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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivos, determinar el crecimiento poblacional
(cél mL?1) y la concentracién de lipidos totales (mg L) de la microalga
Tetraselmis suecica dosificados con tres concentraciones (5, 10 y 15 mL L?) de
extracto acuoso de Salicornia fruticosa (ESALI) y una unidad control
suministrado con medio Guillard f2, con tres repeticiones cada una. El cultivo
de las microalgas se realiz6 en botellas plasticas de 1.5 L durante 7 dias
consecutivos, con aireaciéon e iluminacion constante. La mayor densidad
poblacional de T. suecica al quinto de cultivo se presenté en el tratamiento
dosificado con 10 mL L? de ESALI, con 6,05 x108 cél. mL1y la menor en el
tratamiento con 15 mL L' de ESALI con 2,26 x10° cél. mL. La mayor tasa de
crecimiento (4) para T. suecica al quinto de cultivo se presenté en el
tratamiento dosificado con 10 mL L' de ESALI con 0,753 dia*, y el menor valor
se present6 en el tratamiento dosificado con 15 mL L* de ESALI con 0,556 dia-
L. el mayor tiempo de duplicaciéon (TD) se obtuvo con 15 mL L' de ESALI con
1,247 dia, y el menor se presenté en el tratamiento con 10 mL L* de ESALI con
0,920 dia. Los lipidos fueron encontrados en mayor porcentaje en T. suecica al
quinto dia de cultivo en los tratamientos dosificados con 10 y 15 mL L de
ESALI con 23,77 y 23,97 %, respectivamente, y fue menor con 5 mL L de
ESALI con el 22,27 %; mientras que el mayor valor de lipidos en peso, se
obtuvo en el tratamiento dosificado con 10 mL L* de ESALI con 180,0 mg L%, y
el menor se encontr6 con 5 mL L de ESALI con 147,0 mg L%, habiéndose
encontrado diferencias significativas entre los tratamientos en relacién al
tratamiento control. Se concluye que el tratamiento dosificado con 10 mL L de

ESALI fue el mejor para producir biomasa y lipidos en T. suecica.

Palabras Clave: Tetraselmis suecica, Salicornia fruticosa, microalga, lipidos.



ABSTRACT

This study aimed to determine the population growth (cel. mL?) and
concentration of total lipids from microalgae Tetraselmis suecica dosed with
three concentrations of 5; 10 and 15 mL L of aqueous extract of Salicornia
fruticosa (ESALI). The highest population density of T. suecica the fifth
cultivation occurred in the dosed treatment with 10 mL L* of ESALI with 6,05
x108 cel. mL; the lowest was found in the treatment with 15 mL L of ESALI to
2,26 x10° cel. mL. The highest growth rate (u) for T. suecica the fifth culture
was presented in the treatment dosed with 10 mL L of ESALI with 0,753 day?,
and the lowest value was recorded in the treatment dosed with 15 mL L of
ESALI with 0,556 day*; the highest doubling time (TD) was obtained with 15 mL
L't of ESALI with 1,247 day, and the lowest occurred in the treatment with 10
mL Lt of ESALI with 0,920 day. The lipids were found in highest percentage T.
suecica in the fifth day of culture in treatments dosed with 10 and 15 mL L of
ESALI with 23,77 and 23,97 %, respectively, and was lower with 5 mL L of
ESALI with 22,27 %; while the highest value of lipid weight was obtained in the
treatment dosed with 10 mL L of ESALI with 180,0 mg L, and the lowest was
found with 5 mL L of ESALI with 147,0 mg L. We conclude that treatment
dosed with 10 mL L of ESALI was the most optimal to produce biomass and

lipids in T. suecica.

Key Words: Tetraselmis suecica, Salicornia fruticosa, microalgae, lipids.
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I. INTRODUCCION

Las microalgas han merecido considerable atencién por su potencialidad en la
alimentacion, investigaciones genéticas, morfologicas, fisioldgicas, nutricionales
y bioquimicas (Blanco, 1991; Alveal et al., 1995; Bertoldo et al., 2006), asi
como su utilidad como fuente de biocombustible, por la posibilidad de suplir de
manera parcial la escasez de suministro de petréleo, y se presentan como una
alternativa a los precios elevados de las materias primas tradicionales, para la
obtencién de los biocombustibles como son la soja, cafia de azUcar, maiz,
palma aceitera, colza, grasas animales, residuos de grasas, entre los mas

representativos (Vieira, 2004; Garibay et al., 2009).

La tecnologia aplicada a las microalgas respecto a la obtencion de lipidos es
prometedora dadas las ventajas que ofrece en contraste con las plantas
oleaginosas, tales como: mayor eficiencia fotosintética; eficacia superior en la
asimilacion de nutrientes y periodos cortos de produccion sostenida durante
todo el afio, debido a los breves tiempos de duplicacién y asi mismo en el
contenido oleaginoso y el perfil de composicion lipidica de las microalgas,
puede ser controlado en funcion de las condiciones de cultivo, principalmente
mediante la limitacion de nutrientes (Garibay et al., 2009). La ventaja
competitiva mas importante del biodiesel de microalgas, consiste en los
rendimientos lipidicos por unidad de area, considerablemente superior a los

obtenidos con plantas oleaginosas (Arredondo & Vazquez, 1991).

Dependiendo de las especies, las microalgas producen diferente tipos de
lipidos, hidrocarburos y otros aceites complejos (Alvarez & Zarco, 1989;
Guschina & Harwood, 2006), de los cuales no todos son adecuados para

producir biodiesel.

En la microalgas, la produccién de lipidos al igual que su composicion,
dependen principalmente de la especie y su constitucidon genética, pero estos
son influenciados por diversas condiciones fisicas y quimicas de cultivo, como
la fase de crecimiento, la disponibilidad y la clase de nutrientes, la salinidad, los

periodos e intensidad de luz, la temperatura, el pH, e incluso, la asociacion con
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otros microorganismos (Garibay et al., 2009). Los lipidos comprendidos en las
microalgas por lo general constituyen del 20 al 50% de su peso seco, sin
embargo se han reportado valores en un rango del 1 al 80%, o incluso
superiores (Arredondo & Vazquez, 1991; Chisti, 2007).

Los lipidos se encuentran presentes en las células microalgales, y su
composicion puede ser regulada mediante la adicién o restriccion de algunos
componentes como el nitrégeno en el medio de cultivo (Alsull & Wan, 2012).
Entre las microalgas de potencial importancia para la produccion de
biocombustibles, se encuentra la Tetraselmis suecica, la cual posee en
promedio de peso seco 52 % de proteina y de 15 a 23% de lipidos, y se
caracteriza por ser una alga unicelular y movil con 4 flagelos, de 7 a 9 ym de

diametroy 10 a 16 um de largo (Diaz et al., 2006).

Las microalgas con elevadas productividades lipidicas son deseables para la
elaboracién de biodiesel como lo es T. suecica, razén por la cual la cantidad de
lipidos contenidos en la biomasa y la velocidad de crecimiento, son parametros
relevantes para su seleccion (Chisti, 2007; Rosenberg et al., 2008). T. suecica
en cultivos autotréficos puede utilizar diferentes fuentes nitrogenadas
tradicionales como urea, fosfato diamonico, etc.; sin embargo, en cultivos
heterotroficos puede metabolizar diversos aminoacidos y vitaminas
produciendo cambios importantes en su crecimiento y composicién bioquimica
convirtiendo a esta microalgas como una de las favoritas para realizar este tipo

de investigacion (Merino et al., 2008).

T. suecica es una microalga eurihalina muy utilizada en la alimentaciéon de
microcrustaceos de interés econdmico debido a que es capaz de sintetizar en
su interior acidos grasos disueltos en el agua, transformar sales inorganicas en
compuestos organicos por medio de la fotosintesis, aspectos que las
convierten en imprescindibles como alimento vivo (Borowitzka & Borowitzka,
1989).

Uno de los factores importantes para la produccién de las microalgas son los

medios de cultivo, los cuales pueden clasificarse en definidos y los naturales.
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Los primeros son aquellos que se les conoce la naturaleza y la concentracion
de cada uno de sus componentes y son usados a escalas de laboratorio, y por
lo tanto, permiten determinar requerimientos especificos para el crecimiento
microalgal (Running et al., 1994), siendo el més utilizado el medio Guillard f/2
que ha demostrado ser eficiente para un gran numero de microalgas
(Torrentera & Tacon, 1989).

Por otro lado, los medios naturales, no son quimicamente definidos, mas bien
se preparan generalmente a partir de fertilizantes agricolas (N:P:K) o sub
productos como melazas, extractos orgénicos y biodigeridos, provenientes de
las industrias azucareras, avicola, pesquera, acuicola, entre otras; resultando

mas econdmicas que los medio definidos (Hernandez et al.,2003).

Ipanaqué & Paredes (2009), trabajaron con extracto de residuos blandos de
concha de abanico (EDBCA) como medio de cultivo para la obtencion de
lipidos en T. suecica, obteniendo una concentracion de lipidos hasta los 180,6
mg L' haciendo notar que esta microalga marina estd capacitada para
sintetizar acidos grasos, debido que puede metabolizar y acumular los
nutrientes organicos en condiciones heterotréficas. Por otro lado Jiménez &
Prada (2012), demostraron que los parametros de la dindmica del crecimiento
de T. suecica (crecimiento poblacional, tasa de crecimiento y tiempo de
duplicacién) fueron estadisticamente mayores en los cultivos dosificados con
80 mL L* de EDBCA comparados con los otros tratamientos (40, 60 y 100 mL
LY) y el control que utilizd medio Guillard f/2 (1 mL L%). Asimismo hacen
mencion que los parametros fisicoquimicos como temperatura y pH no afectan
la dinamica del crecimiento de la microalga T. suecica por lo que los resultados
obtenidos son el reflejo de la influencia de los nutrientes, organicos e

inorganicos, presentes en el ensilado.

Una nueva alternativa para el cultivo de microalgas son los nutrientes y aceites
presentes en plantas haldfitas, organismos capaces de sobrevivir en ambientes
altamente salinos (Gargiulo, 2000). Rodriguez et al. (2009), sostienen que los
lipidos son nutrientes principales capaces de cumplir la funcién energética en

relacion de la planta con su ambiente y por esta razén, Salicornia fruticosa
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almacena acidos grasos debido al estrés salino que presenta en el suelo donde

crece (lvanova et al., 2006).

Robles (2011), demostré que el contenido de lipidos de las semillas de S.
fruticosa procedentes de zonas humedas y zonas secas del Humedal de Villa
Maria (Chimbote, Per), fue de 92,85 mg g y 65,83 mg g, respectivamente.
Da Silva et al. (2002), afirman que la haldfita S. fruticosa esta siendo cultivada
a pequefia y mediana escala en Egipto, India, México, Pakistan, Arabia
Saudita, asi como en China a gran escala ya que tiene 300 Ha de zonas
costeras. Por otro lado, Arana & Salinas (2003), reportan la presencia de S.
fruticosa en la flora vascular del pais y especificamente en el humedal de Villa
Maria (Chimbote, Pert). Aqui se encuentran plantas que estan perfectamente
adaptadas a vivir en biotopos acuatucos y terrestres como las que constituyen
el gramadal, juncal, carrizal y salicornial. El salicornial se desdarrolla sobre el
suelo pantanoso con abundante turba y elevada salinidad, en las cercanias al
mar; su extensibn comprende aproximadamente un 20% del humedal,
advirtiendo que en estos Ultimos afos progresivamente se esdta haciendo cada
vez mas importante (Loayza, 2002)

En los Ultimos afios, se realizan esfuerzos para la generacion de nuevas
metodologias y desarrollo tecnolégico para la produccion masiva de microalgas
y sus derivados, mediante el uso de medios de cultivos alternativos. Este gran
interés en producir biomasa microalgal para la obtencién de biocombustible
busca paliar la alta demanda energética mundial agravada por el agotamiento
de los combustibles fosiles, o en tanto las microalgas son una excelente
alternativa por no competir con los cultivos tradicionales, fuente actual de
alimentos para la humanidad (Donohue & Codgell, 2006; Meng et al., 2009;
Rodolfi et al., 2009).

Una alternativa a los medios de cultivo tradicionales ya estandarizados (puros y
guimicamente definidos, como el medio Guillard f/2) son los medios organicos,
gue en su mayoria son subproductos de otras industrias y en cuya composicién
se encuentran fuentes de C, N, P, microelementos y oligoelementos, aunque

existen otros fuentes de naturaleza organica que son escasamente utilizadas
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como el extracto de S. fruticosa (ESALI) que deben ser estudiadas (Ilvanova et
al., 2006). Debido a la carencia de investigaciones sobre el extracto acuoso de
S. fruticosa como medio de cultivo alternativo para el crecimiento poblacional
de microalgas ha motivado la realizacion del presente trabajo, a fin de
posibilitar su biotransformacion en biomasa microalgal.

Teniendo en consideracion que la realizacion de cultivos alternativos utilizando
fuentes de nitrdgeno y compuestos organicos permitird incrementar la
produccion de biomasa microalgal y el contenido de lipidos, con la consiguiente
disminucién de los costos de produccién, planteamos el siguiente problema:
¢ Cual sera el efecto de la concentracion del extracto acuoso de Salicornia
fruticosa en el crecimiento poblacional y contenido de lipidos totales de la

microalga Tetraselmis suecica cultivada en condiciones de laboratorio?

El objetivo general fue, conocer el efecto de la concentracion del extracto
acuoso de Salicornia fruticosa en el crecimiento poblacional y contenido de
lipidos totales de la microalga Tetraselmis suecica cultivada en condiciones de

laboratorio.

Los objetivos especificos propuestos fueron, 1) Determinar el crecimiento
poblacional (cél. mL?') de la microalga T. suecica dosificados con tres
concentraciones de 5, 10 y 15 mL L de extracto acuoso de S. fruticosa en
comparacion a los dosificados con medio Guillard f/2; y 2) Determinar la
concentracion de lipidos totales de la microalga T. suecica, dosificados en
concentraciones de 5, 10 y 15 mL L con extracto acuoso de S. fruticosa en

comparacion a los dosificados con medio Guillard f/2.

Las hipétesis planteadas fueron: Si en condiciones de laboratorio, utilizamos
las concentraciones de 5, 10 y 15 mL L de ESALI, se obtendra mayor
crecimiento poblacional con el tratamiento de 10 mL L en comparacién a los
dosificados con medio Guillard f/2.

Si en condiciones de laboratorio, utilizamos las concentraciones de 5, 10 y 15
mL L?! de ESALI, se obtendrd mayor concentracién de lipidos con el
tratamiento de 5 mL L1 en comparacién a los dosificados con medio Guillard
f/2.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Localizacién del experimento

El experimento se realizO en el Laboratorio de Evaluacion de Recursos
Acudticos y Cultivos de Especies Auxiliares de la Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional del Santa, Nuevo Chimbote, Pera.

2.2. Material experimental
2.2.1. Material bioldgico
La microalga T. suecica fue proporcionada por el Laboratorio de
Evaluacion de Recursos Acuaticos y Cultivos de Especies Auxiliares de
la Facultad de Ciencias en la Universidad Nacional del Santa, los que se
mantuvieron en suspension con medio Guillard f/2 en matraces de 250

mL e iluminados con un fluorescente de 40 w, con agitacion diaria.

2.2.2. Tratamiento del agua de cultivo

El agua de mar utilizada en los cultivos procedié de la playa “El Dorado”
ubicada en la bahia de Samanco (09° 12’ S y 78° 30’ W), distrito de
Nuevo Chimbote, provincia del Santa, regién Ancash, Peru. El agua de
mar inicialmente fue sedimentada durante 24 horas y luego, para
eliminar impurezas, se filtr6 con una malla de 2 um de diametro,
seguidamente se fue agregado 1 mL de hipoclorito de sodio por cada
litro de agua de mar, dejandola reposar durante 12 h. Posteriormente se
neutraliz6 el pH con tiosulfato de sodio al 15 % a raz6n de 1 mL por cada
litro de agua de mar y enseguida se le coloc6 a esta agua aireacion
constante por el lapso de 1 h. Este proceso (Fig. 1) permite eliminar la
mayor parte de los microorganismos que pudieran interferir en el

crecimiento microalgal.



‘@ AGUA DE MAR

SEDIMENTACION
24 horas

FILTRARCOXN MALLA DE 2u

CLORACION hipoclorito de sodio
J

12 horas

MEUTRALIZACION tin.\:llf.'nln de sodio
|

aireacion 1 hora

AGUA DE MAR TRATADA

CULTIVO ALGAL

Fig. 1. Esquema para el tratamiento del agua de mar natural.

(Merino et al., 2003)

2.2.3. Preparacion del indculo microalgal

A efectos de la ejecucion del trabajo experimental, los cultivos
microalgales fueron preparados utilizando medio Guillard f/2, agua de
mar tratada y microalga T. suecica; en matraces de 250 mL conteniendo
100 mL de soluciéon microalgal con densidad de 134,4 cel. ul! (2 688
x10%) células contenidas en 200 ml de cultivo, con iluminacién constante
y agitados manualmente de forma periddica. Luego de cuatro dias de
crecimiento, los cultivos fueron llevados a un volumen de 1000 mL para

ser utilizados en la ejecucién de la Tesis.

2.3. Preparacion de los medios de cultivo
2.3.1. Medio Guillard f/2
El medio de cultivo Guillard f/2 (Tabla 1) que se utilizd6 para el
mantenimiento de los in6culos de T. suecica y el control con medio
Guillard f/2 durante la experiencia, se prepar0 segun el estandar
propuesto por Guillard (1975). Los reactivos fueron proporcionados por
el Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad

Nacional del Santa.



Tabla 1. Composicion quimica del medio de cultivo Guillard f/2.

Concentracion
Compuesto

(mg 1)
Nutrientes Mayores
NaNO3 75,0
NaH2PO4H20 5,0
Micronutrientes
Na2EDTA 4,36
FeCl3.6H20 3,15
CuS04.5H20 0,01
ZnS04.7H20 0,022
CoCl2.6H20 0,01
MnCl2.4H20 0,18
NazMnO4.2H20 0,006
Vitaminas
Tiamina 0,1
Biotina 0,5
Cianocobalamina 0,5

2.3.2. Preparacién del medio de cultivo con extracto acuoso de S.
fruticosa (ESALI)

La S. fruticosa es una planta de facil obtencién y de cultivo, ya que sélo

necesita agua de mar y tierras desérticas y/o salitrosas, que lo tenemos

en gran cantidad, a lo largo del litoral de nuestro distrito y de la Costa del

Peri y ademas por poseer propiedades nutritivas, siendo un alimento

con concentracion de proteinas y rico en aminoacidos, asi como otros de

su misma familia (Scott, 1977).

La muestra de S. fruticosa fue recolectada artesanalmente de la zona
aledana al AA.HH. “Las Brisas” del distrito de Nuevo Chimbote. Con la
ayuda de un cuchillo pequefio se cortaron tallos y las ramas que fueron
colocadas en bolsas plasticas y selladas herméticamente para su
traslado hacia el Laboratorio de Evaluacion de Recursos Acuaticos y
Cultivo de Especies Auxiliares de la Escuela Académico Profesional de
Biologia en Acuicultura de la Facultad Ciencias de la Universidad

Nacional del Santa.



Una vez en el Laboratorio, solo fueron seleccionadas pequefias ramas
verdes y pesadas en una balanza analitica (de 0.01 g de sensibilidad)
hasta obtener 1000 g. Seguido, la muestra seleccionada fue lavada con
agua dulce corriente para desprender de ella todo tipo de pajillas o polvo
gue interfieran en el proceso de elaboracién del extracto acuoso. Luego
la muestra fue triturada con un mortero y filtrada en un tamiz de 5u de
didmetro obteniendo aproximadamente 478 mL de extracto, que se
colect6 en tubos de ensayo para ser centrifugado a 5000 rpm durante 15
min, donde se obtuvo 350 mL y fue aforado a 1000 mL con agua de mar

para su posterior utilizacion.

En el siguiente flujograma (Fig. 2) se detallan los paso para la

elaboracién del medio ESALI.

[ 1000 g de S. fruticosa ]
=

Lavado y trituracion en
mortero y tamizado en 5

O

Con

T

Centrifugacion a
5000 rpm

2T
( 350 mL )

[ Aforado a 1000 mL ]

«

(extracto)

Q

[ Agitar vigorosamente ]

.

[ Obtencidon del ESALI y refrigerar ]

Fig. 2. Flujo de la preparacion del medio ESALI para el cultivo de T. suecica.



Las concentraciones de ESALI se establecieron de la siguiente manera,
como se uso 1000 g de S. fructicosa y la solucion final fue de 1000 mL,
entonces las concentraciones fueron de la siguiente manera; 5 mL L (5
gL', 10mLLt(10gLY),15mLLt(A5gL?).

2.4. Acondicionamiento de las unidades experimentales

Se utilizaron 12 botellas plasticas de 1500 mL de volumen total con 1000 mL de
volumen efectivo de cultivo, iniciandose los cultivos microalgales con un
promedio de 0,14 x108 cél. mL* (Fig. 3).

Se emple6 el disefio estimulo creciente (Steel & Torrie, 1988), con tres
tratamientos y un grupo control (Guillard f/2), y tres repeticiones cada uno
(Tabla 2).

Tabla 2. Tratamientos utilizados en los cultivos de T. suecica con ESALI.

Tratamientos Especificaciones
Cultivo de T. suecica con medio de cultivo Guillard f/2
TO
(Control).
T1 Cultivo de T. suecica dosificado con 5 mL L! de ESALI.
T2 Cultivo de T. suecica dosificado con 10 mL L de ESALI.
T3 Cultivo de T. suecica dosificado con 15 mL L1 de ESALI.
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Fig. 3. Cultivos microalgales de los diferentes tratamientos de T. suecica.

Los tratamientos fueron determinados de acuerdo a ensayos previos en
laboratorio. La composicién quimica del ESALI se realizé segun la AOAC
(2007) para humedad y cenizas, APHA (2005) para lipidos y Lowry et al. (1951)

para proteinas en solucion, que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Valores de la composicion quimica del ESALI, utilizados en el cultivo

experimental con T. suecica.

Parametros Concentracion (%)
Humedad ESALI * 97,29
Proteinas ESALI * 0,53
Lipidos ESALI * 0,24
Cenizas ESALI * 0,38

*Laboratorio de Biologia y Ecologia de la Universidad Nacional del Santa, porcentaje en peso hiumedo.

Se registro en forma diaria el pH y la temperatura, haciendo uso de un pHmetro
digital marca Oakton (+0,01 unidades) y un termoémetro digital marca Hanna
(20,1 °C).
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La aireacion fue constante, proveida por un Blower de 1/2 HP y conducida a
través de tubos de PVC de %", con un flujo de aire de 500 mL min! paracada
unidad experimental. El valor del flujo de aire se determiné con un flujdmetro

Cole Parmer (10 mL mint).

La iluminacién fue constante y suministrada con dos fluorescentes de luz
blanca de 40 w y colocados a una distancia aproximada de 10 cm de las
botellas de los cultivos microalgales, irradiando a una intensidad luminosa

promedio de 4000 lux medidos con un luxémetro digital Hanna (0,1 lux).
2.5. Determinacién del crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional en los cultivos de T. suecica se determinGé por
conteos diarios del nimero de células en alicuotas por triplicado. Para ello se
tomd una muestra de la suspension microalgal en un tubo de ensayo, se fijo
con solucién de lugol y se coloc6é en una camara Neubauer con una
micropipeta Pasteur para ser observado en un microscopio binocular marca
Olympus a un aumento de 100X y realizar los conteos en 5 cuadriculas

tomadas al azar.

Se graficaron las curvas con los datos obtenidos de las densidades algales
diarias, y se determind la tasa de crecimiento poblacional por dia (u) y el tiempo
de duplicacion diaria (TD) teniendo en cuenta el quinto dia de cultivo, segun
Guillard (1975).

_ In(N;/Ny) o In (2)

Ty =Ty H

m

Donde:
No y Nt corresponden al nimero de células por mL al inicio del
experimento y al quinto dia de cultivo (To y Tr), respectivamente.
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2.6. Determinacién de la Concentracién de la Biomasa

Para determinar la concentracion de la biomasa en T. suecica, inicialmente se
peso el papel filtro Whatman N° 42 previamente secado en la estufa a 70 °C, se
colocd en un embudo Bilichner con matraz Kitasato y con ayuda de una bomba
de vacio se filtr6 50 mL de suspension microalgal en cada unidad experimental,
se llevo a la estufa a 60 °C por 6 hr y seguido a una temperatura de 105 °C por
10 min. Se dej6é enfriar en un secador de campana por media hora y se peso
cada papel con muestra seca en una balanza analitica Hanna. Para obtener el
valor de la concentracion de la biomasa se reemplazaron los pesos obtenidos
en la siguiente formula segun Blight & Dyer (1959) y Marsh & Weinsteinn
(1966):

., . -1 (PZ - Pl)
Concentraciéon de Biomasa (mg L™") = Tx 1000

Donde:
P1: Peso inicial (papel) (mg)
P2: Peso final (papel + muestra) (mg)
50: alicuota del filtrado en ml

2.7. Determinacion de la Concentracion de Lipidos

Las muestras para el analisis de lipidos en los cultivos de T. suecica fueron

obtenidas en el final de la fase exponencial (dia 5).

Para la determinacion de los lipidos totales de T. suecica se siguid la
metodologia de Blight & Dyer (1959) y Marsh & Weinsteinn (1966) (Fig. 4).

Se centrifugé 10 mL del cultivo microalgal en tubos de ensayo de 100 ml a
10000 rpm por 10 min, eliminandose el sobrenadante y dejando la pasta de
microalga que luego fue secada en estufa a 60 °C por 3 hr. Se pes6 5 mg de
cada una de las muestras centrifugadas secas y se coloc6 en tubos de ensayo
debidamente rotulados, se afiadié 3 mL de una solucién de cloroformo:metanol
(1:2), se suspendi6 y se mantuvieron en refrigeracibn a 5 °C por 24 hr

protegidas de la luz. Seguido se adiciondé 3 mL de agua destilada a cada tubo
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de ensayo, se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min, se extrajo la capa
superior y lo restante se evapor6 en una estufa a 80 °C aproximadamente.

Una vez secado cada muestra en el mismo tubo de ensayo, se agrego 2 mL de
acido sulfarico concentrado (98 %) y se llevo a digestion a una temperatura de

200 °C por 1 hr; luego se enfrié en agua potable a temperatura ambiente.

Posteriormente se realizaron las lecturas en un espectrofotometro Turner
Barstearnd Internacional con celdas de cuarzo a una longitud de onda de 375

nm.

P
Muestra centrifugada y secada
(5 mg)

0
P
Agregar 3 mL de }

cloroformo:metanol (1:2)

ims

( N
Dejar en reposo a oscuridad por 24

horas a5 °C
\§ J

0

( N
Centrifugar a 10000 rpm por 10 min

g J

1

( A
Agregar 3 mL de agua y extraer la

capa superior

g J
Sy
( )
Evaporacion de solvente y secado
a80°C
g J
s
( )
Agregar 2 mL de H2SOa
concentrado
g J
Sy
( . . . )
Realizar digestion en calor a 200 °C
x 1h
g J
O
4 . N\
Enfriar en agua a temperatura
ambiente
& J
O
4 N\
Lectura espectrofotométrica a 375
nm (longitud de onda)

Fig. 4. Flujograma para determinar los lipidos totales de T. suecica.
Tomado de Blight & Dyer (1959) y Marsh & Weinsteinn (1966).
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Las curvas de calibracion para los lipidos correspondieron a los reportados por
Ipanaqué & Paredes (2006), con Dipalmitina, Triestearina y Colesterol que

corresponden a las siguientes ecuaciones:

A= (Absorbancia — 0,0041) / 2,543 (Dipalmitina)
B= (Absorbancia — 0,0067) / 2,7922 (Triestearina)
C= (Absorbancia — 0,0073) / 2,6109 (Colesterol)

Se promediaron las pendientes de las tres curvas de calibracién dando como
ecuacion general para determinar la concentracion de lipidos (Blight & Dyer,
1959; Marsh & Weinsteinn, 1966) la siguiente:

(Absorbancia — 0,006) v
2,6487 x

7 x 100

Concentracion de Lipidos (%) =

Donde:
V: Volumen final de muestra analizada (5 mL)

M: Peso seco de muestra (5 mg)

La concentraciéon de lipidos en biomasa para cada unidad experimental, fueron
determinados segun la siguiente ecuacion (Blight & Dyer, 1959; Marsh &
Weinsteinn, 1966):

PxB
100

Concentraciéon de Lipidos (mg L™1) =

Donde:
P: Porcentaje de lipidos (%)
B: Concentracion de Biomasa (mg L)
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2.8. Analisis estadistico de los datos

Los datos de crecimiento poblacional, concentracion de lipidos, pH vy
temperatura de todos los tratamientos fueron sometidos al analisis de varianza
(ANOVA) para establecer diferencias entre sus promedios. Para aquellos casos
en donde se demostré diferencias significativas se aplicé la prueba de Tukey
HSD para determinar el mejor promedio. Todos los datos fueron analizados con
un nivel de significancia de 0,05. El proceso estadistico fue desarrollado
utilizando los programas, Microsoft Office Excel 2010 y SPSS 20.0 para
Microsoft Windows 8.

16



[ll. RESULTADOS

3.1. Parametros ambientales del cultivo de T. suecica

3.1.1. Temperatura
La variacion de la temperatura en los cultivos se muestra en la fig. 5, y
tabla 7y 8.

La temperatura de los cultivos de T. suecica en los tratamientos vario
entre 24,3 + 0,1 y 23,7 + 0,2 °C durante el experimento. Estos mismos

fueron estadisticamente similares (p>0,05) en cada dia de cultivo.

25,0

24,5

=4—GUILLARD f/2
== b5

—e—10
=@=15ESALI mL L

Temperatura (°C)
N
>
o

23,5

23,0
0 1 2 3 4 5 6 7

Dia de Cultivo

Fig. 5. Variacion de la temperatura promedio (°C) en los cultivos de T. suecica

de los tratamientos con medio ESALI y Guillard /2 (control).
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3.1.2. pH

Las variaciones del pH en los cultivos durante el experimento son

mostrados en la fig. 6, y tabla 9 y 10.

El pH de los cultivos de T. suecica en los tratamientos con ESALI vario

entre 8,17 £ 0,05y 9,26 * 0,08 durante el experimento.

10,0
9,5
9,0
—4—GUILLARD f/2
L 85 —e5
——10
8,0 —=@=15 ESALI mL L1
7,5
7,0

0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de Cultivo

Fig. 6. Variacion del pH promedio en los cultivos de T. suecica de los

tratamientos con medio ESALI y Guillard /2 (control).

Al primer dia de cultivo, los valores de pH ya se diferenciaron entre los
tratamientos, siendo los mayores los dosificados con 10 y 15 mL L de
ESALI con 8,48 y 8,43 unidades, respectivamente. Mientras que los
menores fueron los dosificados con medio Guillard f/2 y 5 mL L de

ESALI con 8,16 y 8,17 unidades, respectivamente.

Al segundo dia de cultivo, se alcanzaron los maximos valores de pH de
la experiencia, el mayor valor el obtenido en el tratamiento con 10 mL L

de ESALI con 9,26 unidades, siendo similar al dosificado con 15 mL L1
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de ESALI con 9,18 unidades. El menor promedio obtenido 9,11 y 9,10
unidades en el tratamiento dosificado con 5 ml Lt de ESALI y con

Guillard f/2, respectivamente.

Al tercer dia de cultivo se presentaron valores similares al segundo dia
con tendencia a disminuir, siendo los mayores dosificados con medio
Guillard f/2 y 15 mL L?! de ESALI con 9,28 y 9,25 unidades,
respectivamente. Mientras que los tratamientos dosificados con 5y 10

mL L de ESALI reportaron 9,14 y 9,17 unidades, respectivamente.

Las variaciones de pH ocurridas en cuarto dia reportan una disminucién
para los tratamientos dosificados con 10 y 15 ml L't de ESALI con 8,48
y 9,10 unidades, respectivamente. Asi mismo los tratamientos
dosificados con 5 ml L** de ESALI y con Guillard /2, presentaron valores

de 8,87 y 9,13 unidades, respectivamente.

Para el quinto dia, el tratamiento dosificado con 10 ml L** de ESALI con
8,44 unidades, presento el valor mas minimo en comparacion al

tratamiento dosificado con Guillard /2, con 9,10 unidades.

Los dias siguientes se presentaron variaciones con tendencia
descendente. Encontrando en los dias 6 y 7 valores diarios
estadisticamente similares. Obteniéndose en el dia 7 de cultivo, valores
de 8,56; 8,36; 8,38 y 8,46 unidades, para los tratamientos dosificados
con medio Guillard f/2,y 5; 10 y 15 mL L de ESALI, respectivamente.

3.2. Crecimiento poblacional de T. suecica
3.2.1. Curvas de crecimiento

En la tabla 4, fig. 7, son presentados las densidades poblacionales en

los cultivos de T. suecica en los tratamientos.
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Tabla

4. Densidad poblacional (x10® cél. mL?') de T. suecica en los

tratamientos cultivados con medio ESALI y Guillard f/2 (control).

Dia de Guillard f/2 - ESALIl(:L - -
0 0,14 +0,00a 0,14 +0,00a 0,14 +0,00a 0,14 +0,00a
1 0,40 +0,0la 031 +0,00c 0,36 +0,01b 0,36 +0,01b
2 1,04 +001bc 0,3 #0,06c 1,25 +0,02a 1,20 +0,12ab
3 1,64 +0,06c 102 +0,06b 2,86 +0,15a 1,35 +0,06d
4 307 +0,05sb 2,59 +0,08c 4,76 +0,30a 2,37 +0,09¢
5 3,76 +0,06c 4,69 +0,12b 6,05 +0,07a 2,26 +0,16d
6 363 +0,12c 534 +0,66b 6,64 0,132 2,19 +0,16d
7 345 +017c 530 +0,16b 6,35 +0,08a 1,57 +0,03d

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).

oS N ®
o o o

o
o

2N W
o o o

o
o

Densidad poblacional (x10° cél. mL-1)
A
o

=o—GUILLARD f/2
= 5

—o—10
—@—15ESALI mL L1

0 1 2 3 4 5 6 7
Dia de cultivo

Fig. 7. Variacion de la densidad poblacional (x108 cél. mL1) en los cultivos de

T. suecica con medio ESALI y Guillard f/2 (control).

Las densidades poblacionales en los tratamientos cultivando T. suecica,

se iniciaron con valores promedio significativamente similares (p>0,05)
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de 0,14 x10° cél. mL?%, los cuales presentaron una variacion en el

transcurso del cultivo.

Al primer dia de cultivo, se aprecia el mejor crecimiento en el grupo
control con 0,40 x10° cél. mL™?, seguido de los tratamientos dosificados
con 10y 15 mL L de ESALLI, con valores de 0,36 y 0,36 x10°6 cél. mL™,
respectivamente, y el menor valor (p<0,05) se encontro en el dosificado
con 5 mL L de ESALI con 0,31 x106 cél. mL™.

Al segundo dia de cultivo, se aprecia el mejor crecimiento en los
dosificados con una mayor dosis de ESALI, siendo el tratamiento con 10
mL Lt de ESALI el que presentd un mayor valor significativo con 1,25
x108 cél. mL%, similar al tratamiento con 15 mL L de ESALI con 1,20
x10° cél. mL?, y los menores valores (p<0,05) se presentaron en el
grupo control (Guillard f/2) y el tratamiento dosificado con 5 mL L de

ESALI con 1,04 y 0,93 x10° cél. mL™1, respectivamente.

En el tercer dia de cultivo, se aprecia que la mayor densidad poblacional
se presentd en el tratamiento dosificado con 10 mL Lt de ESALI con un
valor significativo (p<0,05) de 2,86 x10° cél. mL?%, seguido del
tratamiento dosificado con 5 mL L* de ESALI con 1,92 x10° cél. mL?, y
el grupo control (Guillard f/2) con 1,64 x106 cél. mL?, y el menor valor
(p<0,05) se obtuvo en el tratamiento dosificado con 15 mL L de ESALI

con 1,35 x106 cél. mL™.

Al cuarto dia de cultivo, la mayor densidad poblacional se presento en el
tratamiento dosificado con 10 mL L de ESALI con un valor significativo
(p<0,05) de 4,76 x10° cél. mL, seguido del grupo control (Guillard f/2)
con 3,07 x10°8 cél. mL1, y los menores valores significativos (p<0,05) se
obtuvieron en los tratamientos dosificados con 5y 15 mL L' de ESALI,
con 2,59y 2,37 x108 cél. mL™1, respectivamente.

Para el quinto dia de cultivo, la mayor densidad poblacional (al igual que

los dias 2; 3y 4) se present6 en el tratamiento dosificado con 10 mL L+

21



de ESALI con un valor significativo (p<0,05) de 6,05 x10% cél. mL™?,
seguido del tratamiento con 5 mL L* de ESALI con 4,69 x10° cél. mL?, y
el grupo control (Guillard f/2) con 3,76 x10° cél. mL, y el menor valor
(p<0,05) se obtuvo en el tratamiento dosificado con 15 mL L de ESALI

con 2,26 x10° cél. mL™.

Al sexto dia de cultivo, la mayor densidad poblacional se presento6 en el
tratamiento dosificado con 10 mL Lt de ESALI con un valor significativo
(p<0,05) de 6,64 x10° cél. mL?, seguido del tratamiento dosificado con 5
mL L de ESALI con 5,34 x106 cél. mL2, y el grupo control (Guillard /2)
con 3,63 x10° cél. mL%, y el menor valor (p<0,05) se obtuvo en el

tratamiento dosificado con 15 mL L de ESALI con 1,57 x10° cél. mL™.

En el dltimo dia de cultivo (dia 7), y como tendencia general entre los
tratamientos, la mayor densidad poblacional se presentd en el
tratamiento dosificado con 10 mL Lt de ESALI con un valor significativo
(p<0,05) de 6,35 x10° cél. mL?, seguido del tratamiento dosificado con 5
mL L de ESALI con 5,30 x108 cél. mL2, y el grupo control (Guillard /2)
con 3,45 x10° cél. mL%, y el menor valor (p<0,05) se obtuvo en el
tratamiento dosificado con 15 mL L' de ESALI con 1,57 x10° cél. mL,
Teniendo una tendencia decreciente en la densidad poblacional con
respecto a los demas dias de cultivo.

3.2.2. Tasa maxima de crecimiento y tiempo de duplicacion
En la tabla 5 y 12, fig. 8, se observa la tasa de crecimiento (u) y el
tiempo de duplicacion diaria (TD) poblacional en los cultivos de T.

suecica con medio ESALI y grupo control (Guillard f/2), determinado en

el quinto dia de cultivo.
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Tabla 5. Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacién Diaria (TD)
poblacional de T. suecica en los tratamientos cultivados con medio
ESALI y Guillard f/2 (control).

ESALI (mL L)
5 10 15

PARAMETRO GUILLARD f/2

M (dia?) 0,658 +0,003c 0,702 +0,005b 0,753 +0,002a 0,556 +0,014d

TD (dia) 1,053 +0,005¢c 0,987 +0,007b 0,920 +0,003a 1,247 +0,031d

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).

La tasa de crecimiento (1) en el quinto dia de cultivo de T. suecica
(Tabla 5, Fig. 8) present6 el mayor valor significativo (p<0,05) en el
tratamiento dosificado con 10 mL L* de ESALI con 0,753 dia, seguido
del tratamiento dosificado con 5 mL Lt de ESALI con 0,702 diat, y el
grupo control (Guillard f/2) con 0,658 dial, y la menor tasa de
crecimiento significativa (p<0,05) se obtuvo en el tratamiento dosificado
con 15 mL L de ESALI con 0,556 dia™.

1,50
1,247

1,25
1,00

mGUILLARD f/2
0,75 m5

m10
0,50 » 15 ESALI mL L!
0,25
0,00

m D

Fig. 8. Variacion de la Tasa maxima de crecimiento (i) y Tiempo de duplicacion
diaria (TD) poblacional de T. suecica en los tratamientos cultivados con
medio ESALI y Guillard f/2 (control).
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En lo que respecta al tiempo de duplicacion diaria (TD) en el quinto dia
de cultivo de T. suecica (Tabla 5, Fig. 8) el mayor valor significativo
(p<0,05) se present6 en el tratamiento dosificado con 15 mL L de
ESALI con 1,247 dia, seguido del grupo control (Guillard f/2) con 1,053
dia, y el tratamiento dosificado con 5 mL L* de ESALI con 0,987 dia, y el
menor tiempo de duplicacion significativo (p<0,05) se obtuvo en el
tratamiento dosificado con 10 mL L de ESALI con 0,920 dia.

3.3. Concentracién de Lipidos

En la Tabla 6, y Fig. 9 y 10, se observan los valores promedio de la
concentracion de lipidos (% y mg L) de T. suecica al quinto dia de cultivo en

todos los tratamientos.

Tabla 6. Concentracion de lipidos en porcentaje (%) y biomasa (mg L?) en el
quinto dia de cultivo de T. suecica en los tratamientos dosificados con
medio ESALI y Guillard f/2 (control).

Parametro Guillard /2 ESALI (mL LY)

5 10 15
Lipidos (% ) 22,23 #0,72b 22,27 0,67b 23,77 +0,40a 23,97 =0,2la

Lipidos (mg L) 109,5 +3,7d 147,0 +4,3c 180,0 *3,0a 159,6 +1,4b

Biomasa(mgL?') 49253 0,2 660.33 0,1 757.17 0,2 665,77

I+

0,2

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Fig. 9. Concentracion de lipidos en porcentaje de T. suecica en los
tratamientos dosificados con medio de cultivo ESALI y Guillard f/2

(control).

La concentracion de lipidos expresado en porcentaje (Tabla 6, Fig. 9) al quinto
dia de cultivo, presentd las mayores concentraciones significativos (p<0,05) en
los tratamientos dosificados con 10y 15 mL Lt de ESALI con 23,77 y 23,97 %
de lipidos, respectivamente. Los menores valores significativos (p<0,05) se
obtuvieron con en el grupo control (Guillard /2) y el tratamiento dosificado con
5 mL L de ESALI con 22,23 y 22,27 % de lipidos, respectivamente.

En cuanto a la concentracion de lipidos en mg L de T. suecica (Tabla 5, Fig.
10) en el quinto dia de cultivo, se encontro el mayor valor significativo (p<0,05)
en el tratamiento dosificado con 10 mL L* de ESALI con 180,0 mg L* de
lipidos, seguido del tratamiento dosificado con 15 mL L' de ESALI con 159,6
mg L de lipidos, con un valor intermedio en el tratamiento dosificado con 5 mL
L't de ESALI con 147,0 mg L de lipidos, y el menor valor significativo (p<0,05)

se obtuvo en el grupo control (Guillard f/2) con 109,5 mg L-* de lipidos.
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Fig. 10. Concentracion de lipidos en mg L de T. suecica en los tratamientos
dosificados con medio de cultivo ESALI y Guillard f/2 (control).
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IV. DISCUSION

Los cultivos de microalgas se ven influenciadas por los parametros
medioambientales que condicionan su composicion quimica. Estos factores
pueden ser la intensidad luminosa, calidad y cantidad de nutrientes, pH,
temperatura y salinidad (Laing & Helm, 1981; Richmond & Becker, 1986;
Ipanaqué & Paredes, 2009; Millan-Nufez et al., 2010). En el trabajo los
nutrientes disueltos el medio de cultivo organico favorecieron el crecimiento

poblacional (fig. 7) y asi mismo la acumulacion de lipidos.

Segun Abalde et al. (1995), la temperatura del cultivo de las microalgas varia
segun la especie, aunque algunas especies no soportan temperaturas
superiores a los 25 °C, pero otras son mas resistentes y crecen bien hasta los
36 °C, mientras Silva et al. (2011), cultivaron T. suecica fluctuando entre 21y
24 °C de manera regular. En la experiencia los cultivos presentaron un rango
de temperatura para todos los tratamientos desde los 23,5 a 24,4 °C, rango que
se encuentra de acuerdo a Silva et al. (2011), por lo que la temperatura del
cultivo no se constituye en un factor que pudo haber interferido en la obtencién

de los resultados del experimento.

El pH es un pardmetro a tener en cuenta en los cultivos microalgales, ya que
estas requieren estar en un rango de 7.0 a 9.0 unidades para su desarrollo
(Richmond & Becker, 1986). Laing & Helm (1981), mencionan que la
productividad de T. suecica no es afectada si la fuente de diéxido de carbono
es suficiente que permiten mantener el crecimiento poblacional de las

microalgas, siendo esta una condicion inversamente proporcional al pH.

Millan-Ndfiez et al. (2010), cultivaron sin inconvenientes T. suecica en
intervalos de pH de 7,3 y 8,5, y al igual que Silva et al. (2011), en la misma
especie, encontraron que en rangos de pH entre 7,13 y 8,69, no se presentaron
problemas por este factor. También, Gonzalez & Polo (2014), reportan que el
rango de pH para cultivos de T. suecica, oscilaron entre los 7,81 y 9,26
unidades de pH, con un buen crecimiento con medio Guillard f/2. Al final en el

experimento, obtuvimos un rango entre 8,01 y 9,34 unidades de pH (fig. 6), los
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mMismos que son cercanos a los reportados por Silva et al. (2011) y Gonzélez &
Polo (2014), por lo que este factor no tendria efecto significativo en la obtencion

de los resultados.

El crecimiento poblacional en microalgas es un parametro que indica la
asimilacion de los nutrientes. En cultivos autotroficos T. suecica puede utilizar
diferentes fuentes nitrogenadas inorganicas como zeolitas, Urea, roca fosfato,
nitratos; y en cultivos heterotréficos con nutrientes organicos (Bold & Wynne,
1985). Para el caso el medio de cultivo ESALI, este proporciona compuestos
nitrogenados que pasan por la membrana plasmética y entran a las rutas
bioquimicas de las microalgas que puede ser considerado como fuente de
nitrogeno; aunque dichos procesos deben ser llevados con la mayor rapidez
para ser considerados asimilables (Flynn & Butler, 1986), por lo mismo

considerarlos como medio de cultivo para microalgas.

Fabregas et al. (1997), utilizaron fraccién soluble de “papa” Solanum tuberosum
como medio de cultivo en el rango de peso seco de 0,1 a 2,0 mg mL? en
cultivos de T. suecica. La concentracion de 0,5 mg mL™? produce la mayor
densidad microalgal con 1,4 x10°8 cél mL, esto signific6 de 3,9 a 3,1 mas alto
que los controles autotréfico y fotoheterotréfico que obtuvieron 0,4 x108 cél mL™*
y 0,5 x108 cél mL?, respectivamente. Utilizando el ESALI como nutriente
organico, en el experimento reportamos que los mayores crecimientos
poblacionales en T. suecica se presentaron desde el tercer dia en el
tratamiento dosificado con 10 mL L de ESALI tal como se aprecia en la fig. 7,
teniendo su mayor concentracion el dia 6 con 6,64 x108 cél. mL1; mientras que
la menor densidad microalgal se presenté en el tratamiento con 15 mL L de
ESALI siendo su mayor concentracion poblacional el dia 4 con 2,37 x10° cél.
mL-1; y el tratamiento con un crecimiento intermedio fue con 5 mL L de ESALI
con una mayor densidad el dia 6 con 5,34 x10° cél. mLt. Estos valores
indicarian que T. suecica asimilo los nutrientes contenidos en el ESALLI, los que
sirvieron para incrementarse hasta densidades importantes aun mayores
comparadas al maximo valor obtenido (3,76 x108 cél. mL1) en el grupo control

con Guillard f/2, por lo que el medio ESALI con 10 mL L%, tendria una
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composicion y balance de nutrientes adecuado para obtener un buen

crecimiento en T. suecica.

Utilizando medios de cultivo organicos con residuos de origen animal,
Ferndndez & Paredes (2007), trabajaron con ensilado de pescado como fuente
de nutrientes para el cultivo de T. suecica, aunque no se reporta el balance de
nutrientes en sus diferentes concentraciones de ensilado y urea, obtuvieron
buenos resultados con ensilado con 40 mL L. Del mismo modo, Ipanaqué &
Paredes (2009), utilizaron extracto de ensilado de residuos organicos
Argopecten purpuratus en el cultivo de T. suecica, encontraron que las
mayores densidades poblacionales se encontraron con 60 y 80 mL L de
extracto de ensilado con valores de 6,38 y 6,88 x10° cél mL™%, respectivamente,
y estos fueron mayores que aquellos obtenidos con medio de cultivo f/2 de
Guillard (3,67 x108 cél. mL') reconocido medio estandarizado para el cultivo de
la mayoria de microalgas marinas, entre estas T. suecica. Aunque, Gonzalez &
Polo (2014), trabajando con agua de bombeo de pescado (EEA) encontraron
valores de concentracion para T. suecica menores que Ipanaqué & Paredes
(2009), fueron buenos con valores maximos de densidades poblacionales para
T. suecica al quinto dia de cultivo con 2 y 5 % de EEA de 2,65y 2,78 x10° cél
mL1, respectivamente. Teniendo en cuenta que el presente experimento el
origen del medio ESALI es vegetal, obtuvimos valores maximos cercanos de la
densidad poblacional de T. suecica con 6,64 y 5,34 x10° cél mL? con los
tratamientos de 10 y 5 mL L (tabla 4 y fig. 7), respectivamente a los maximos
reportados por Ipanaqué & Paredes (2009) y mayores a los obtenidos por
Gonzalez & Polo (2014), es posible considerar que los crecimientos
microalgales dependen mayormente de la composicion de nutrientes que del
origen de los mismos.

Un balance adecuado de los nutrientes son determinantes en el crecimiento
microalgal (Fernandez & Paredes, 2007; Silva et al., 2011), asi, Alsull & Wan
(2012), observaron que en condiciones de limitacion de nitrogeno organico en
el cultivo de Tetraselmis sp., el crecimiento fue menor, en consecuencia es
necesario la presencia de los nutrientes para incrementar la concentraciones
de carbono y nitr6geno, en tanto son los mayores limitantes del crecimiento

fotoheterotrofico de T. suecica (Fabregas et al., 1997).
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La tasa de crecimiento es un indicador del potencial biolégico relacionado al
tiempo de duplicacion de los organismos en un entorno de crecimiento
particular, que se ve afectada por cualquier deficiencia de nutrientes o
limitacién de luz. De acuerdo a Griffiths et al. (2012), las especies con las tasas
maximas de crecimiento fueron las microalgas verdes como Nannochloropsis
oleoabundans, Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. y Tetraselmis suecica, y
otros como la haptofita Isochrysis sp., presentando T. suecica valores maximos
de crecimiento de 1,20 a 1,32 dia? bajo condiciones controladas, aunque
Montoya & Acosta (2011), encontraron una tasa de crecimiento con el medio
fertilizante comercial Crecilizer (N, P20s, K20) de 0,65 dia. En el experimento
obtuvimos al quinto dia de cultivo la mayor tasa de crecimiento (0,753 dia™)
con 10 mL L* de ESALI, mientras que el menor (0,556 dia?l) se presenté con
15 mL Lt de ESALI, los cuales tienen relacion directa con las densidades
poblacionales, y a su vez con un balance adecuado que presenta el dosificado
con 10 mL L de ESALI que fue mayor al reportado por Montoya & Acosta
(2011).

Por lo mismo, las densidades microalgales estan en funcion a la velocidad de
crecimiento en la cual se producen mas células por lo que mayores velocidades
indica una mayor densidad. Alsull & Wan (2012), trabajaron con Tetraselmis
sp., cultivadas en laboratorio combinando varios factores como la salinidad, luz
y limitacién de nitrégeno, obteniendo asi una alta tasa de crecimiento de 0,86
dial, mantenidas bajo un régimen de 24 h luz. Ademas se conoce que la
deficiencia de nitrogeno influye de manera negativa en la densidad poblacional
de una especie de microalga (Fabregas et al., 1985) y también se reduce la
tasa de crecimiento, aunque a concentraciones sobresaturadas se presentan
otros inconvenientes como la contaminacion y precipitacion de los mismos
(Fabregas et al., 1985; Silva et al., 2011; Gonzalez & Polo, 2014). Por otro lado
Silva et al. (2011) para evaluar la tasa de crecimiento de T. suecica trabajo con
una concentracion de sanguaza/agua de mar de 4,56 % obteniendo valores de
0,659 dia?, valores menores a los obtenidos en el mejor tratamiento (10 mL L?

de ESALI) del presente experimento.
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El tiempo de duplicacion diaria (TD) estéd relacionada inversamente con la
densidad poblacional y la velocidad de crecimiento; asi, el incremento del
tiempo de duplicacion implica una menor densidad y velocidad de crecimiento.
Sheehan et al. (1998), determinaron que T. suecica cultivada con medio
Guillard /2, presenta un tiempo de duplicacion de 1,50. Ademas, Gonzélez &
Polo (2014), con EEA al 1, 2 y 5 % obtuvieron TD de 1,40; 1,29 y 1,27 para T.
suecica, respectivamente; mientras que, Ipanaqué & Paredes (2009),
obtuvieron con los residuos organicos de concha de abanico, un rango de TD
para T. suecica de 1,06 a 1,12 dia. En el experimento obtuvimos al quinto dia
de cultivo el TD maximo (ver tabla 5, fig. 8) en el tratamiento con 15 mL L de
ESALI (1,247), mientras que el menor se presentd con 10 mL L de ESALI
(0,92), valores que conjuntamente con la tasa de crecimiento y densidad
microalgal, denotan la asimilacién e incorporacion de los nutrientes organicos
por las células de T. suecica, haciendo del medio ESALI un buen candidato
para la produccién de T. suecica, y por lo obtenido en el tratamiento con 10 mL
Lt de ESALI y de acuerdo a Molina et al. (1991), un buen crecimiento
microalgal estaria influenciado por el balance adecuado de nutrientes en el

medio de cultivo.

Se ha demostrado que muchas microalgas pueden utilizar diferentes fuentes de
nutrientes, que pueden crecer tanto autotréfica como heterotréficamente, con
capacidad de producir una alta biomasa relativa o la acumulacién de lipidos
utilizando diferentes fuentes de carbono y bajo varias condiciones ambientales
(Miao & Wu, 2006; Xu et al., 2006; Ipanaqué & Paredes, 2009; Heredia-Arroyo
et al., 2010; Chen & Walker, 2011; Gonzalez & Polo, 2014), por lo que, la
composicion quimica de las microalgas puede ser manipulado mediante el
cambio de los parametros fisicos y quimicos del medio de cultivo (Huang et al.,
2012). Esto permite que en medios de cultivo sin deficiencia de nitrégeno, las
células sintetizan principalmente proteinas para mantener el crecimiento y la
division celular, pero en condiciones de limitacion de nitrégeno, no hay la
concentracion de nutrientes necesarios para mantener el crecimiento celular,
por lo que aumentan las sustancias de reserva, hidratos de carbono y lipidos, a

expensas de la sintesis proteica (Sukenik et al., 1993).
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Alsull & Wan (2012), trabajando con Tetraselmis sp. incrementaron
significativamente la concentracion de lipidos desde 13,29 % en condiciones de
limitacion de nitrégeno, hasta los 29,51 % en condiciones de restriccion total.
Entonces la deficiencia de nutrientes, sobre todo inorganicos, causa una tasa
de crecimiento cada vez menor, pero que bajo estas circunstancias muchas
especies de microalgas contindan sintetizando activamente acidos grasos
(Sukenik et al., 1993; Cohen, 1999). En el experimento se obtuvieron las
mayores concentraciones de lipidos (ver tabla 6, fig. 9 y 10) en los tratamientos
con 10y 15 mL L de ESALI con 23,77 % (180.0 mL L) y 23,97 % (159.6 mL
L1), respectivamente; mientras que la menor concentracion estuvo en el
tratamiento con 5 mL L? de ESALI con 22,27 % (147.0 mL L), lo que no
concordaria con lo mencionado por Alsull & Wan (2012), pero teniendo en
cuenta que el ESALI proporciona el medio adecuado para que se incremente la
produccioén de lipidos debido a la baja concentracién de nitr6geno, lo que en
cierta forma explicaria el aumento de los porcentajes de lipidos a mayor

concentracion de nutrientes del ESALL.

Cohen (1999), menciona que cuando el crecimiento poblacional se retarda en
respuesta a un factor limitante como la luz, disponibilidad de nutrientes, pH,
temperatura o salinidad, la sintesis de lipidos y carbohidratos son
incrementadas a expensas de la sintesis de proteinas. Pero esto afecta la
biomasa de lipidos, ya que la mayor produccién en peso de las microalgas esta
relacionado directamente con la densidad microalgal, siendo asi que se obtuvo
un mayor valor de lipidos al quinto dia de cultivo de T. suecica, dosificando con
10 mL L de ESALI con 180,0 mg L, seguido del tratamiento con 15 mL L de
ESALI con 159,6 mg L, y el menor valor el obtenido con 5 mL L de ESALI
con 147,0 mg L. Aunque Thompson (1996), menciona que en las microalgas
pueden duplicar la cantidad de lipidos, bajo condiciones de limitacién de
nutrientes. Cuando el crecimiento disminuye y no hay requerimiento para la
sintesis de nuevos compuestos de membrana, y mas aun si afecta la division
celular disminuyendo la densidad poblacional también incrementa la sintesis de

lipidos.
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La utilizacion de Salicornia fruticosa, tanto por su disponibilidad todo el afio en
la zona y sus efectos en el incremento de la densidad poblacional y los lipidos,
sobre todo a una concentracion de 10 mL L de ESALI, se recomienda su

utilizacion como medio de cultivo para T. suecica (Arana & Salinas, 2008).
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V. CONCLUSIONES

El mayor valor para la densidad poblacional de T. suecica al quinto de
cultivo se present6 en el tratamiento dosificado con 10 mL L* de ESALI,
con 6,05 x106 cél. mL%; el menor valor se encontr6 en el tratamiento con 15
mL L de ESALI con 2,26 x10% cél. mL*. El mayor valor de la tasa de
crecimiento para T. suecica al quinto dia de cultivo se presenté en el
tratamiento dosificado con 10 mL L de ESALLI, con 0,753 dia*; y el menor
valor se present6 en el tratamiento dosificado con 15 mL L de ESALLI, con
0,556 dia!, para ambos casos presentaron diferencias significativas.

El mayor valor del tiempo de duplicacion para T. suecica en el quinto dia de
cultivo, se obtuvo en el tratamiento con 15 mL Lt de ESALLI, con 1,247 dia;
mientras que el menor valor se present6 en el tratamiento con 10 mL L de
ESALI, con 0,920 dia.

El mayor porcentaje de lipidos para T. suecica al quinto dia de cultivo,
fueron obtenidos en los tratamientos dosificados con 10 y 15 mL L de
ESALI, con 23,77 y 23,97 %, respectivamente; y el menor valor se obtuvo
con 5 mL Lt de ESALLI, con el 22,27 %.

El mayor valor de lipidos expresado en peso para T. suecica al quinto dia
de cultivo, se obtuvo en el tratamiento dosificado con 10 mL L de ESALI,
con 180,0 mg L; y el menor valor se encontré con 5 mL L* de ESALI, con
147,0 mg L.

Teniendo en cuenta la densidad poblacional, tasa de crecimiento, tiempo
de duplicacion, porcentaje y peso de lipidos obtenidos para T. suecica al
qguinto dia de cultivo, se concluye que el tratamiento dosificado con 10 mL

Lt de ESALI fue el mejor para producir biomasa y lipidos.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de ESALI en el crecimiento
poblacional y contenido de lipidos de T. suecica a mayor escala y en

condiciones outdoor.

Evaluar econdmicamente los cultivos de T. suecica producidos con

diferentes concentraciones de ESALI.

Determinar la composicion de los HUFA y su rendimiento en los cultivos de

T. suecica utilizando ESALI como medio de cultivo.

Realizar un analisis proximal de la composicion quimica que contenga el

Extracto Acuoso de Salicornia (ESALI).
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VIIl. ANEXOS
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Tabla 7. Temperatura (°C) en los cultivos de T. suecica de los tratamientos con
medio de cultivo ESALI y Guillard /2 (control).

ESALI (mL L)

" Guillard /2
pin e : X 5

R1 R2 RS Rl R2 RS3 Rl R2 RS3 Rl R2 RS
0 243 24,4 24,3 243 242 243 242 243 243 244 241 242
1 235 236 239 238 24,0 235 239 241 238 235 239 239
2 238 24,1 239 243 24,0 239 241 241 239 242 23,7 243
3 243 241 243 241 243 243 243 242 239 242 243 243
4 235 238 240 239 238 240 240 235 237 239 237 239
5 242 240 24,2 242 243 242 24,0 242 242 242 238 242
6 24,1 241 242 241 24,0 241 238 242 243 239 239 242
7 242 241 24,1 240 243 243 242 243 242 239 241 2472

Tabla 8. Temperatura promedio (°C) en los cultivos de T. suecica de los

tratamientos con medio de cultivo ESALI y Guillard f/2 (control).

ESALI (mL L%)

Dlade  Guillard /2 . - -
0 24,3 +0,1a 24.3+0,1a 24,3 +0,1a 24,2 0,22
1 23,7 40,22 23,8 +0,3a 23,9 +0,2a 23,8 +0,2a
2 23,9 40.2a 24,1 +0,2a 24,0 40,12 24,1 +0,3a
3 24,2 40,12 242 +0.1a 24,1 40,22 24,3 +0,1a
4 23,8 +0,3a 23,9 +0.1a 237 +0,3a 23,8 +0,1a
5 24,1 40,1a 24.2 +0.1a 24,1 40,1a 24,1 40,22
6 24,1 40,1a 24,1 +0.1a 24,1 +0.3a 24,0 40,22
7 24,1 40,1a 24,2 +0.2a 24.2 40,12 24,1 40,22

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Tabla 9.

Valores de pH en los cultivos de T. suecica de los tratamientos con
medio de cultivo ESALI y Guillard /2 (control).

Dia de
cultivo

ESALI (mL L)
Guillard /2

5 10 15

R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3 R1 R2 R3

N~ o o0 AW N BB O

801 8,12 803 810 804 812 8,01 8,06 8,13 811 8,04 8,12
811 8,16 8,21 822 8,12 8,18 859 843 8,42 845 8,41 844
910 9,11 9,10 911 9,12 9,10 926 934 9,19 9,17 923 9,15
928 9,26 929 921 910 9,11 924 9,12 9,14 9,24 9,23 9,27
9,10 9,12 9,16 8,76 893 892 8,70 811 8,62 9,02 921 9,08
9,08 9,12 9,11 847 891 89 8,26 8,79 827 858 8,46 8,78
862 852 862 841 847 844 851 862 839 853 854 8,53
862 839 867 837 842 828 845 8,20 850 8,35 8,49 8,53

Tabla 10. Valores de pH promedio en los cultivos de T. suecica de los

tratamientos con medio de cultivo ESALI y Guillard f/2 (control).

ESALI (mL L%)

Dlade  Guillard 2 - - -
0 8,05+0,06a  809+004a  807+0,06a  8,09+0,04a
1 8,16+0,0sb  817+005b  848+0,10a  843+0,02a
2 9,1040,01b  911+00l1b  926+0,08a 9,18 +0,04ab
3 0,2840,02a  914+006b  91740,06ab  9,25+0,02ab
4 9,1340,03a  887+0,10ab  848+0,32b 9,100,104
5 0,1040,02a  878+027ab  844+030b 861 +0,16ab
6 8,5040,06a  844+003a  851%012a  853+0,01a
7 8564015  836+007a  838%0,16a  846+0,09a

Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a=0,05).
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Tabla 11. Densidad poblacional (x10® cél. mL') de T. suecica de los

tratamientos cultivados con medio de cultivo ESALI y Guillard f/2

(control).

Suillard 172 ESALI (mL L™
‘ uttlar

D : 1 s
Rl R2 RS3 Rl R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2 RS3

0 0,14 0,14 0,14 014 0,14 014 0114 014 014 014 014 0,14
1 040 039 040 031 031 031 0,35 035 037 036 035 0,37
2 1,05 1,04 1,04 1,00 09 0,88 1,23 1,26 1,27 1,08 1,31 1,22
3 1,61 159 1,71 1,99 1,88 1,89 2,89 299 269 142 1,32 131
4 303 3,12 3,05 269 255 254 442 4,88 499 228 237 2,46
5 3,76 3,82 3,70 480 457 469 599 6,03 612 244 213 2721
6 362 3,75 352 565 579 459 657 656 6,79 2,38 2,09 2,10
7 357 352 326 543 534 512 6,36 642 626 159 154 1,58
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Tabla 12. Valores de la Tasa de crecimiento (1) y Tiempo de duplicacion diaria
(TD) poblacional de T. suecica de los tratamientos cultivados con
medio de cultivo ESALI y Guillard /2 (control).

ESALI (mL L%
GUILLARD f/2

PARAMETRO 5 10 15
RI R2 RS3 RI R2 R3 RI R2 R3 Rl R2 R3
NO 014 014 014 014 014 014 014 014 014 014 014 0,14
Nf 376 382 370 480 457 469 599 603 612 244 213 2721
Dia 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
U (dia) 0,658 0,661 0,655 0,707 0,697 0,702 0,751 0,753 0,756 0,572 0,544 0,552
TD (dia) 1,053 1,048 1,058 0,980 0,994 0,987 0,923 0,921 0917 1,213 1,273 1,256
Tabla 13. Valores de la Biomasa, Absorbancia, Porcentaje de lipidos y
Biomasa de lipidos de T. suecica de los tratamientos cultivados con
medio de cultivo ESALI y Guillard /2 (control).
ESALI (mL L)
Guillard f/2
Parametro 5 10 15
RI R2 RS3 RI R2 R3 RI R2 R3 Rl R2 R3
Biomasa (mg) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Biomasa (mg L) 493,3 492,3 492,0

660,0 661,0 660,0

756,7 756,9 757,9

666,1 665,1 666,1

Absorbancia 0,608 0,605 0,573

0,605 0,576 0,607

0,633 0,646 0,627

0,636 0,639 0,647

Lipidos (%) 22,70 22,60 21,40

Lipidos (mg L*) 112,0 111,3 105,3

22,60 21,50 22,70

149,2 142,1 149,8

23,70 24,20 23,40

179,3 183,2 177,3

23,80 23,90 24,20

158,5 159,0 161,2
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