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Evaluacion del crecimiento, consumo de nutrientes y composicién proximal de
Porphyridium cruentum (Rhodophyceae) cultivada con medio /2 y fertilizantes
agricolas.

I. INTRODUCCION

Actualmente las microalgas marinas han adquirido gran importancia por su
utilizacion en la acuicultura ya que son parte fundamental en la alimentacion de larvas,
juveniles y adultos de moluscos bivalvos asi como en los primeros estadios de peces y
crustidceos (Reitan et al, 1997; Brown, 1997); sin embargo sus aplicaciones son mas
extensas ya que bajo ciertas condiciones de cultivo pueden acumular altas concentraciones
de compuestos de interés comercial, tales como proteinas, lipidos, vitaminas, polisacéridos,
enzimas y pigmentos (Arredondo-Vega y Vazquez-Duhalt, 1991). Se ha reportado ademds
que, las microalgas son fuente natural de varios productos con aplicaciones en el drea de la
medicina, incluyendo sustancias que inhiben la infeccién y/o replicacion viral (Damonte et
al., 1990).

Porphyridium cruentum es una de las microalgas que actualmente ha despertado un
gran interés por su caracteristica de producir compuestos bioactivos. Es unicelular, carece
de pared celular, la membrana estd rodeada de una cdpsula de polisacaridos (el cual es
utilizado comercialmente), sus células son esféricas, presentan un tamafio de 10 micras de
didmetro, puede presentarse solitaria o en colonias irregulares, esta microalga contiene
pigmentos accesorios (el de mayor importancia la ficoeritrina), que le da su color rojo
caracteristico, ademds acumula &4cidos grasos poliinsaturados, principalmente el acido

araquidonico (C20:4n-6) y el acido eicosapentaendico (C20:5n-3), el contenido de estos



llega a ocupar el 36% del total de los dcidos grasos (Servel et al., 1994), su concentracion
de proteinas varia del 38 al 39%, su nivel de carbohidratos se ubica en el intervalo del 40 al
57% y el contenido de lipidos totales estd cerca del 14% del peso seco (Becker, 1994),
ademds contiene enzimas como la oxido dismutasa y lipasas con aplicacion terapéutica
(Sada et al., 1989), vitamina K y una gran cantidad de carotenoides (Antia et al., 1970).
Esta especie es considerada el género mds primitivo de las Rhodophytas, fue nombrada asi
por su color pirpura, los primeros estudios relacionados con la morfologia, taxonomia y
citologia de esta especie fueron realizados por Kylin en 1937. Esta microalga se le puede
encontrar en forma natural sobre rocas y suelos de dreas humedas. Pringsheim (1949)
observd que al crecerla en un medio de cultivo liquido elaborado a base de agua de mar,
obtenia un crecimiento bueno lo que le llevo a sugerir el origen marino de esta especie. Sin
embargo, no fue hasta 1960 que Starr logré aislarla de ambientes marinos. Debido a la
capacidad que presenta esta microalga de crecer en un amplio intervalo de salinidad y pH,
se ha demostrado su gran tolerancia y adaptacion para crecer y sobrevivir en ambientes
diversos. Se han realizado trabajos enfocados al conocimiento de esta especie,
encontrandose que es capaz de crecer en medios de cultivo elaborados a base de agua de
mar artificial (Jones et al., 1963).

La ubicacién taxondémica de P. cruentum ha presentado varias inconsistencias, a
través de los afios se le ha situado en siete familias: Palmellaceae, Porphyraceae,
Protococcaceae, Chroococcaceae, Scenedesmaceae, Cyanophyceae y Bangiaceae,

actualmente se ubica en la division Rhodophyta, clase Rhodophyceae.



En 1962, Golueke y Oswald puntualizaron la importancia de P. cruentum de ser
producida a gran escala, por su capacidad para producir polisacdridos de naturaleza
sulfatada; otros intentos para producirla masivamente fueron desarrollados por Gudin et al.
(1984), quienes usaron diferentes reactores tubulares de vidrio de 64 mm de didmetro con
un volumen de 600 litros de cultivo con un drea total de 10 m*. Estimaron que el reactor
podria producir hasta 42 toneladas por afio de biomasa. El Instituto de Investigaciones del
Desierto con sede en Israel empezé a cultivar Porphyridium en estanques exteriores y sus
resultados indican que esta especie puede ser cultivada por largos periodos sin tener una
contaminacion significante por otros organismos (Vonshak et al., 1985). Rebolloso et al.
(2000) realizaron un estudio detallado de la composiciéon proximal de P. cruentum
cultivaron esta especie en reactores tubulares exteriores de 0.220 m3, controlando la
temperatura asi como el pH mediante la inyeccién de CO,, obteniendo como resultado un
32 % de carbohidratos, 35 % de proteinas, asi como un contenido de lipidos totales del 14%
en peso seco. Concluyen que el crecimiento y la composicién proximal estdn influenciados
por el tiempo de residencia en el reactor, asi como por la irradiancia externa. Bermejo et al.
(2002) compararon cultivos masivos en reactores tubulares exteriores e interiores de 0.220
m’ con el objetivo de simplificar y economizar la extraccién la ficoeritrina. Concluyen que
la composicion proximal y el contenido de ficoeritrina fue mayor en los cultivos que
permanecieron al interior del laboratorio, asi mismo el método que proponen para la

extraccion de ficoeritrina tiene un costo del 28% menor al de 1la metodologia convencional.



Debido a que esta especie produce y acumula metabolitos de interés, se han
desarrollado diversos trabajos que estudian variables en el cultivo como son la calidad y
cantidad de luz (Vonshak et al., 1985; Arad, 1987; Sada et al., 1989; Lee y Bazin, 1991;
Friedman et al., 1991), encontraron que al aumentar la irradiancia en un intervalo de 60 a
180 pumol quanta m™ s la tasa de crecimiento se incrementa sin afectar la produccién del
acido araquiddnico (C20:4), ademds un incremento en la irradiancia induce un incremento
en la produccion del exopolisacarido sulfatado (EPS). La temperatura es otra variable que
afecta la produccion de metabolitos en P. cruentum. Estudios realizados (Vonshak et al.,
1985; Lee et al., 1985 y Dermoun et al., 1992), encuentran que un aumento de 18 °C a 32
°C afecta de forma negativa la produccion del dcido araquidénico (C20:4), aunque tiene un

efecto positivo en la tasa de crecimiento.

En las dltimas décadas, P. cruentum ha atraido la atencion de distintos grupos de
investigacion, principalmente por la obtencion de bioproductos tales como polisacaridos, el
dcido araquiddnico y ficoeritrina (Arredondo-Vega y Vazquez-Duhalt, 1991). Estudios
realizados por Talyshinky er al. (2000), muestran que los polisacdridos extraidos de P.
cruentum tienen una accion inhibitoria viral efectiva en la replicacién celular del virus
(MuLV) y la transformacion celular del virus sarcoma (MuSV) de las células en cultivo al
afladirse 2 horas antes de infeccidon, ademds la adicién del polisacarido después de la
infeccion redujo el nimero de células infectadas y concluyen que la adiciéon del
polisacérido puede afectar estadios tempranos en la replicacién del ciclo del virus. Por otra
parte Guzman-Murillo y Ascencio (2000), indican que los polisacdridos extraidos de esta

especie han sido considerados como una alternativa para prevenir infecciones microbianas



en animales producidos por Vibrio campbellii, Vibrio ordalii, Streptococcus saprophyticus
y Aeromonas veronii y en humanos por Helicobacter pylori.

En las microalgas una fracciéon funcionalmente importante de la composicion
proximal esta constituida por sus pigmentos fotosintéticos, los cuales se dividen en tres
grupos principales; las clorofilas, los carotenoides y las ficobilinas (Tabla I), entre estos los
mds importantes son las clorofilas, cuya acumulacién, activacién y funcionalidad estdn
coordinadas en los tilacoides para la actividad fotosintética, considerdndolas conjuntamente
con los carotenoides, estos pigmentos pueden representar entre el 0.5 y el 3.5% del peso
seco de las células (Becker, 1994).

Los estudios mencionados en la Tabla 1 han encontrado que tanto la luz como la
temperatura modifican la composicién pigmentaria de las distintas especies de microalgas y
aunque los diversos autores no encontraron diferencias significativas en la mayoria de los
casos, es importante sefialar que este resultado puede estar relacionado estrechamente con
las caracteristicas propias de cada especie, asi como a la capacidad de captacion de energia
en un determinado intervalo de longitudes de onda. Por lo cual se debe de tener en cuenta
que la respuesta fisioldgica de una misma especie puede ser modificada por la composicion

quimica del medio y el nivel de irradiancfa.



Tabla 1. Estudios sobre pigmentos realizados en diferentes especies de fitoplancton

Especie Medio de Condiciones Pigmento Dif Referencia
cultivo de cultivo
Porphyridium  Jones et Temperatura: 24 °C Clorofila NS Friedman
sp. al. (1963) Irradiancia: 75, 150 y a etal. (1991)
Porphyridium 300 pmol quanta m?s’
aerugineum.
Tetraselmis Fabregas  Temperatura: 16 y 20 Clorofila NS Lopez-
suecica et al. °C. a,byc. Muiioz
Dunaliella (1985). Irradiancia: 40 y 80 et al. (1992)
tertiolecta, umol quanta m?s™
Isochrysis. pH 7.6
Chaetoceros F Guillard Temperatura: 23 °C Clorofila ~ NS Sanchez-
sp. y Ryther.  Irradiancia: 199 y 565 a Saavedra y
(1962) umol quanta m?s™ Voltolina
pH7.5 (1994)
Porphyridium  Hemericks Temperatura: 20 °C Clorofila DS Rebolloso-
cruentum (1973) Irradiancia: 101 y 89 ayb. Fuentes
pmol quanta m?2s™ et al. (2000)
pH 7.6
Rhodomonas F/2 Temperatura: 20 °C Clorofila DS Lafarga-de
sp. Guillard Irradiancia: 52, 68, ayec. la Cruz
(1975) 103, 142 pmol quanta (2000)
m?s™’.
pH 7.6.
Thalassiosira ~ Morel et Temperatura: 20 °C Clorofila ~ NS Strzepek y
weissflogii al. (1979) TIrradiancia: 6, 14, 20, a Price (2000)

37, 108 y 150 umol
quanta m’s

DS= Diferencia Significativa. NS= Diferencia No Significativa.



Aunque los estudios antes mencionados han descrito que tanto la luz como la
temperatura modifican los componentes celulares, es importante continuar con las
investigaciones en el campo de P. cruentum, sobre todo acerca del uso de fuentes
alternativas de nutrientes econdémicos tales como fertilizantes agricolas, para el
mantenimiento de cultivos masivos de microalgas.

El cultivo de microalgas con medios alternos es una actividad que se ha desarrollado
desde hace mas de medio siglo, la mejora de técnicas y medios de cultivo es uno de los
objetivos primordiales en la acuicultura, por lo que controlar la composiciéon del medio
empleado en la produccién de microalgas es determinante (Sdnchez-Saavedra y Voltolina,
1994).

Actualmente existen formulaciones de medios de cultivo para microalgas marinas,
que van desde mezclas sencillas basadas en la solucién de Miquel-Matute (Kinne, 1976), la
cual solo incluye algunos nutrientes mayores, hasta mezclas complejas (Lopez-Elias y
Voltolina, 1993; Valenzuela et al., 1999; Pacheco-Vega, 2001).

En cultivos de microalgas a gran escala, el costo de elaboracién del medio de
cultivo es uno de los principales limitantes debido a que en general los reactivos que se
utilizan se obtienen a precios elevados y en ocasiones es necesario importarlos. Por lo
tanto, se ha recomendado el uso de medios preparados con fertilizantes agricolas que se
consideran mds econdmicos. Se han realizado diferentes investigaciones con medios
preparados con fertilizantes agricolas (Tabla II), con los cuales se obtienen tasas de
crecimiento y una composicion bioquimica similar a la obtenida con el medio tradicional
2 de Guillard (1975). Ademas, estos autores indican que el uso de fertilizantes agricolas

tiene un costo de elaboracion menor (30%), que aquellas cultivadas en medio f/2.



Tabla II. Estudios de composicion proximal con fertilizantes agricolas en distintas
especies de fitoplancton

Especie Medio | Nutriente | Conc. | Condicion Dif | Ref.
de mayor (uM) | de cultivo
cultivo
Chaetoceros sp. | f NaNO, 1760 | Temp: 24 °C | NS | Lépez-Elias
Phaeodactylum | Guillard [ NagH PO~ | 72 Irradiancia: y
tricornutum, y Na SZiO 4 107 340 pumol Voltolina
Tetraselmis sp. | Ryther. 273 quanta m?s? (1993)
Pavlova lutheri | Fert. NH,SO, 1000 | pH7.2
agricola 'Naff PO, | 360
Na,Si0; 53.50
Chaetoceros /2 NaNO, 883 Temp: 22-24 °C | NS | Valenzuela-
muelleri Guillard NaH PO, |36.30 Irradiancia: Espinoza
N&Si0; 107 lggnta L r_{nol et al. (1999)
Fert. |NHNO, |882 |1
agricola [p 3945
275 :
Na,SiO; 114
Thalassiosira /2 NaNO, 883 Temp: 24 °C NS | Gracida-
weissflogii 'y | Guillard NaH, PO, |36.30 Irradiancia: Valdepena
Chaetocteros Na.SiOs 107 100 , p_{nol (1999)
muelleri. quanta m”s
FeI"E. NH4NO3 882 pH 7.0
agrlcola CO(NHz)
H,PO, 36.20
Na,SiOs 114.90
Navicula 72 NaNO, 883 Temp: 21 °C NS | Simental-
incerta, Guillard NaH PO, |36.30 Irradiancia: Trinidad
Nll‘ZSC.hla . Na:SiOs 107 150 , ;_Jlmol et al. (2001)
therminalis 'y quanta ms
Nitzschia Fert. | NH,NO; | 882 | g7
laveis. agricola | CO(NH,)
H.PO, 36.20
Na,Si0; 114.90
Navicula /2 NaNO, 883 Temp: 19°C NS | Montes-
incerta, Guillard NaH, PO, |36.30 Irradiancia: Macias
Nitzschia Na.SiOs 107 108 , ;_Jlmol (2004)
commutata y PO 39.45 quanta m s
Tetraselmis 275 : pH 7.4
graciliS. NEQSiOg 1 14.90

NS= Diferencia No significativa
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La concentracién de los macro y micro nutrientes (nitrégeno, fosforo y hierro,
principalmente) son factores que afectan el crecimiento, las funciones metabolicas y la
composicion proximal microalgal. Usualmente los fertilizantes agricolas contienen diversas
formas de nitrégeno (amonio, urea, nitratos) que pueden ser accesibles para las microalgas,
ademds, algunas impurezas provenientes de los fertilizantes, ya sea en forma de minerales,
metales traza y quelantes pueden actuar como micronutrientes, complementando la
composicion del medio.

De los elementos esenciales aportados por los fertilizantes agricolas se encuentran el
nitrogeno y el fésforo, dichos elementos desempefian un papel importante en varios
procesos fisiolégicos del fitoplancton. Debido a que las microalgas solo consumen el
nitrégeno y el fosforo en una relacién N:P que va de 10:1 a 16:1 atomos (Gonzélez-
Rodriguez y Maestrini, 1984), a los fertilizantes que no tengan esta relacién de compuestos
se les puede afiadir el nutriente faltante hasta alcanzar la proporcién adecuada, existen
fertilizantes agricolas que no contienen los elementos necesarios pero pueden ser utilizados
como fuente de nitrégeno y fosforo (Fabregas et al., 1985).

Las investigaciones realizadas sobre la asimilaciéon de nitrégeno en las microalgas
han demostrado que estas tienen preferencia después del amonio por los nitratos y en
ultima instancia por la urea (Levasseur et al., 1993). La proporciéon de los iones nitrato,
nitrito y amonio dentro de las células y sus concentraciones varfan durante las fases del
crecimiento microalgal, siendo mayores los valores de nitrégeno intracelular inorgénico en
la fase de crecimiento logaritmico y en la fase estacionaria (Lourenco et al., 1998). Por lo
tanto conociendo, la composicion bioquimica microalgal cultivada en un medio no limitado

y la proporcién de sus elementos en el medio de cultivo, se puede determinar cual elemento
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limitaré el crecimiento y que compuesto produciré la célula cuando haya una limitacién de
nutrientes (Harrison et al., 1990).

Ultimamente se han realizado estudios que analizan la respuesta a la limitacién de
nitrégeno, fésforo y hierro, entre otros y han obtenido respuestas adaptativas en el aparato
fotosintético (Turpin, 1991; Geider et al., 1993; Graziano et al., 1996). Dichos estudios
coinciden en que la limitacién por nitrégeno trae una disminucién drastica en el contenido
de proteina y de pigmentos funcionales en la fotosintesis

Dada la importancia que representa el proporcionar a las microalgas los nutrientes
necesarios para su desarrollo y en vista del elevado costo que esto implica, en el presente
trabajo se tiene como objetivo el promover el uso de un medio de cultivo con fertilizantes
agricolas que proporcione una alternativa viable en el cultivo de P. cruentum en las areas de

la acuicultura y la biotecnologia marina.
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II. OBJETIVO
I1.1. Objetivo general
o Comparar el crecimiento y la composicion proximal de Porphyridium cruentum en

un medio alterno al f/2

I1.1.2. Objetivos particulares

o Conocer el crecimiento de P. cruentum en cultivos estticos con medio f/2 y
fertilizantes agricolas.

o Conocer el consumo de nutrientes por P. cruentum cultivado en medio {/2 y
fertilizantes agricolas.

o Evaluar la composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos) en P.
cruentum cultivado en medio /2 y fertilizantes agricolas

o Evaluar en el contenido de pigmentos (Clorofila a y ficoeritrina) de P. cruentum

cultivado en medio {/2 y fertilizantes agricolas.
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III. METODOLOGIA.
III1.1. Cultivo de microalgas

La microalga marina P. cruentum, que se utilizé para este estudio fue adquirida de
la coleccion de cultivos unialgales que se encuentran en el cepario de microalgas del
Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion Cientifica y de Educaciéon
Superior de Ensenada, la cual fue donada por la Dra. Bertha O. Arredondo Vega
(CIBNOR).

Los cultivos experimentales se realizaron en un laboratorio con temperatura
controlada a 19 = 1 °C, mediante un sistema de aire acondicionado. El agua de mar
utilizada para la preparacion de los medios se paso a través de filtros de 1lum y se irradi6
con lamparas de luz ultravioleta de 25 W (con un flujo de 1 L min™). El pH se controlé
mediante la adicién diaria de CO,.

Los nutrientes se prepararon de acuerdo al procedimiento descrito por Guillard
(1975) para el medio f/2 y la preparacion de los fertilizantes se realizé en base a la
formulacién descrita por Valenzuela-Espinoza et al. (1999) (Anexo A).

El cultivo de P. cruentum se efectud a través de indculos sucesivos partiendo de 100
ml (Erlenmeyer), 2 L (Fernbach), 18 L (garrafén), hasta columna de 400 L . Los niveles de
Erlenmeyer y Fernbach se esterilizaron en autoclave a 121 °C, 1.05 kg cm™ de presién
durante 15 minutos.

En el primer nivel de cultivo (Erlenmeyer n = 3), se uso un inéculo de 10 ml que en
promedio contenia 19 x 10° células ml'l, en el segundo nivel (Fernbach n = 3) se uso un
indculo de 100 ml que en promedio contenia 24 y 23 x 10° células ml™ para medio f/2 y

fertilizantes agricolas respectivamente. Estos cultivos fueron expuestos a iluminacion
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continua proporcionada por lamparas fluorescentes (Sylvania de 75 watts), suministrando
una irradiancia de 151 y 132 pumol quanta m?s” respectivamente

El siguiente nivel de cultivo (garrafén con 18 L), se realiz6 por triplicado, el agua
de mar se tratd con una solucién previamente preparada de hipoclorito de sodio al 6% de la
cual se agrego a razén de 0.25 ml L™ y se dejo reposar por 24 horas, posteriormente se
utiliz6 una solucién previamente preparada de tiosulfato de sodio de la cual se agrego a
razén de 0.1 ml L. Se suministr aireacién por 2 horas para completar la reaccién (Pruder
y Bolton, 1978).

Posteriormente cada una de las unidades de evaluacion recibié un indculo de 2 litros
que en promedio contenian 42 y 37 x 10° células ml" para medio f/2 y fertilizantes
agricolas respectivamente. Se suministré aireacién (4 L min") e iluminacién continua
proporcionada por ldmparas fluorescentes (Sylvania de 75 watts), suministrando una
irradiancia de 262 pmol quanta m?s™

El siguiente nivel de cultivo se llevé a cabo en columnas de fibra de vidrio con una
capacidad de 400 L. Estas se prepararon por triplicado, el agua de mar se trat6 de la misma
manera que los garrafones de 18 L. Para inocular la columna se utilizé un in6culo de 18
litros con una concentracién de 44 y 40 x 10° células ml"' para medio f/2 y fertilizantes
agricolas respectivamente. Los cultivos permanecieron con iluminacién continua
proporcionada por ldmparas fluorescentes (Sylvania de 75 watts) e incandescentes
suministrando una irradiancia de 1000 pmol quanta m? s, La irradiancia en todos los
niveles de cultivo se midi6 con un irradiometro PAR modelo QSL-100 Biospherical

Instruments Inc. 4.
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A nivel de columna (en cada una de las unidades de evaluacién) se tomaron
muestras diarias durante siete dias para determinar la densidad celular, consumo de
nutrientes (nitratos y fosfatos), concentracion de clorofila a, carotenoides totales, contenido

de ficoeritrina, y composicion proximal (proteinas lipidos y carbohidratos).

I11.1.2 Cuantificacion de la densidad celular.

La densidad celular se cuantific6 con cdmara Neubauer de 0.1 mm de profundidad y
bajo observacién directa en un microscopio compuesto Bausch & Lomb. La tasa de
crecimiento especifica () y el nimero de divisiones por dia (D), se obtuvo a partir de las

ecuaciones descritas por Guillard (1973).

Tasa de crecimiento especifica (n)

u=Ln(Ny)—Ln (N;) (1)
Lt

Donde: p = Tasa de crecimiento especifica en dias.

N, = Es el numero de c€lulas al tiempo t,
N, = Es el numero de c€lulas al tiempo t,,

t, y t, = Son el tiempo inicial y final en dias.
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Niimero de divisiones por dia (D). Para convertir la tasa de crecimiento especifica
(n) calculada con la expresion anterior, a nimero de divisiones por dia (D), se divide entre

el logaritmo natural de 2.

D=__u ()
Ln (2)

El tiempo de duplicacién (TD) es el valor reciproco del nimero de divisiones por

dia y se calcula como sigue:

™D=_1 3)

Donde:
TD = Tiempo de duplicacién en dias.

D = Divisiones por dia.

La produccion diaria (PD) se calcul6 en base a la diferencia del nimero de células

producidas entre el tiempo t, y el tiempo t,.

PD = (Cy-Cy) )
(to-t1)

Donde:
C, = Son concentracion de células al tiempo t2.
C; = Son concentracion de células al tiempo t1.

t; y t2 = Son el tiempo inicial y final en dias.
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I11.2. Peso seco total y organico

Para la determinacion de biomasa en base a peso seco, se tomaron volumenes de
250, 100, 50 y 25 ml de los cultivos cada segundo dia, estos se filtraron a través de filtros
de fibra de vidrio Whatman GF/C de 1.2 um y 47 mm de didmetro, previamente lavados e
incinerados en un horno a 490 °C y pesados en una balanza analitica. Al filtrar las muestras
de microalgas, estds se lavaron con formato de amonio al 3% para eliminar sales. Los
filtros con la muestra se colocaron en una estufa a 60 °C por 24 horas, igualmente se
pesaron en una balanza analitica para poder obtener el peso seco, posteriormente se
calcinaron en un horno por 12 horas para cuantificar de cenizas, las cuales se pesaron y por
diferencia entre el peso seco total se obtuvo el peso seco organico (Sorokin, 1973).

I11.3. Composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos)

Para realizar los andlisis proximales, se filtraron volimenes de 250, 100, 50 y 25 ml
de los cultivos mediante filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C de 1.2 ym y 25 mm de
didmetro, posteriormente fueron almacenados en un ultracongelador a -70 °C para su
andlisis. Para la cuantificacion de proteinas, carbohidratos y lipidos se realizaron curvas de
calibracién con estdndares comerciales, en las cuales se emple6 Seroalbumina bovina para
proteinas, dcido estedrico para lipidos y D-Glucosa para carbohidratos. Las proteinas fueron
extraidas de acuerdo al procedimiento de Raush (1981) y se cuantificaron por el método de
Bradford (1976); la extraccion de lipidos se realiz6 de acuerdo con Bligh y Dyer (1959) y
se estimé por el método de Pande et al. (1963); para carbohidratos se utilizé el método del
fenol-dcido sulfurico descrito por Dubois et al. (1956) con una hidrélisis previa de la

muestra con 10 ml de acido sulfirico 2 N en bafno Maria a 100 °C durante 2 horas.
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II1.4. Consumo de nutrientes (nitratos y fosfatos)

Para el andlisis de nitratos (NO7) y fosfatos (PO*,), se realizaron curvas de
calibracién con nitrato de potasio como estdndar para nitrato y fosfato monobdsico de
potasio para fosfato. Diario se colectaron muestras (n= 3 por tratamiento) de 10 ml de
cultivo, el cual se filtré mediante filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 ym y 25 mm de
didmetro, el agua filtrada se colecto en frascos de polietileno y se almacenaron en
ultracongelador a -70 °C. Para determinar la concentracion residual de nitratos y fosfatos en
el cultivo, se emplearon los métodos descritos por Parson et al. (1985).

IIL.5. Analisis de pigmentos

Para conocer el contenido de clorofila a se filtr6 un volumen diario de 10 ml de
cultivo de cada unidad experimental mediante filtros de fibra de vidrio GF/C de 1.2 pym y
25 mm de didmetro, los cuales fueron, etiquetados y almacenados en un contenedor con
nitrégeno liquido. Posteriormente, el filtro que contenia la muestra, se colocé en un tubo
para centrifuga y se adicionaron 10 ml de acetona al 90%, la extraccién de clorofilas se
llevé a cabo en refrigeracion a 4 °C y en oscuridad por 24 horas (Parson et al., 1985).

Al termino de este tiempo se homogeniz6 cada muestra con la ayuda de un agitador
vortex y se centrifugaron a 1190 x g durante 10 minutos, el extracto, fue leido a longitudes
de onda de 750, 664, 647 y 630 nm en un espectrofotometro (Beckman Coulter Dv 530,
Life Science uv/vis Spectrophotometer).

Para conocer la concentracion de clorofila a y carotenoides totales se utilizaron las

ecuaciones mencionadas por Parson et al. (1985):
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Clorofila a = 11.85-x E¢es — 1.54-x Eg47 — 0.08-x Eg30 &)
Carotenoides = 7.6 (E4g0 — 1.49-x Es1) (6)
Con estos valores se calcul6 la cantidad de pigmentos presentes en un volumen
unitario de cultivo con la formula:
ng xI" = (C x vV (7)
Donde:
V =Es el volumen de acetona en mL.
v = Es el volumen de la muestra filtrada en litros.

C = Es la cantidad de pigmento en mL.

I11.6. Analisis de ficoeritrina

Para conocer el contenido de ficoeritrina en Porphyridium cruentum se filtré diario
un volumen de 10 ml de cultivo de cada unidad experimental, mediante filtros de fibra de
vidrio GF/C de 1.2 um y 25 mm de didmetro, los cuales fueron, etiquetados y almacenados
en un contenedor con nitrogeno liquido. Posteriormente, el filtro con contiene la muestra,
se colocd en un tubo para centrifuga tipo falcoén y se le adicionaron 5 ml de glicerol al 10%,
la extraccion de ficoeritrina se llevé a cabo en refrigeracion a 4 °C y en oscuridad por 24
horas (Wyman y Fay, 1986). Al término de este periodo se homogeneizaron las muestras
con la ayuda de un agitador vortex y se centrifugaron a 1030 x g, durante 10 minutos, el
extracto obtenido fue leido a longitudes de onda de 650, 620, y 565 nm contra un blanco de
acetato de sodio 20 mM, en un espectrofotémetro (Beckman Coulter Dv 530, Life Science

uv/vis Spectrophotometer).
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Para conocer la concentracion de ficoeritrina se utilizaron las ecuaciones

mencionadas por Bennet y Bogorad (1973):

Ficocianina (PC) = (Egyo — 0.7-x Eg50)/7.38 (8)
Aloficocianina (APC) = (Egs9 — 0.19-% E0)/6.65 9)
Ficoeritrina (PE) = (Es¢5s — 2.8 x (PC)-1.34 x (APC) /12.7 (10)

I11.7. Analisis estadistico
A los resultados obtenidos de nimero de células, composicién proximal, peso seco
total, peso seco orgdnico, consumo de nutrientes y pigmentos, se les aplicé una prueba de

normalidad y homogeneidad de varianzas.

Posteriormente, se realizdé un andlisis de varianza (ANOVA) de una via con el
objeto de determinar diferencias entre tratamientos, el andlisis se realiz6 con el paquete

estadistico STATISTICA con o = 0.05.
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IV. RESULTADOS
IV.1. Variables fisico-quimicas

Las condiciones fisico-quimicas en que se desarrollaron los cultivos estaticos de P.
cruentum fueron los siguientes: la temperatura promedio tanto en nivel de Fernbach como
en garrafén fue de 21+ 1 °C y salinidad de 34 ppm. El pH vari6 entre 8.1 y 8.7 en Fernbach
y en garrafon respectivamente. En el nivel de columna la temperatura promedio fue 20 + 1
°C y salinidad de 34 ppm, el pH inicial de los cultivos fue 7.0 y se registraron valores al
final de 8.2 (Anexo C).
IV.2. Crecimiento microalgal

El crecimiento microalgal promedio en los cuatro niveles de cultivo para medio {/2
y fertilizantes agricolas se observa en la Figura 1. A nivel Erlenmeyer (100 ml) el
crecimiento inicial promedio en el medio /2 fue de 1.56 x10° células ml™ asi mismo el
medio con fertilizantes agricolas inicié con 1.55 x 10° células ml™. Tanto en los cultivos
con medio f/2 como con fertilizantes agricolas, la fase de crecimiento exponencial se
presentd desde el primer dia (Fig. 1-A). Esta fase tuvo una duracién de 48 horas, fue en este
periodo donde se registré la mayor tasa de crecimiento especifica (n) con 0.75 y 0.87, asi
como el mayor nimero de divisiones por dia (D) con 1.08 y 1.25 para el medio /2 y
fertilizantes agricolas respectivamente. Después se presentd una fase de lento crecimiento,
la cual se caracteriz6 por una reduccion en la tasa de crecimiento especifica (i) y un
aumento en el tiempo de duplicacion (TD) (Tabla III.). En general los valores médximos en
la densidad celular y en la produccion diaria (PD) se obtuvieron al séptimo dia de cultivo,
registrando biomasas 24.28 y 23.48 x 10° células ml™ y valores en la produccién diaria

(PD) de 431 y 4.13 x 10° células ml” para el medio f/2 y fertilizantes agricolas
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respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ambos
tratamientos.

En los cultivos a nivel Fernbach (2 L), la densidad celular inicial promedio fue de
120 y 1.10 x 10° células ml™" para medio f/2 y fertilizantes agricolas respectivamente
(Tabla IV). En este nivel se presentd un continuo crecimiento desde el inicio de los
cultivos, con una duracién de 72 horas y fue en este periodo del cultivo donde se registré la
mayor tasa de crecimiento especifica (1) (0.75 y 0.79) y el mayor nimero de divisiones por
dia (1.08 y 1.13) para el medio f/2 y fertilizantes agricolas respectivamente (Fig. 1-B).
Después se present6 una disminucion en la tasa de crecimiento especifica (1) y un aumento
en el tiempo de duplicacion (TD) (Tabla IV). La maxima produccién diaria (PD) se obtuvo
al quinto dia para el medio /2 (9.52 x 10° células ml™") en tanto que, para el medio con
fertilizantes agricolas se obtuvo al séptimo dia de cultivo (9.21 x 10° células ml™). Las
maximas densidades celulares se observaron al séptimo dia de cultivo, con 42.50 y 37.44 x
10° células ml"' para los cultivos con medio f/2 y fertilizantes agricolas respectivamente.
No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ambos tratamientos.

A nivel garrafén (18 L), la densidad celular inicial promedio fue 5.45 y 4.55 x10°
células ml™! (Tabla V). En este nivel se presentd un crecimiento moderado durante los siete
dias de cultivo tanto para el medio f/2 y los fertilizantes agricolas, registrando valores
maximos en la tasa de crecimiento especifica (p) de 0.59 y 0.49 y valores en las divisiones
por dia (D) de 0.85 y 0.70, al segundo dia para el medio f/2 y al tercer dia para el medio con
fertilizantes agricolas respectivamente (Fig. 1-C). Posteriormente se inicio una fase de
crecimiento lento, la cual se caracteriz6 por una reduccion en la tasa de crecimiento

especifica () y un aumento en el tiempo de duplicacién (TD) (Tabla V). Los valores
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maximos en la produccion diaria (PD) se obtuvieron al cuarto dia para el medio /2 (9.93 x
10° células ml™) en tanto que para el medio con fertilizantes agricolas se alcanzaron al
séptimo dia de cultivo (9.69 x 10° células ml™). La méaxima densidad celular se obtuvo al
séptimo dia de cultivo, 44.51 y 40.24 x 10° células ml™' para los cultivos con medio f/2 y
con fertilizantes agricolas respectivamente. No se encontraron diferencias significativas
(p>0.05) en ambos tratamientos.

En los cultivos a nivel columna (400 L), la densidad celular inicial promedio fue de
1.28 y 1.16 x 10° células ml"' para medio f/2 y fertilizantes agricolas respectivamente. En
este nivel se presentd un crecimiento constante durante las primeras 24 horas (Fig. 1-D),
después inici6 la fase de crecimiento exponencial que comprendié del segundo al cuarto dia
de cultivo, periodo en el cual se registraron las mayores tasas de crecimiento especifico (p)
(0.77 y 0.74) y nimero de divisiones por dia (D) (1.11 y 1.06) para los cultivos con medio
/2 y con fertilizantes agricolas respectivamente. (Tabla VI). Posteriormente se inicio una
etapa de crecimiento lento donde se presento una disminucién paulatina de la tasa de
crecimiento especifica (p), asi como, un aumento en el tiempo de duplicacién (TD). Tanto
en el medio f/2 como en los fertilizantes agricolas los valores maximos en la produccion
diaria (PD) se obtuvieron al cuarto dia 10.02 y 8.01 x 10° células ml" respectivamente. Los
cultivos alcanzaron densidades celulares finales de 39.46 y 34.91 x 10° células ml™ para los
cultivos con medio f/2 y con fertilizantes agricolas, respectivamente. No se encontraron

diferencias significativas (p>0.05) en ambos tratamientos.
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Figura 1. Crecimiento promedio de Porphyridium cruentum cultivada en un volumen de
100 ml (A), 2 L (B), 18 L (C) y 400 L (D) con medio /2 y fertilizantes agricolas
La barra vertical indica el error estandar (n= 3)
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Tabla III. Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y desviaciones estdndar

entre paréntesis estimados de Porphyridium cruentum cultivados en 100 ml
con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas (B). Los pardmetros que describen
el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (W), tiempo de duplicacién
(TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD).

(A)
Tiempo Concentracion 1) D D PD
(dias)  (células ml”' x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml” x 10°)
0 1.56 (0.24)
1 3.27 (0.16) 0.74 0.94 1.06 1.71
2 6.90 (0.24) 0.75 0.92 1.08 3.63
3 1028  (0.43) 0.40 1.75 0.57 3.38
4 1443 (0.39) 0.34 2.04 0.49 4.15
5 1794  (0.12) 0.21 3.33 0.30 3.51
6 1996  (0.19) 0.11 6.66 0.15 2.02
7 2428  (1.38) 0.20 3.57 0.28 4.32
(B)
Tiempo Concentracion 1) TD D PD
(dias) (células ml” x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml" x 10°)

0 1.55  (0.04)
1 251 (0.21) 0.48 1.44 0.69 0.96
2 598  (0.17) 0.87 0.80 1.25 3.47
3 9.85  (0.62) 0.50 1.38 0.72 3.87
4 1344  (0.53) 0.31 2.27 0.44 3.59
5 1638 (0.74) 0.19 3.70 0.27 2.94
6 19.35  (0.38) 0.17 4.16 0.24 2.97
7 2348  (1.41) 0.19 3.70 0.27 4.13
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Tabla IV. Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y desviaciones estandar

entre paréntesis estimados de Porphyridium cruentum cultivados en 2 L. con
medio /2 (A) y fertilizantes agricolas (B). Los pardmetros que describen el
crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (W), tiempo de duplicacién
(TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD).

(A)
Tiempo Concentracion 1) D D PD
(dias) (células ml” x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml’ x 10°)
0 1.20 (0.16) - - - -
1 2.04 (0.03) 0.53 1.31 0.76 0.84
2 3.60 (0.14) 0.57 1.21 0.83 1.56
3 7.62 (0.33) 0.75 0.92 1.08 4.02
4 1448  (0.97) 0.64 1.08 0.92 6.86
5 2400  (1.20) 0.51 1.36 0.73 9.52
6 33.03  (1.67) 0.32 2.17 0.46 9.03
7 4250  (0.58) 0.25 2.77 0.36 9.47
(B)
Tiempo Concentracion ") D D PD
(dias) (células ml” x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml" x 10°)

0 1.10 (0.06) - - - -
1 1.98 (0.14) 0.60 1.16 0.86 0.88
2 3.36 (0.06) 0.53 1.31 0.76 1.38
3 7.42 (0.45) 0.79 0.88 1.13 4.06
4 13.00  (0.30) 0.56 1.25 0.80 5.58
5 19.68  (0.70) 0.42 1.66 0.60 6.68
6 2822  (1.22) 0.36 1.96 0.51 8.54
7 3744  (0.55) 0.28 2.5 0.40 9.22
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Tabla V. Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y desviaciones estdndar

entre paréntesis estimados de Porphyridium cruentum cultivados en 18 L. con
medio /2 (A) y fertilizantes agricolas (B). Los pardmetros que describen el
crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (W), tiempo de duplicacién
(TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD).

(A)
Tiempo Concentracion 1) D D PD
(dias)  (células ml' x 10°) (dias) (dias) (Divdia™®) (células mI’ x 10°%)
0 5.45 (0.35) - - - -
1 6.83 (0.19) 0.23 3.03 0.33 1.38
2 1052 (0.64) 0.59 1.17 0.85 3.69
3 18.16  (1.60) 0.55 1.26 0.79 7.64
4 28.10  (2.02) 0.43 1.61 0.62 9.94
5 33.16  (2.56) 0.17 4.16 0.24 5.06
6 4030  (1.22) 0.19 3.70 0.27 7.14
7 4451  (0.65) 0.10 7.14 0.14 421
(B)
Tiempo Concentracion 1) TD D PD
(dias)  (células ml” x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml" x 10°)

0 5.11 (0.29) - - - -
1 6.04 (0.17) 0.19 3.70 0.27 0.93
2 8.40 (1.37) 0.33 2.12 0.47 2.36
3 1372 (0.56) 0.49 1.42 0.70 5.32
4 19.10  (0.43) 0.33 2.12 0.47 5.38
5 2550  (0.40) 0.29 2.43 0.41 6.40
6 30.54  (0.31) 0.18 4.00 0.25 5.04
7 4024  (0.69) 0.27 2.63 0.38 9.70
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Tabla VI. Densidad celular, pardmetros poblacionales promedio y desviaciones estandar

entre paréntesis estimados de Porphyridium cruentum cultivados en 400

L.

con medio /2 (A) y fertilizantes agricolas (B). Los pardmetros que describen

el crecimiento son: tasa de crecimiento especifico (W), tiempo de duplicaci
(TD), divisiones por dia (D) y produccion diaria (PD).

on

(A)
Tiempo Concentracion 1) D D PD
(dias)  (células ml”' x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml’ x 10°)

0 1.28 (0.05) - - - -

1 2.11 (0.18) 0.50 1.38 0.72 0.83
2 4.34 (0.25) 0.72 0.97 1.03 2.23
3 8.66 (0.76) 0.69 1.01 0.99 4.32
4 18.68  (0.30) 0.77 0.90 1.11 10.02
5 2774 (0.41) 0.39 1.78 0.56 9.06
6 3206  (0.78) 0.15 4.76 0.21 4.32
7 39.46  (0.31) 0.20 3.57 0.28 7.40

(B)
Tiempo Concentracion ") D D PD
(dias) (células ml” x 10°) (dias) (dias) (Divdia™) (células ml" x 10°)

0 1.16 (0.18) - - - -

1 1.92 (0.06) 0.51 1.36 0.73 0.76
2 3.48 (0.07) 0.59 1.17 0.85 1.56
3 7.26 (0.55) 0.74 0.94 1.06 3.78
4 1527  (0.06) 0.74 0.94 1.06 8.01
5 2078  (0.21) 0.31 2.27 0.44 5.51
6 28.25  (0.09) 0.31 2.27 0.44 7.47
7 3561  (0.98) 0.23 3.33 0.30 7.36
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IV.3. Peso seco total y organico

La determinacién de la biomasa celular con relacién al peso seco total y peso seco
orgdnico expresado en pg cél”' durante los siete dias de cultivo en P. cruenfum, en un
volumen de 400 litros con medio f/2 y con fertilizantes agricolas se indica en la Figura 2 y
Tabla VII.

El contenido promedio por dia del peso seco total (pg cél™), muestra una tendencia
similar a la observada con el numero de células, con un aumento durante los primeros dias,
registrandose los valores méximos para el tercer dia de cultivo con 250.8 pg cél™” para el
medio /2 y 308.7 pg cél’! para fertilizantes agricolas, observindose posteriormente una
disminucioén a través del tiempo de cultivo, obteniéndose valores minimos al séptimo dia de
79.4 y 81.7 pg cél-1 para el medio /2 y fertilizantes agricolas respectivamente.

En lo que respecta al contenido de biomasa celular en base a peso seco organico
esta registré su valor maximo al tercer dia con 155.5 pg cél™ en el medio f/2 y 214.5 pg cél’
" en los fertilizantes agricolas, a partir de este momento y durante el resto del periodo del
cultivo, el peso seco orgdnico disminuy6 hasta valores de 49.6 y 50.0 pg cél™' para el medio
f/2 y los fertilizantes agricolas respectivamente (Tabla VII). Al representar los valores de
peso seco organico en porcentaje, éstos variaron del 62.0 al 76.6 % en el medio f/2 y en los
fertilizantes agricolas del 61.2 al 69.5 %.

En el contenido de ceniza se observé un aumento constante durante los primeros
tres dias de cultivo, periodo en el cual alcanzé su valor maximo (dia 3) con 95.3 pg cél” en
el medio f/2 y 94.1 pg cél” en los fertilizantes agricolas, posteriormente se observé una
disminucién hasta valores de 29.7 y 31.7 pg cél’ para el medio f/2 y los fertilizantes

agricolas respectivamente (Tabla VII).
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Al representar los valores de cenizas en porcentaje éste vario del 23.4 al 38.0 % en
el medio f/2 y en los fertilizantes agricolas vari6 del 30.5 al 38.8 %. Al realizar un anélisis
de varianza en el contenido de biomasa celular en base a peso seco total y peso seco
orgdnico se encontraron diferencias significativas (p<0.05) en el medio con fertilizantes
agricolas con respecto a los obtenidos con medio /2, en el porcentaje de ceniza, no se

encontraron diferencias significativas (p>0.05) en ambos tratamientos.

IV.4. Composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos)

El contenido de proteinas, carbohidratos y lipidos de P. cruentum en un volumen de
400 litros con medio f/2 y con fertilizantes agricolas durante siete dias de cultivo se muestra
en la Tabla VIIIA-B y en la Figura 3.

Se puede apreciar que al inicio de los cultivos, la concentracion promedio de
proteinas por unidad celular presenté sus méximos valores en ambos medios de cultivo,
(Tabla VIIIA-B). Después de este periodo y hasta el final del experimento, el contenido de
proteinas disminuyé en ambos medios de cultivo, hasta registrar valores de 6.6 y 6.1 pg de
proteina por célula para el medio f/2 y para los fertilizantes agricolas respectivamente. A
través de una andlisis de varianza se demostré que no hubo diferencias significativas
(p>0.05) en el contenido de proteinas entre los medios de cultivo.

El contenido de carbohidratos, se puede apreciar en la Figura 3-B. El mayor
contenido de carbohidratos por unidad celular se registré las primeras 72 horas de cultivo
con valores de 38.8 - 20.1 y 42.2 - 24.8 pg cél” para el medio f/2 y para los fertilizantes
agricolas respectivamente. A partir de este momento y durante el resto del periodo del

cultivo el contenido de carbohidratos fue disminuyendo en ambos tratamientos, hasta llegar
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a valores minimos de 6.0 y 6.1 pg cél™ al séptimo dia cultivo para el medio /2 y para los
fertilizantes agricolas respectivamente (Tabla VIIIA-B). En ambos medios de cultivo no se
encontraron en el contenido de carbohidratos diferencias significativas (p>0.05).

El contenido de lipidos, se indica en la figura 3-C y Tabla VIIIA-B, al igual que el
contenido de proteinas y carbohidratos, los lipidos registraron su mayor concentraciéon por
unidad celular las primeras 72 horas de cultivo, con valores de 8.7 - 5.5y 10.1 - 5.9 pg cél’!
para el medio f/2 y para los fertilizantes agricolas respectivamente.

Después el contenido de lipidos disminuyo en ambos medios de cultivo, hasta
registrar valores en la concentracién de 4.2 y 4.2 pg cél” para el medio f/2 y para los
fertilizantes agricolas respectivamente, posteriormente se registr6 un aumento en el
contenido de este constituyente celular durante la fase final del cultivo con valores en el
contenido de lipidos de 5.1 y 5.2 pg cél” para el medio /2 y para los fertilizantes agricolas
respectivamente. En ambos tratamientos no se encontraron diferencias significativas

(p>0.05) en el contenido de lipidos.
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Tabla VII. Contenido promedio de peso seco total (PST), peso seco orgdnico (PSO)
expresado en pg cél' en Porphyridium cruentum cultivada en 400 L con
medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas (B). La desviacion estdndar se incluye
entre paréntesis.

(A)
PST PSO PSO Cenizas Cenizas
Dia (pgcél)  (pg cél™) % (pg cél™) %
196.8 150.8 76.6 459 23.4
1 (3.75) (10.87) (6.22) (12.60) (6.22)
179.6 118.6 66.0 61.0 34.0
2 (18.60) (18.95) (13.66) (28.97) (13.66)
250.8 155.5 62.0 95.3 38.0
3 (22.95) (13.13) (0.57) (9.88) (0.57)
181.1 124.0 68.5 57.1 31.5
4 (37.08) (22.57) (7.51) (22.79) (7.51)
111.5 70.6 63.3 40.8 36.6
5 5.21) (6.91) (6.45) (8.25) (6.45)
112.1 72.4 64.6 39.7 35.4
6 (14.78) (7.07) (4.64) (9.78) (4.64)
79.4 49.6 62.5 29.7 37.5
7 (7.53) (10.31) (7.99) (3.7 (7.99)
B)
PST PSO PSO Cenizas Cenizas
Dia (pgcél)  (pgcélM) % (pg cél™) %
213.9 147.9 69.2 65.9 30.8
1 (0.83) (2.82) (1.10) (2.16) (1.10)
227.4 156.8 69.0 70.5 31.0
2 47.12) (30.08) (7.40) (24.66) (7.40)
308.7 214.5 69.5 94.1 30.5
3 (20.84) (11.34) (1.22) (9.84) (1.22)
218.2 135.3 62.0 82.9 38.0
4 (0.74) (3.17) (1.64) (3.84) (1.64)
172.5 116.0 67.3 56.5 32.7
5 (19.98) (17.07) (2.49) (4.38) (2.49)
118.0 72.2 61.0 45.8 38.8
6 (2.41) (3.78) (2.25) (2.23) (2.25)
81.7 50.0 61.2 31.7 38.7

7 (2.38) (4.87) (4.13) (2.48) 4.13)
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Figura 3. Contenido promedio de proteinas (A), carbohidratos (B) y lipidos (C) en
Porphyridium cruentum cultivada en 400 L con medio /2 y fertilizantes
agricolas. La barra vertical indica el error estdndar (n=3)
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Tabla VIII. Composicion proximal (proteinas, carbohidratos y lipidos) de Porphyridium
cruentum cultivada en 400 L con medio f/2 (A) y fertilizantes agricolas (B)
expresada en pg cél”. La desviacién estdndar se incluye entre paréntesis.

(A)

Dia Proteinas Carbohidratos Lipidos
(pgeél)  (pgedl)  (pgedl’)

1 43.6 38.8 8.7
(3.61) (3.53) 0.81)
2 30.9 27.0 6.1
(4.56) (1.57) (0.27)
3 26.4 20.1 55
(2.06) (1.51) (0.69)
4 20.6 12.2 4.2
(1.37) (0.20) (0.07)
5 11.3 7.3 4.3
(0.34) (0.54) (0.06)
6 9.7 6.1 5.0
(1.35) (0.15) (0.12)
7 6.6 6.0 5.1
(0.19) (0.05) (0.05)
B)

Dia Proteinas Carbohidratos Lipidos
(pgedl)  (pgedl)  (pgeél)

1 46.2 422 10.1
(2.10) (1.35) (1.10)
2 36.2 34.7 6.6
(1.75) (1.10) 0.31)
3 30.0 24.8 5.9
(4.57) (1.63) (0.44)
4 17.8 12.7 4.2
(0.10) (0.15) (0.02)
5 15.2 7.7 4.3
(0.50) (0.12) (0.04)
6 9.1 6.3 5.0
(0.56) (0.10) (0.02)
7 6.1 6.1 52

(0.69) (0.08) (0.09)
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IV.5 Consumo de nutrientes (Nitratos y Fosfatos)

La concentracién residual de NO'3 y POy 3 ", durante los siete dias de cultivo en P.
cruentum en un volumen de 400 litros con medio f/2 y con fertilizantes agricolas se puede
observar en las Figuras 7-A y 7-B, respectivamente.

Los cultivos iniciaron con concentraciones de NO'3 de 883 uM para el medio /2,
mientras que los cultivos con fertilizantes agricolas iniciaron con 882 uM de NH4NO; de
los cuales 441 uM se encuentran en forma de NO;

La concentracion residual de NO'; disminuye desde el primer dia de cultivo y hasta
el final del experimento llegando a una concentracion residual de 90.4 uM para el NO3
residual en el medio f/2 y de 105.7 uM en el medio con fertilizantes agricolas.

En lo que respecta al consumo de nitratos (uM dia™') este fue mayor durante el
periodo que comprende del segundo (160.5 pM dia™) al sexto dia (103.1 uM dia™") para el
medio f/2. En contraste el mayor consumo de nitratos para el medio con fertilizantes
agricolas comprendi6 del segundo (54.3 uM dia™) al quinto dia (99.4 uM dia™) (Tabla IX-
A).

En el consumo acumulado de nitratos (UM dl’a'l) se observo la tendencia a aumentar
conforme transcurre el tiempo de cultivo, registrando una variacién del 20.0 pM dia™ al
792.7 uM dia™ en el medio /2, mientras que en los fertilizantes agricolas presenté una
variacién del 12.7 pM dia™ al 335.2 uM dia™.

Al representar el consumo acumulado de nitratos en porcentaje, el medio f/2 registra
una variacion del 2.2 % (dia 1) hasta un 89.7 % para el séptimo dia de cultivo, en tanto que

el medio con fertilizantes agricolas muestra una variacion del 2.8 % (dia 1) al 71.4 % en el
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séptimo dia del cultivo. No Se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el
consumo acumulado de nitratos expresado en porcentaje.

En lo que respecta al fosfato, los cultivos iniciaron con concentraciones de POy > de
36.3 uM dia’ para el medio f/2 mientras que los cultivos con fertilizantes agricolas
iniciaron con 39.4 pM dia”'. La diferencia en la concentracién inicial, no fue significativa
(p>0.05).

La concentracién residual de PO, 3 disminuy6 desde el primer dia de cultivo, los
valores iniciales tanto para medio f/2 (28.9 uM dia™) como para los fertilizantes agricolas
(32.2 uM dia™) disminuyeron hasta 12.7 y 10.5 pM dia™ al séptimo dia para el medio
respectivamente (Tabla X A-B).

Asimismo el consumo de fosfatos (uM dia™') fue mayor durante el periodo que
comprende del primer dia (7.3 uM dia”) al cuarto dia de cultivo (3.3 pM dia™) para el
medio {/2, en tanto que para el medio con fertilizantes agricolas comprendio del primer dia
(7.2 WM dl’a'l) al quinto dia de cultivo (4.4 uM dl’a'l).

El consumo acumulado de fosfatos (uM dl’a'l) tiene la tendencia a aumentar
conforme transcurre el periodo de cultivo, registrando una variacién del 7.3 pM dia™ al
23.3 uM dia” en el medio f/2, mientras que en los fertilizantes agricolas varia del 7.2 uM
dia™ al 28.7 uM dia™ (Tabla X A-B).

Al representar en porcentaje el consumo acumulado uM dia™ de fosfatos el medio
/2 registra una variacion del 20.1 % hasta un 64.1 % para el séptimo dia de cultivo, en
tanto que el medio con fertilizantes agricolas muestra una variacion del 18.2 % al 72.7 %
para el séptimo dia de cultivo. No encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el

consumo acumulado pM dia™ de fosfatos en ambos medios de cultivo.



Figura 4. Concentracion residual promedio [(®) medio f/2 (o) fertilizantes agricolas] y
consumo diario promedio [(A) medio f/2 (A) fertilizantes agricolas] de nitratos
(A) y fosfatos (B) en Porphyridium cruentum cultivada en 400 L. La barra
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Tabla IX. Concentracién residual promedio y consumo diario promedio de nitratos en
Porphyridium cruentum cultivada en 400 L con medio f/2 (A) y fertilizantes
agricolas (B).

(A)
Dia Concentracion Consumo Consumo Consumo
Residual (M dia'l) Acumulado Acumulado
(uM dia™) (M dia')  (uMdia™)
%
0 883.0 - - -
1 863.1 20.0 20.0 2.2
2 702.5 160.5 180.5 20.4
3 534.4 168.0 348.6 394
4 398.1 136.3 484.9 54.9
5 234.4 163.7 648.7 73.4
6 131.3 103.1 751.8 85.1
7 90.4 40.8 792.7 89.7
(B)
Dia Concentracion Consumo Consumo Consumo
Residual (uMdia") Acumulado Acumulado
(uM dia™) (uM dia™)  (uM dia™)
%
0 441.0 - - -
1 428.2 12.7 12.7 2.8
2 373.9 54.3 67.0 15.1
3 325.4 48.5 115.6 26.2
4 290.7 34.6 150.2 34.0
5 191.3 99.4 269.6 56.6
6 130.8 40.4 310.1 65.7
7 105.7 25.1 335.2 71.4
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Tabla X. Concentracion residual promedio y consumo diario promedio de fosfatos en
Porphyridium cruentum cultivada en 400 L con medio f/2 (A) y fertilizantes
agricolas (B).

(A)
Dia Concentracion Consumo Consumo Consumo
Residual (M dia'l) Acumulado Acumulado
(uM dia™) @M dia')  (uM dia™)
%
0 36.3 - - -
1 28.9 7.3 7.3 20.1
2 24.8 4.0 11.3 31.1
3 20.4 4.4 15.7 43.2
4 17.1 3.3 19.0 52.3
5 14.9 2.2 21.2 58.4
6 13.5 1.4 22.6 62.2
7 12.7 0.7 23.3 64.1
(B)
Dia Concentracion Consumo Consumo Consumo
Residual (uMdia") Acumulado Acumulado
(uM dia™) (M dia')  (uMdia™)
%
0 394 - - -
1 322 7.2 7.2 18.2
2 28.2 4.0 11.2 28.3
3 22.3 5.8 17.0 43.0
4 17.9 4.4 214 54.2
5 13.5 4.4 25.8 65.3
6 11.2 2.2 28.0 70.9
7 10.5 0.7 28.7 72.7
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IV.6. Contenido de clorofila a y carotenoides totales

El contenido promedio de clorofila @ se muestra en la Figura 5-A y Tabla X-A,
durante el periodo de cultivo la concentracién de clorofila a varié de 4.5 a 8.6 pg cél™ en el
medio f/2, mientras que en el cultivo con fertilizantes agricolas present6 valores de 4.4 a
7.6 pg cél”'. En ambos medios de cultivo (medio /2 y fertilizantes agricolas) el contenido
de clorofila a por célula aumenté durante las primeras 72 horas. A partir de este momento y
durante el resto del periodo del cultivo el contenido de este pigmento fue disminuyendo en
ambos tratamientos, hasta llegar a valores minimos de 4.5 y 4.4 pg cél” al séptimo dia
cultivo para el medio f/2 y para los fertilizantes agricolas respectivamente. (Tabla XI-A).
No hubo diferencias significativas (p>0.05) en la concentracion de clorofila a por célula en
el medio /2 y fertilizantes agricolas.

El contenido promedio de carotenoides totales se muestra en la Figura 5-B y en la
Tabla X-B. Los de carotenoides totales mostraron una tendencia a aumentar su contenido
durante los primeros dias de cultivo, registrando su maximo contenido (4.3 pg cél” para
medio f/2 y 2.3 pg cél’! para los fertilizantes agricolas) al tercer dia. A partir de este
momento y durante el transcurso del cultivo su contenido fue disminuyendo lentamente,
hasta llegar a valores de 2.3 y 1.2 pg cél' para medio /2 y fertilizantes agricolas
respectivamente al séptimo dia cultivo (Tabla XI-B). En la concentraciéon de carotenoides
totales por célula en medio f/2 y fertilizantes agricolas se registraron diferencias

significativas (p<0.05).
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Figura 5. Contenido promedio de Clorofila a (A) y carotenoides totales (B) en

Porphyridium cruentum cultivada en 400 L con medio /2 y fertilizantes
agricolas. La barra vertical indica el error estdndar (n=3).
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Tabla XI. Contenido promedio de Clorofila a (A) y carotenoides totales (B) en
Porphyridium cruentum cultivada en 400 L con medio f/2 y fertilizantes
agricolas. La desviacion estandar se incluye entre paréntesis.

(A)
Dia Medio /2 Fertilizantes
agricolas

pg cél! pg cél”!

1 4.6 5.1
(0.73) (0.27)

2 7.8 6.5
(0.50) (3.10)

3 8.6 7.6
(3.05) (1.23)

4 5.1 5.9
(0.31) (0.24)

5 5.0 5.5
(0.24) (0.12)

6 4.9 4.8
(0.85) (0.51)

7 4.5 4.4
(0.43) (0.40)

(B)
Dia Medio /2 Fertilizantes
agricolas
pg cél’! pg cél’!

1 2.9 1.1
(1.96) (0.26)

2 4.3 2.2
(2.45) (0.54)

3 4.3 2.3
(0.24) (0.31)

4 3.1 1.8
(0.38) (0.13)

5 3.1 1.6
(0.49) (0.03)

6 2.7 1.3
(0.46) (0.20)

7 2.3 1.2
(0.30) (0.30)
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IV.7 Contenido de ficoeritrina

El contenido promedio de ficoeritrina se muestra en la Figura 6 y Tabla XII, durante
el periodo de cultivo la concentracién de ficoeritrina vari6 de 1.1 a 5.4 pg cél” en el medio
f/2, mientras que en el cultivo con fertilizantes agricolas presenté valores de 0.9 a 4.5 pg
cél’. En la concentracién de ficoeritrina se observé un comportamiento similar a la
clorofila a, es decir, estd mostré una tendencia a aumentar su concentraciéon durante los
primeros dias de cultivo, registrando su mayor concentracion al tercer dia en ambos medios
de cultivo. A partir de este momento y durante el resto del periodo del cultivo el contenido
de este pigmento disminuyo, hasta llegar a valores de 2.5 y 2.1 pg cél”' para medio f/2 y
fertilizantes agricolas al séptimo dia de cultivo respectivamente. En la concentracién de
ficoeritrina por célula entre medio /2 y fertilizantes agricolas no se registraron diferencias

significativas (p>0.05).
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Figura 6. Contenido promedio de ficoeritrina en Porphyridium cruentum cultivada en 400 L
con medio /2 y fertilizantes agricolas. La barra vertical indica el error estdndar
(n=3).

Tabla XII. Contenido promedio de ficoeritrina en Porphyridium cruentum cultivada en 400
L con medio {/2 y fertilizantes agricolas. La desviacion estdndar se incluye entre

paréntesis
Dia Medio f/2 fertilizantes
agricolas

pg cél’! pg cél’!

1 1.1 0.9
(0.02) (0.04)

2 1.8 1.7
(0.14) (0.06)

3 54 4.5
(0.42) (0.24)

4 4.2 2.8
(0.29) (0.18)

5 3.4 2.6
(0.20) (0.16)

6 2.8 2.5
(0.10) (0.07)

7 2.5 2.1

(0.09) (0.06)
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V. DISCUSION

Entre los principales factores que influyen en la calidad y la cantidad celular de las
microalgas, figuran la temperatura, la irradiancia, la salinidad, el pH y la limitaciéon de
nutrientes (Sommer, 1997). El origen y la concentracién de nutrientes en el medio de
cultivo, son factores que influyen directamente en el crecimiento, composicién celular,

contenido de clorofila, asi como en el rendimiento final (Valenzuela-Espinoza, 1997).

Durante el desarrollo del presente trabajo la temperatura promedio de los cultivos se
mantuvo dentro del intervalo de las temperaturas promedio (20-25 °C) reportadas como
Optimas para el cultivo de especies de este genero (Vonshak et al., 1985) debido a lo cual se
considera que la temperatura no tuvo una influencia directa en el cultivo de P. cruentum, de
la misma manera la salinidad se mantuvo en niveles 6ptimos .

Con relacién a la irradiancia, se ha reportado que esta especie crece en un amplio
espectro de luz (Vonshak et al., 1985), por lo tanto en el presente trabajo se mantuvo una
irradiancia constante de 150 a 1000 pmol quanta m” s”. Sin embargo, cambios en la
irradiancia al interior de los cultivos pudieron haberse presentado en los niveles de 18 y 400
litros por el efecto del autosombreado debido a la densidad celular, influyendo
posiblemente en la composicion bioquimica de la microalga.

El pH de los cultivos en todos los niveles se mantuvieron entre 7.0 y 8.7, por lo
tanto esta variable se mantuvo en el intervalo optimo (7.7-8.9). Los cambios en los valores
del pH estuvieron asociados al crecimiento microalgal, y a la actividad fotosintética, lo que
ocasiona un incremento en el consumo de carbono y una disminucion de la concentracion
de CO; en el medio y por consiguiente un aumento en el pH. La mayor parte del carbono

inorgénico que esta disponible para el crecimiento algal esta en forma de bicarbonato,
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cuando el carbono del HCO;' es utilizado para la fotosintesis algal, una parte del COs> que
se encuentra en el medio toma protones del agua para formar HCOj; con el objeto de
compensar la disminucién de su concentracion, este proceso equilibra al medio, donde
debido a la liberacién de iones OH™ el pH se incrementa, mientras la concentracién de
carbono inorgédnico disminuye (Uusitalo, 1996). Resultados similares han sido observados
en cultivos de Rhodomonas sp. y en diatomeas benténicas en los cuales el pH se
incrementd conforme transcurrié el tiempo de cultivo (Lafarga-De la Cruz, 2000, Rojo-
Salazar, 2002).

Al comparar el crecimiento de P. cruentum con el medio constituido con
fertilizantes agricolas y el medio f/2 en distintos volimenes de cultivo (100 ml, 2 L, I8 L'y
400 L) se observaron concentraciones celulares similares durante los siete dias de cultivo;
esto indica que el medio de cultivo con fertilizantes no afect6 la tasa de crecimiento de P.
cruentum, debido a que en ambos medios y en los diferentes volumenes de cultivo,
presentaron una fase de crecimiento exponencial y una fase de crecimiento lento el cultivo.
Esto se debi6 a que las variables fisico-quimicas (Anexo C) y los nutrientes disueltos en el
medio no fueron limitantes. Fue en la fase de crecimiento exponencial donde se observo
que las células se duplican sucesivamente y donde se registraron las mayores tasas de
crecimiento especifico (W), asi como el mayor nimero de divisiones por dia (D),
observaciones similares en el ciclo de crecimiento han sido reportadas por Valenzuela-
Espinoza (1997) en cultivos de Isochrysis aff. galbana, en Rhodomonas sp. por Lafarga de
la Cruz (2000), en diatomeas benténicas (Rojo-Salazar, 2002; Montes-Macias, 2004) y en

Thalassiosira pseudonana por Gonzalez-Muiioz (2004).
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Las divisiones por dia (D) 1.11-1.06 y la tasa de crecimiento (u) 0.77-0.74
obtenidas en el nivel de columna, en medio {/2 y fertilizantes agricolas respectivamente,
son superiores a los obtenidos por Cohen et al. (1988) quienes reportan valores entre 0.65 y
0.98 divisiones por dia (D) en P. cruentum, con irradiancias de 60 a 150 pmol quanta m>
s', asi mismo Sada er al. (1989), encuentran que el nimero de divisiones por dia (D) en P.
cruentum fue 0.27 y 0.85 bajo condiciones de irradiancia de 40 a 180 pumol quanta m?s',
en tanto que Friedman et al. (1991) sefialan que las divisiones por dia (D) en Porphyridium
sp. bajo condiciones de irradiancia de 75, 150 y 300 pmol quanta m™~s', fueron 1.00, 1.00 y
0.50 respectivamente, por su parte, Dermoun y Chaumont (1992) reportan en P. cruentum

valores de divisiones por dia (D) de 0.82 y 1.11 en irradiancias de 64 a 367 pmol quanta m’

s'.

Con base en los resultados obtenidos en este estudio se demostré que la fuente y
concentracién de elementos que conformaron el medio con fertilizantes agricolas, reuni
los requerimientos de sales inorgdnicas necesarias para promover el crecimiento de P.
cruentum, asimismo este medio puede sustituir al medio f/2 en los volimenes pequefios que
tradicionalmente se emplean para el mantenimiento de la cepa, asi como para la produccion
de in6culo para grandes volimenes de cultivo. Lo cual reduciria considerablemente el costo
asociado al uso de nutrientes para el cultivo de esta especie.

Respecto a la composicion bioquimica de P. cruentum los contenidos de de
proteinas, carbohidratos y lipidos, fueron mas elevados al inicio del periodo de cultivo, en

ambos tratamientos, esto se debié a que la poblacion algal (garrafén) usada como inoculo

se encontraba en una fase de crecimiento lento, durante la cual las células viables
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permanecen metabdlicamente activas contindan fijando carbono lo cual ocasiona que
continden acumulando carbohidratos y lipidos. Brown et al. (1997) consideran que estos
cambios se relacionan con la fase de cosecha y las condiciones de cultivo. En el presente
trabajo como se habia mencionado anteriormente el mayor contenido de proteinas se
encontré durante las primeras 72 horas (43.6-26 y 46.2-30 pg cél™") para el medio f/2 y
fertilizantes agricolas respectivamente, posteriormente en la fase de crecimiento
exponencial definida coincide con el periodo de disminucién en los constituyentes
bioquimicos, esta disminucién es producto de la divisién celular de P. cruentum, los
resultados en el contenido de proteinas en el medio con fertilizantes agricolas son similares
a los encontrados por Valenzuela-Espinoza (1997) en cultivos de Isochrysis aff galbana.
Asimismo, Gracida-Valdepefia (1999) y Simental-Trinidad (1999) reportan resultados
similares en cultivos de diatomeas bentdnicas. Los resultados obtenidos en este estudio
confirman la hipétesis que la fuente y concentraciéon de nutriente del fertilizante agricola
producen la misma biomasa y cantidad de proteina que el medio /2.

En relacién al contenido de carbohidratos, la tendencia en su contenido fue similar
al contenido protéico, es decir, registraron su mayor contenido durante las primeras 72
horas (38.8-20.1 y 42.2-248 pg cél') para medio f/2 y fertilizantes agricolas
respectivamente, el aumento en el contenido de carbohidratos en las células recién
transferidas del inoculo anterior puede deberse a la recuperacion de la capacidad
fotosintética y se relaciona con el consumo de nutrientes asi como un incremento en la tasa
especifica de crecimiento (u).

En lo que respecta al contenido de lipidos, registran una tendencia similar a las

proteinas y los carbohidratos, al final de la fase de crecimiento exponencial se expres6 un



50

ligero incremento. La relacion inversa entre la tasa de crecimiento y el contenido de lipidos,
indica que las células acumulan lipidos como compuestos de reserva. Lafarga de la Cruz
(1997), encontré un comportamiento similar, en cultivos de Rhodomonas sp. en medio /2
donde todos los constituyentes celulares disminuyen durante la fase exponencial, mientras
que en la fase de crecimiento lento disminuyen la proteinas y aumentan los lipidos.

Los resultados indican que la composiciéon bioquimica de P. cruentum, esta
relacionada con la fase de crecimiento del cultivo o con el medio del cultivo, ademas los
datos muestran que no hay una relacion directa en el consumo de nutrientes y el contenido
de constituyentes bioquimicos, lo cual se atribuye a que la velocidad de incorporacion de
nutrientes es mayor que la velocidad de la sintesis los componentes bioquimicos.

El contenido promedio de ceniza fue menor al inicio de los cultivos sin embargo,
tendieron a aumentar o a mantenerse constantes durante el transcurso del cultivo, asimismo,
estos porcentajes de ceniza obtenidos (27 al 38%) muestran valores mayores con relacion a
los obtenidos por otros autores en P. cruentum. Ginzberg et al. (2000) obtuvieron valores
del 10%, en contraste, Rebolloso et al. (2000) y Bermejo et al. (2002) reportan valores del
20%.

En general, los componentes bioquimicos principales fueron las proteinas (18%),
seguidos por los carbohidratos (15%) y los lipidos (6%) tanto para las microalgas
cultivadas en medio f/2 asi como para los fertilizantes agricolas. Estos valores no
concuerdan con los resultados mostrados por otros autores para P. cruentum. Rebolloso et
al. (2000) reportaron valores promedio de proteinas 34%, carbohidratos 32% vy lipidos
6.5%, por otra parte, Bermejo et al. (2002) obtuvieron valores promedio de proteinas 35%,

carbohidratos 33% vy lipidos 6%, en contraste Ginzberg et al. (2000) reportan valores
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promedio de proteinas 15%, carbohidratos 65% y lipidos 10%. Las discrepancias con estos
trabajos, quizds estén asociadas a las distintas condiciones de cultivo asi como a los
métodos empleados para la determinacién de los constituyentes.

El determinar el consumo de nutrientes en cultivos de microalgas es importante, ya
que explica la respuesta fisioldgica de las células en el medio de cultivo, asimismo, permite
conocer el consumo de nutrientes de acuerdo a la tasa de crecimiento celular y produccion
de biomasa en los cultivos.

En relacién al consumo de nitrato, se observo que la concentracion residual de este
compuesto en ambos medios de cultivo disminuye conforme transcurre el tiempo de
experimentacion, manteniendo una relacion inversa al crecimiento, sin embargo el consumo
acumulado, aumenta mostrando un comportamiento similar al crecimiento celular.

Durante los primeros tres dias el consumo acumulado de nitrato en el medio {/2 fue
solo de 348.6 uM, en cambio para los dias restantes se increment6 hasta llegar a valores de
792.7 uM al séptimo dia de cultivo. El medio formulado con fertilizantes agricolas cuenta
con dos fuentes de nitrégeno (nitrato y amonio)y se observo que en el consumo de nitrato
durante los primeros tres dias fue 115.6 pM, en cambio para los dias restantes se
incremento hasta 335.3 uM al séptimo dia de cultivo, esto puede explicarse por la
preferencia de las microalgas por la otra fuente de nitrégeno contenida en el medio
(amonio) debido al menor costo energético para su consumo, asimismo se ha demostrado
que el consumo de nitrato es minimo en presencia del amonio, debido a que la nitrato
reductasa no se encuentra activa mientras el amonio este presente y la nitrato reductasa se

activa cuando las células agotan el amonio del medio de cultivo (Syrett, 1981).
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De la misma forma que el nitrato, la concentracién residual de fosfato en ambos
medios de cultivo mostraron una relacion inversa al crecimiento, durante las primeras 24
horas el consumo acumulado fue 7.3 UM y 7.2 uM para medio /2 y fertilizantes agricolas
respectivamente, durante este periodo las células estuvieron adaptidndose al nuevo medio de
cultivo y probablemente utilizaron sus reservas enddgenas acumuladas en granulos
citoplasmaticos (Fogg y Take, 1987). Después del primer dia y hasta el final del
experimento el consumo acumulado de fosfato se incrementé hasta llegar a valores de 23.3
uM y 28.7 uM al séptimo dia de cultivo para medio f/2 y fertilizantes agricolas
respectivamente, esto nos indica que esta Rhodophyta tiene la capacidad de emplear tanto
el fosfato monobdsico de sodio del medio f/2 asi como el pentéxido de fésforo del medio
con fertilizantes agricolas.

Al relacionar las curvas de crecimiento de P. cruentum, con el consumo de fosfato
en ambos medios de cultivo, se encontrd, que después del quinto dia la tasa de crecimiento
especifica (u), el contenido de proteinas y carbohidratos disminuyen, en tanto que el
contenido de lipidos comienzan a aumentar al final del periodo de cultivo, tanto en el
medio f/2 como en el medio con fertilizantes agricolas, esto sugiere que las reservas
endogenas acumuladas regulan directa o indirectamente la tasa de crecimiento de P.
cruentum, en cambio cuando hay condiciones limitantes de fosfato, no hay division celular,
sin embargo hay un aumento en el volumen celular, donde reservas endégenas son
encausadas a la sintesis de proteinas (Rhee, 1974).

Por otro lado, la concentraciéon total de pigmentos puede ser modificada por
variables ambientales como la irradiancia, la longitud de onda de la luz y la concentracion

de nitrégeno, (Kirk, 1994). La clorofila a es uno de los componentes celulares que se
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utilizan como un indice confiable para estimar la biomasa microalgal. En el presente
estudio, en ambos tratamientos el contenido de clorofila a, carotenoides totales y
ficoeritrina aumento los primeros dias de cultivo y fue en este periodo donde se encontr6 el
mayor contenido de estos pigmentos (8.6, 7.6 y 5.4 pg cél’) y (4.3, 2.3 y 2.8 pg cél™). Del
cuarto al séptimo dia de cultivo, su contenido disminuyo, la reduccién en el contenido de
los pigmentos celulares, se considera un proceso de regulacion del aparato fotosintético
para obtener un balance entre la ganancia de luz y la demanda de energia necesaria para
mantener el crecimiento algal, este comportamiento ha sido observado en otras especies de
fitoplancton marino (Lopez-Muifioz et al., 1992; Lafarga-De la Cruz, 2000; Gonzilez-
Muiioz, 2004). Asimismo, la tendencia a disminuir su contenido celular esta asociado con
la disminucién en la disponibilidad de nitrégeno y fosfato en el medio, ya que en varios
grupos microalgales (especialmente la cianobacterias y algas rojas) la disminucién de
nutrientes provoca un descenso en el contenido pigmentario y en la tasa de fotosintesis
(Kost et al., 1984).

Los resultados en el contenido de clorofila a, carotenoides totales y ficoeritrina de
P. cruentum con una irradiancia de 1000 pmol quanta m™ s obtenidos en el presente
estudio tanto con medio f/2 y fertilizantes agricolas, son superiores a los reportados por
Friedman et al. (1991) en Porphyridium sp. y Porphyridium aerigineum quienes reportan
concentraciones de 0.3 y 1.1 pg cél”" de clorofila a, carotenoides totales de 0.2 y 0.5 pg cél™
y de ficoeritrina de 2.0 y 2.7 pg cél bajo condiciones de irradiancia de 75, 150 y 300 pmol
quanta m™ s', asi mismo Bermejo et al. (2002) obtuvieron concentraciones de 0.6 pg cél”!
de clorofila a, carotenoides totales de 0.1 pg cél’! y de ficoeritrina de 2.0 pg cél’ en

Porphyridium cruentum, bajo condiciones de irradiancia de 180 pmol quanta m?s', en
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cambio al comparar los resultados de este estudio con los citados por Rebolloso et al.
(2000), observamos que los valores en el contenido de clorofila a (21.3 pg Cél'l), en
carotenoides totales (10.2 pg cél™) y en ficoeritrina (20.2 pg cél™) son mayores a los aqui
expuestos.

Las diferencias del contenido de clorofila a, en carotenoides totales y en la
ficoeritrina obtenidos en este trabajo con los autores antes mencionados pueden deberse a la
cantidad y calidad del in6culo, a la irradiancia, asi como a la concentraciéon y forma
quimica de nutrientes en el medio, los cuales pueden afectar la produccion de este pigmento
(Whyte, 1987).

Conforme a los resultados obtenidos en el presente trabajo, el medio de cultivo con
fertilizantes agricolas produjo una biomasa celular y pardmetros poblacionales similares a
las obtenidas con el medio f/2 de Guillard (1975), obteniendo también una composicion
proximal similar, por lo que podria ser una opcién alternativa en el cultivo de esta
microalga.

Estos resultados confirman que el uso de los fertilizantes agricolas en la elaboracién
de medios de cultivo para la produccion masiva de P. cruentum. disminuye

considerablemente los costos de produccién que implica su cultivo.
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VI. CONCLUSIONES.

* La biomasa microalgal obtenida en el medio constituido por fertilizantes agricolas es

similar a la producida en medio /2 para el mismo periodo de cultivo.

* La fuente y concentracién de nutrientes de los fertilizantes agricolas no causaron
cambios importantes en la composicion proximal de P. cruentum durante los siete dias

de cultivo.

* El andlisis del consumo de nutrientes mostr6 que no hubo limitacion de nitratos y

fosfatos durante siete dias de cultivo.

* El contenido de clorofila a, carotenoides totales y ficoeritrina en el cultivo basado en
fertilizantes agricolas es similar al obtenido en medio {/2 para el mismo periodo de

cultivo.

* El costo de produccion se reduce aproximadamente un 40% al utilizar el medio con

fertilizantes agricolas.
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Tabla XIII Compuestos y concentracion de nutrientes para preparar el medio {/2 de
Guillard (1975) y el medio con fertilizantes agricolas descrito Valenzuela-
Espinoza et al. (1999).

Medio F/2 Fertilizante Agricola

Nutrientes Cant. Conc. Nombre Nutrientes Cant. Conc.

mayores pMolar Comercial mayores pMolar

NaNO, 75 mg 883 Fertimex NH,NO, 36.8mg 882

NaH,PO, 5mg 36.3 Subdury PO, 5.6mg 394

Na,SiO, 30 mg 107 Penta Na, SiO, 30 mg 107
silicato

Metales Metales

traza traza

Na,EDTA  4.36 mg 11.7 KGRO Fe-EDTA 5.4mg 5.51

FeCl, 3.15mg 11.7 KGRO Fe-no quelado 70.7mg  1265.8

CuSO, 0.01 mg 0.04 KGRO CuSO, 2.0mg 13.92

ZnSO, 0.022mg  0.08 KGRO ZnSO, 1.09mg 6.75

Co(l, 0.01 mg 0.05 KGRO MnSO, 1.09mg  8.07

Mn(Cl, 0.18 mg 0.9 KGRO Sulfatos 45.84mg 1429.6

Na,MoO, 0.006 mg 0.03

Vitaminas Vitaminas

B, 0.5ug B, 0.5ug

Biotina 0.5ug Biotina 0.5ug

Tiamina 0.1mg Tiamina 0.1mg
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Anexo B Variables fisico-quimicas

Tabla XIV. Variables fisicos quimicas en los cultivos de Porphyridium cruentum cultivada
en Fernbach (2 L) Garrafén (18 L) y Columna (400 L) con medio /2 (A) y
fertilizantes agricolas (B).

A)
Fernbach Garrafén Columna
Dia T°C pH S%o T°C pH S%o  T°C pH S%o
1 21 7.0 34 225 8.4/75 34 22 7.5 34
2 21 7.7 34 21 8.7/13 34 21 8.0//7.4 34
3 21 8.5/70 34 21 8.5/6.9 34 21 8.3/75 34
4 215 84/72 34 215 8.5/12 34 20.5 8.3/7.6 34
5 21 8.5/72 34 21 8.7/72 34 20.5 8.2/72 34
6 21 8.7/7.0 34 21 8.5/7.1 34 20.5 8.2/74 34
7 21 8.7/7.0 34 21 8.4/7.0 34 20 8.0/73 34
(B)
Fernbach Garrafon Columna
Dia T°C pH S%o T°C pH S%e  T°C pH S%o
1 21 7.0 34 225 8.1/7.0 34 21.5 7.5 34
2 21 7.6 34 20 8.4/7.0 34 21 8.0/74 34
3 21 8.2/69 34 20 8.5/69 34 20.5 8.1/7.5 34
4 21.5 8.0/7.0 34 215 8.6/70 34 20.5 8.1/7.1 34
5 21 8.1/7.0 34 21 8.5/7.0 34 20.5 8.2/7.1 34
6 21 8.1/7.0 34 21 8.6/7.0 34 20 8.2/72 34
7 21 8.1/7.0 34 21 8.5/7.0 34 20 8.1/7.1 34




