayores biomasas se obtuvieron en la temperatura de 25 °C, con
valores promedios (de las tres intensidades), de 219 a 312 pg-mr”',
‘mientras que, a la temperatura de 22 °C, el intervalo promedio entre las

tres intensidades fue de 124 a 133 ug-mi™, siendo el promedio mas bajo
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para el tratamiento con la _intensidad menor. En esta temperatura (22
°C), fue notorio un PSO menor al primer dia de muestreo (en el caso
de la intensidad de 140 pE'm?s™) y para los dos primeros dias en la
iintensidad de 210 pE'm‘z's“, con incrementos posteriores de alrededor
del 50%. Estos resultados denotan una diferencia entre las fases de

crecimiento en cultivo estatico de Nannochloropsis ocufata.

Los porcentajes de cenizas obtenidos en los diferentes tratamientos
ensayados fueron enh general elevados, con un porcentaje aproximado
del 50% (Cuadro V y WI), por t;,sta razén, con la intencién de no
subestimar los contenidos organicos (proteinas, carbohidratos y
lipidos), obtenidos de las microalgas, estos resultados se expresan mas

adelante con base a peso seco orgéanico.



Cuadro V. Peso seco total (PST) (ug-ml“), peso seco organico
(PSO) (ug-mi™) y porcentaje de cenizas de Nannochloropsis
oculata a 22 °C (desviacion estandar entre paréntesis),
mantenida en cultivo estatico y semlcontmuo con dlferentes
|ntenS|dades de luz. A; 140 uEm s, B; 210 pE'm?s'y C;
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300 pE'm?s™
Dia Dilucion PST PSO Cenizas
(%) (pg'mi”) (pg'mi) (%)
3 137.0 (2.5) 84.0(3.2) 61.4
5 222.8 (9.5) 130.0 (0.7) 58.4
8 20 285.5 (22.6) 142.8 (17.0) 499
A 10 20° 235.0 (17.0) 103.8 (6.7) 44 1
12 30 461.8(11.0) 159.3 (4.6) 345
14 30 458.0 (4.9) 290.0 (13.4) 63.3
17 30 387.0 (12.0) 238.0 (2.1) 61.4
3 168.0 (4.6) 95.0 (1.8) 56.5
5 235.8 (9.5) 82.2(8.8) 34.9
8 20 442 2 (27.9) 178.8 (31.5) 404
B 10 20 426.8 (20.2) 140.5 (24.7) 329
12 30 417.8 (13.8) 168.8 (2.8) 40.2
14 30 671.0 (9.9) 347.0 24.7) 516
17 30 540.0 (19.1) 284.0 (14.1) 52.6
3 227.8 (43.8) 143.8 (20.9) 63.2
5 252.0 (1.8) 106.0 (2.1) 418
8 20 374.8 (56.9) 138.8 (58.3) 37.0
c 10 20 400.5 (11.3) 139.5 (19.1) 347
12 30 419.0 (44.5) 130.0 (33.9) 310
14 30 677.0 (46.0) 334.0 (14.1) 49.4
17 30 444.0 (10.6) 137.0 (17.7) 30.8
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Cuadro V. Peso seco total (PST) (ug'mi”), peso seco organico
(PSO) (ug'mi™) y porcentaje de cenizas de Nannochloropsis
oculata a 25 °C (desviacion estandar entre paréntesis),
mantenida
intensidades de luz. A; 140 yE'm?s™, B; 210 yEm?s”'y C;

cultivo

semicontinuo con

diferentes

300 pE'm?s™.
Dia Diluciéon PST PSO Cenizas
(%) pg-mi” pg-ml” (%)
5 394.0 (4.2) 274.0 (9.9) 69.5
8 20 407.0 (48.1) 266.0 (40.3) 65.2
A 1 20 538.0 (45.3) 371.0 (34.6) 68.9
~ 15 30 523.0 (64.3) 344.0 (54.4) 65.7
17 30 493.0 (87.7) 307.0 (70.0) 62.2
5 513.0 (7.8) 308.0 (6.0) 60.1
8 20 436.0 (28.3) 236.0 (7.1) 54.1
B 11 20 442.0 (22.6) 223.0 (4.2) 50.5
15 30 556.0 (11.3) 308.0 (19.8) 55.4
17 30 433.0 (38.2) 223.0(184) 515
5 479.0 (26.2) 267.0 (25.2) 55.8
8 20 519.0 (54.4) 257.0 (8.5) 49.6
c 11 20 386.0 (4.9) - 161.0 (14.5) 41.7
15 30 526.0 (36.1) 264.0 (30.4) 50.3
17 30 345.0 (9.2) 146.0 (16.3) 421

V11.3 Composicién proximal

El analisis estadistico de tres vias (temperatura, intensidad de luz y

dias), nos indicé que en el caso del contenido de proteinas, solamente

existen diferencias significativas entre las temperaturas ensayadas (22

y 25 °C) (p=0.023), pero no se observaron diferencias significativas

entre intensidades de luz (p=0.943).
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Las menores concentraciones de proteinas se encontraron a 22 °C (Fig.
8a) fueron de 1.18 a 1.78 pg-cél’. Las mayores concentraciones de
proteinas se obtuvieron en la temperatura de 25 °C (Fig. 9a), con

valores de 1.75 a 1.92 pg-cél™.

En general, no se observd ningpna tendencia referente a los diferentes
dias de muestreo de Nannochloropsis oculata, a excepcion de la
intensidad de 2i0 HE'm?s™, con la temperatura de 22 °C, donde se
observa una disminucion aparente en la concentracion de proteinas a

través del tiempo.

En el caso de los carbohidratos no se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones obtenidas en los diferentes
tratamientos, los valores fueron en promedio de 0.22 a 0.45 pgcél”

(Figs. 8by 9b).

Por ofro lado, para los lipidos de Nannochloropsis oculata, se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones
obtenidas en las tres intensidades de luz (p=0.005) (Fig. 8¢ y 9c),
mientras que en el caso de las temperaturas, no se observa;on
diferencias significativas (p=0.144). Las mayores concentraciones
fueron observadas con la intensidad de luz de 140 pE'‘m?s™, con un
" promedio de 1.48 pg-cél”, a pesar de que en el tratamiento de 25 °C,

con la misma intensidad encontramos una concentracién mayor (3.14
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pg-cél), el analisis de comparaciones multiples no mostré diferencias
significativas (p=0.057).
Para los demas tratamientos, las concentraciones fueron en promedio

de 1.1 pgcél™.
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Figura 8. Composicion proximal de Nannochloropsis oculata
cultivada a 22 °C y con diferentes intensidades de luz. ((§)
140 yE'm?s?, (w) 210 pE'm?s™? y (o) 300 pE'm?Zs™?. A)
proteinas, B) carbohidratos y C) lipidos.
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Figura 9. Composicién proximal de Nannochloropsis oculata cultivada
en sistema estatico y semicontinuo a una temperatura de 25 °C y
con diferentes intensidades de luz. (§) 140 pE'm?s™, (m) 210
ME'm?s™ y (o) 300 pE'm?s™. A) proteinas, B) carbohidratos y
C) lipidos. :
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DISCUSIONES

Entre los parametros importantes en la regulacién del crecimiento de
microalgas estan, la temperatura, la iluminaéién los nutrientes, el pH y
el sistema de cultivo. La luz y la temperatura pueden afectar las rutas
metabélicas modificando el crecimiento y la composicion bioquimica de
las mismas, lo que repercute directamente en la nutricion de los
organismos que, las ingieren (Parsons et al, 1984; Darley, 1987;

Sanchez y Voltolina, 1994).

Cuando se requiere obtener una gran cantidad biomasa microalgal, se
emplea el cultivo estatico 6 el semicontinuo. En el cultivo semicontinuo
la poblacion crece hasta que alcanza la densidad celular deseada,
entonces es parcialmente cosechada y se agrega medio nuevo,
diariamente se puede realizar la diluciébn seleccionada, la cual
dependera de la tasa de crecimiento de cada microalga en particular.
En el caso del cuitivo estatico, la biomasa microalgal es cosechada

totalmente una vez que alcanza su maxima densidad celular.

El crecimiento de Nannochloropsis oculata en sistema estatico en las
dos temperéturas (22 y 25 °C) presentd diferencias entre las tres
intensidades de luz (140, 210 y 300 pE'm?Zs™), obteniendo tasas de
crecimiento menores en la intensidad mas baja, las tasas de
crecimiento se mantuvieron similares para 210 y 300 pE'm?s™. Las

tasas de crecimiento maximo fueron evidentés entre los dias uno y dos
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lo cual indica la fase maxima de crecimiento exponencial. Brown et al.
(1993), reportaron biomasas menores (2.0 x 10® cérml™) en cultivo
estatico a 22 °C y una intensidad de 100 HE'm?Zs™, a los resultados
obtenidos en este trabajo. Renaud (1991), reporta resultados menores
para esta especie a 25 °C y con intensidades similares a las de este
trabajo; a 107 pE'm?s™ encontré 9.16 x 108 cél'ml™, para 243 pE'm?s”
! reporta 5.61 x 10% cé'mr”* y para 340 pE'm?s™ obtuvo 8.45 x 10°

cél'mi™.

La tolerancia a la temperatura puede vanar con respecto a las especies
y a las cepas cultivadas, ya que cada especie puede tener intervalos

méximqs, minimos y 6ptimos de temperatura para su crecimiento.

En resultados obtenidos con otra especie (N. gaditana) a 30 °C y con
12,000 lux, Hemandez ef al. (1996) reportaron 49.8 x 10® cél'ml™ y para
25 °C obtuvieron una biomasa de 30 x 10° cé'ml™. En otro estudio,
Sukenik et al. (1990) reportaron una biomasa de 32.5 x 10% céI'mt” (a
una temperatura de 25 °C con medio f/2 y con 290 pmol q.uanta_'m‘z's*),
superior a las obtenidas en este trabajo. Por otro lado, Cheng-Wu et al.
(2001) obtuvieron una biomasa de 1.1 x 10° céI'mf™ para el verano y0.8
x 10° céFml™ en inviemo en cuttivo estatico con una intensidad de 250

pE.m-Z.sd_
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Otros autores reportan biomasas de hasta 70 x 10°% cétml” (Chebil y
Yamasaki, 1998), en trabajos previos llevados a cabo en nuestro
laboratorio, se han llegado a obtener biomasas de hasta 120 x 10° cél
mi”, en cultivos estaticos y con tiempos de cultivo mas prolongados (16

dias) (Cordero, com. per.).

El sistema semicontinuo de las microalgas nos permite en principio
obtener biomasas' similares a través del tiempo, a la vez que nos ayuda
mantener una composicion bioquimica estabie, sin embargo es
necesario la seleccién de la tasa de dilucién adecuada paré cada

especie, la cual va a estar en funcion de la tasa de crecimiento.

En este estudio con la dilucién menor (20%) se obtuvieron incrementos
contin—uos, por el contrario, con la tasa de dilucibn mayor (30%), se
present6 decremento en la biomasa en la mayoria de los tratamientos,
lo cual indica que la tasa de dilucion 6ptima puede ser una intermedio
entre estas (25%). ‘

Brown ef al (1993) iniciaron el sistema semicontinuo para
Nannochloropsis oculata con una dilucién del 15% (cada dos dias),
posteriormente tuvieron que elevar el porcentaje de dilucién, debido al
incremento celular, obteniendo una biomasa méaxima de 25.0 x 10°

cél'ml*. Por lo cual recomienda diluciones mayores.
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La decision de usar un sistema estatico o semicontinuo depende de
muchos factores, entre ellos, la experiencia, el nivel de calidad y
consistencia de la biomasa requerida, la disponibilidad de espacios, las
especies en cultivo y las caracteristicas del sitio (temperatura,

_intensidad de luz calidad del agua, entre otras).

Las mediciones cuantitativas de cambios en la abundancia de la
biomasa microalgal con el tiempo, en relacién a factores ambientales,
son uno de los métodos mas directos de estudiar el crecimiento de las

microalgas (Lewin, 1962).

La biomasa expresada en peso seco total y peso organico fueron
igualmente indicativos de las fases de crecimiento 'de Nannochloropsis
oculata (exponencial temprana, exponencial tardia y estacionana). Los
valores obtenidos en la fase estacionaria fuet%n tres veces superiores a
los encontrados en la fase exponencial temprana (en el caso de la
intensidad meﬁor y la intermedia).

Brown et al. (1993) reportaron 10.0 pg'ml” para peso seco en fase
logaritmica y en la fase estacionaria 238 pg'mi'. Estas diferencias
pueden ser debidas a las condiciones de cultivo utilizadas en cada caso
y, en gran medida al tamafio de inéculo utilizado al inicio del

experimento.
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La dependencia de la biomasa microalgal a la temperatura muestra un
.incremento exponencial de produccion hasta que la temperatura 6ptima
es alcanzada. Esta también tiene una influencia significativa sobre la
composicién bioquimica, Sato y Murata (1980), concluyeron que la
temperatura fue uno de Ids factores medioambientales mas importantes

que influenciaron la composicion de acidos grasos de las microalgas.

En la actualidad'se ha despertado un continuo interés en encontrar
formas de vanar la composicién bioquimica de las microalgas, sobre
todo, optimizando las condiciones ambientales de cultivo, esto es
debido.a su gran potencial como fuente proteica o como complemento

de una dieta, al igual que una fuente de vitaminas y minerales.

Primeramente es importante conocer como puede diferir [a composicion
bioquimica de las miéroalgas en sus diferentes fases de crecimientp, 6
como puede variar debido a limitaciones por algtn factor, esto es de
crucial importancia si se desea contar con microalgas de composicién
bioquimica adecuada y que ésta sea mantenida constante durante el
tiempo que se use como alimento de larvas y de moluscos bivalvos, o
para uso biotecnolégico (en medicina y/o en farmacia) (Hermrero et al,.

1985, Cordero y Voltolina, 1994).

En este trabajo la composicion proximal presenté comportamientos

diferentes dependiendo de los diferentes tratamientos. En géneral, la
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temperatura mostrd tener un efedo mas significativo que 1a intensidad
de luz, sobre todo en la composicion de lipidos. Ackman et al. (1968),
mencionan que la temperatura es uno de los factores mas importantes
que influencian los tipbs de acidos grasos producidos por las
microalgas. A pesar de que en este trabajo solo se evaluaron los lipidos
totales, es de esperarse que esta variable si haya aféctado la
composicion de los acidos grasos de Nannochloropsis oculata, ya que
ha sido reportado por otros autores que algunas microalgas tienden a
incrementar sus acidos grasos polinsaturados debido a decremento en
las temperaturas, esto por lo tanto propicia lé fluidez de las membranas

de las microalgas.

Debido a que Nannochloropsis oculata es productora de acidos grasos
polinsaturados, principaimente del eicosapentaenoico (20:5n-3) y el
araquidénico (20:4n-6), ha sido investigada ampliamente,‘ensayando
diferentes condiciones de cultivo y por lo tanto la mayoria de los
estudios van encaminados a la composicién bioquimica de acidos
grasos. Sin embargo, dada su alta produccion de estos acidos grasos,
los cuales son esenciales para ios organismos en cultivo, las especies
de Nannochloropsis también son altamente utilizadas en la alimentacién
de rotiferos y artemia, qué después son utilizados para alimentar
algunos estadios de peces y crustaceos, por este motivo, este trabajo
ha marcado la pauta para seleccionar las mejores condiciones de

cultivo de Nannochloropsis oculata , con la intencion de ser usada
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posteriormente como intermediario para peces y crustaceos de interés

regional.

Actualmente un procedimiento comun durante el cultivo peces y
crustaceos es agregar microalgas (“agua verde”) a los sistemas de
cultivo intensivo junto con las presas vivas (zooplancton). La adicion de
microalgas a los tanques de larvas puede mejorar su produccion, los
rﬁecanismos como se da esto no estdn ain del todo claros. Existen
algunas teorias para tratar de explicarlo, las cuales incluyen; a)
atenuacion de luz (efectos de sombreado), los cuales pueden tener un
efecto benéfico a |és larvas, b) mantenimiento de la calidad nutricia del
zooplancton, ¢) una excrecion de vitaminas y otras substancias
promotoras del crecimiento por parte de las microalgas y d) un efecto
probiético de las microalgas. Ademas, se menciona que puede ser una
combinacién de estas posibilidades. También se ha propuesto un efecto

en el mantenimiento del balance de amonio y oxigeno.
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CONCLUSIONES

> Nannochlompsis oculata cultivada en sistema estatico presenté
un mayor crecimiento con la temperatura mayor (25 °C) y la
intensidad de luz mas alta (300 pEm?s"), alcanzando una
biomasa de 36560 x 10° cél'mI" para el dia cinco de cultivo y con
una tasa ae division de 1.95 para el dia siguiente después del

inéculo.

> En el sistema semicontinuo de Nannochloropsis oculata, la
dilucién del 20% presenta ligeros incrementos en fa biomasa
celular a través del tiempo, por el contrario con la dilucién del
30% la biomasa fue decreciendo paulatinamente, esto parece
indicar que una dilucién del 25 % seria la adecuada para N.

oculata.

> La biomasa obtenida con base en peso seco total (PST) y peso
seco organico (PSO) fue mayor con la temperatura de 25 °C. En
general los diferentes valores de PST y PSO indican las

diferentes fases de crecimiento en cultivo estatico de N. oculata.

» La composicion de proteinas de Nannochloropsis oculata mostré

diferencias entre las temperaturas ensayadas (22 y 25 °C), no
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asi entre las diferentes intensidades de luz. Los mayores valores

se presentaron con la temperatura menor (22 °C).

En el contenido de carbohidratos de Nannochloropsis oculata no
se presentaron diferencias significativas, obteniendo un intervalo
de valores de 0.22 a 0.45 pgcélmi' entre los diferentes

tratamientos ensayados.

El contenido de lipidos de Nannochloropsis oculata mostré un
comportamiento de incremento a través del tiempo, presentando
valores maximos para la temperatura mayor (25 °C) y la
intensidad menor (140 pE'm™s™) con un promedio aproximado

de 3.0 pgcélmr™.

En general, los mejores resultados de biomasa de
Nannochloropsis oculata en sus diferentes pardmetros de
medicién se obtuvieron con ia temperatura mayor (25 °C) y con

la intensidad mayor (300 pE'm™s™),
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