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RESUMEN

Se mantuvieron en cultivo semicontinuo cuatro microalgas, Chaetoceros sp., Phaeodactylum
tricomutum Bohlin, Tetraselmis sp. y Paviova lutheri (Droop) Hibberd, con tasas de dilucién
entre 75 y 15%, dependiendo de la especie y medio de cultivo, con la finalidad de comparar la
cantidad y calidad de la biomasa producida con un medio convencional y con otro no
convencional. La calidad de la biomasa es independiente del medio, pero la produccién diaria de
Tetraselmis y de Pavilova es inferior con el medio no convencional. La mayor producci6n diaria de
Chaetoceros, Phaeodactylum, Tetraselimis y Paviova se logré con las diluciones de 50, 60 y 40%
para el medio convencional, y 25, 70, 40 y 30% para el no convencional. Dependiendodel grado
de los reactivos y de la especies, los ahorros en costos de preparacién del medio varian entre 97 y
70%.

ABSTRACT

Four microalgae, Chaetoceros sp., Phaeodactylum tricomutum Bohlin, Tetraselmnis sp. and
Paviova lutheri (Droop) Hibberd, were kept in semicontinuous cultures at dilution rates
between 75 and 15%, depending on species and medium. The quantity and quality of the biomass
produced using a nonconventional culture medium were compared to that obtained with a
traditional formulation. The biomass produced did not differ qualitatively as a result of medium or
dilution rates, but the daily yield of Tetraselmis sp. and of Pavlova lutheri was significantly
lower with the nonconventional medium. The best yields of Chaetoceros, Phaeodactylum,
Tetraselmis and Paviova were with dilution rates of 50, 60 and 40% for the conventional medium
and 25, 70, 40 and 30% for the nonconventional formulation. The savings, in terms of cost of
chemicals, range between 97 and 70%, depending on the grade of the chemicals and on the
species in culture.
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INTRODUCCION

El éxito de los laboratorios que pro-
ducen juveniles de organismos acuiticos de-
pende en gran parte de la disponibilidad de
grandes cantidades de microalgas, cuyo cultivo
es una de las tareas mdas importantes y
costosas en el proceso de produccién, y muy a
menudo constituye un limite a la capacidad
productiva del laboratorio.

Por ello, existe una amplia literatura en
este campo sobre descripcién de técnicas
(Ukeles, 1973, Taub, 1980; Fogg y Thake,
1987), empleo de medios de cultivo no conven-
cionales (Dunstan y Tenore, 1972; Dela Cruz
y Alfonso, 1975, Goldman, 1976; Gonzi-
lez-Rodriguez y Maestrini, 1984; Voltolina et
al., 1989), diseno de sistemas (Canzonier y
Brunetti, 1975; Harrison y Davis, 1979,
AQUACOP, 1983; Blais et al., 1984), calidad
dietética de la biomasa producida (Epifanio,
1979; Becker, 1986), su composicién bioquimi-
ca (Giddings, 1977; Chu et al., 1982) y la
posibilidad de modificarla (Flaak y Epifanio,
1978; Gallager y Mann, 1982; Fabregas et al.,
1987).

En este trabajo, se presentan los resul-
tados obtenidos con cuatro especies de mi-
croalgas mantenidas en cultivo semicontinuo
con diferentes tasas de dilucién en un medio
no convencional, con la finalidad de comparar
la efectividad de éste respecto al medio f de
Guillard y Ryther (1962), y definir la tasa de
dilucién en términos de cantidad y calidad
celular para cada especie.

MATERIALES Y METODOS

Las microalgas empleadas forman parte
de la coleccién del Centro de Investigacion
Cientificay de Educacién Superior de Ensena-
da (CICESE) y son todas aislamientos
clonales. Dos de ellas son ampliamente uti-
lizadas como dietas en acuicultura, las otras
dos fueron aisladas localmente y se estd
estudiando su potencial para la misma finali-
dad. A continuacién se da el nombre cientifi-
co y la clave de las cepas estudiadas. Mayor
informacién sobre ellas estd contenida en
Voltolina ef al. (1991).

Chaetoceros sp.: aislada localmente. Referen-
cia CICESE: CH-X-1.
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INTRODUCTION

The success of laboratories that produce
juveniles of aquatic organisms depends to a
great extent on the availability of large
quantities of microalgae, whose culture is one
of the most important and costly tasks in the
process of production and often proves to be a
limitation to the productive capability of the
laboratory.

Consequently, this field is extensively
covered in the literature, from the description
of techniques (Ukeles, 1973; Taub, 1980; Fogg
and Thake, 1987), the use of nonconventional
culture media (Dunstan and Tenore, 1972; De
la Cruz and Alfonso, 1975, Goldman, 1976,
Gonzdalez-Rodriguez and Maestrini, 1984,
Voltolina et al, 1989) and the design of
systems (Canzonier and Bruneitti, 1975; Harri-
son and Davis, 1979; AQUACOP,1983; Blais
et al., 1984), to the dietetic quality of the
biomass produced (Epifanio, 1979; Becker,
1986), its biochemical composition (Giddings,
1977, Chu et al, 1982) and the possibility of
modifying it (Flaak and Epifanio, 1978; Gal-
lager and Mann, 1982; Fabregas et al., 1987).

The results obtained with four species of
microalgae kept in semicontinuous culture at
different dilution rates using a nonconvention-
al medium are presented in this study, in
order to compare the effectiveness of this
medium relative to medium f of Guillard and
Ryther (1962) and define the rate of dilution
in terms of cellular quantity and quality for
each species.

MATERIALS AND METHODS

The microalgae used in this study are
from the collection of the Centro de Investi-
gacion Cientifica y de Educacién Superior de
Ensenada (CICESE) and are all clonal iso-
lates. Two of them are widely used as diets in
aquaculture, while the other two were isolated
locally and their potential use as diets is being
investigated. The scientific names and keys
of the strains used are given below. Further
information on them is found in Voltolina
etal. (1991).

Chaetoceros  sp.:
reference: CH-X-1.

isolated locally. CICESE
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Paviova lutheri (Droop) Hibberd: aislamiento
clonal secundario de la cepa MONO. Referen-
cia CICESE: PA-L-1.

Phaeodactylum  tricomutum  Bohlin:  ais-
lamiento clonal secundario de la cepa PHAEO.
Referencia CICESE: PH-T-1.

Tetraselmis sp.: aislada localmente. Referen-
cia CICESE: TE-X-1

Los cultivos se realizaron con la técnica
semicontinua en garrafones de 18 1 con 10 1 de
medio, y se iniciaron con un litro de cultivo ya
acondicionado, por un minimo de diez genera-
ciones, al respectivo medio experimental. Las
tasas de dilucién fueron diferentes segin la
cepa y el medio, y fueron predeterminadas
para que cayeran dentro de valores compren-
didos entre el 40 y el 25% de la tasa maxima
de divisidn celular de cada especie, obtenida
con ensayos de cultivos estiticos con varios
medios convencionales y no convencionales
(Voltolina er al., 1991).

Las condiciones de cultivo fueron: tem-
peratura entre 20 y 22°C, salinidad entre 30 y
33%/00, agitacién por aeracién e iluminacién
continua con dos tubos fluorescentes "luz de
dia" y dos "blanco frio" de 40 W por cada
cuatro garrafones, que en total suministraban
1.2 1076 quanta s~1 cm=2. El pH se mantuvo
entre 72 y 8.0 inyectando CQOp al sistema de
aeracion con un flujo que se determiné experi-
mentalmente para cada especie. La cantidad
de COj inyectada no se pudo medir por falta
de un adecuado medidor de flujo, pero fue
inferior al 1% del volumen de aire utilizado
para la agitacién de los cultivos. Se empleé
como control el medio f de Guillard y Ryther
(1962), y el medio no convencional se basé en
el fertilizante Tag Line-Citrus and Avocado
Food, cuya composicién se da en la tabla 1,
junto con la concentracion final de los nu-
trientesen el medio. Para las diatomeas
ambos medios se enriquecieroncon la cantidad
de silicatos indicada en la misma tabla 1.
También fue necesario agregar FeEDTA para
todas las cepas, con excepcién de Chaetoceros
sp., y vitaminas para Paviova lutheri. En
ambos casos las concentraciones fueron las
mismas empleadas para el medio de control.

Para los andlisis proximales se em-
plearon los siguientes métodos:

m

Pavlova lutheri (Droop) Hibberd: secondary
clonal isolate of the MONO strain. CICESE
reference: PA-L-1.

Phaeodactylum tricomutum Bohlin: secondary
clonal isolate of the PHAEQ strain. CICESE
reference: PH-T-1.

Tetraselmis sp.: isolated locally. CICESE ref-
erence: TE-X-1.

The cultures were carried out using the
semicontinuous technique in 18-1 carboys with
101 of medium. They were initiated with 11 of
culture already conditioned for a minimum of
ten generations at the respective experimental
medium. The dilution rates were different,
depending on the species and medium, and
were predetermined so as to fall within the
values comprised between 40 and 25% of the
maximum rate of cellular division of each
species, obtained in static culture trials with
several conventional and nonconventional
media (Voltolina et al., 1991).

Culture conditions were: temperature
between 20 and 22°C, salinity between 30
and 33900, stirring by aeration and con-
tinuous illumination with two "daylight" and
two "cool white" fluorescent tubes of 40 W for
every four bottles, which in total supplied
1210 quanta s~1 cm"2. pH was maintained
between 7.2 and 8.0, injecting CO; into the
aeration system with a flow that was deter-
mined experimentally for each species. The
amount of CO; injected could not be mea-
sured due to the lack of a suitable flowmeter,
but it was less than 1% of the volume of air
used to stir the cultures. The medium f of
Guillard and Ryther (1962) was used as
control, and the nonconventional medium was
based on the Tag Line-Citrus and Avocado
Food fertilizer. The composition of the latter
and the final concentration of the nutrients in
the medium are given in table 1. For diatoms,
both media were enriched with the amount of
silicates indicated in table 1. It was also
necessary to add FeEDTA to all the stocks,
except Chaetoceros sp., and vitamins for
Paviova lutheri. In both cases the concentra-
tions were the same as those used in the
control medium.

The methods used for the proximate
analyses are described below.
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Peso seco total y materia orgénica: segin
Sorokin (1973).

Proteinas: Para cada especie se determinaron
experimentalmente las mejores condiciones de
extraccién en NaOH caliente de varias nor-
malidades. El mejor resultado se obtuvo con
NaOH 0.1 N a 80°C de temperatura para
Paviova lutheri y 100°C para las otras con
tiempo de tratamiento de 20 minutos para P.
tricommutum y de 10 minutos para las demas.
En todos los casos se procedié a una doble
extraccion antes de determinar la concentra-
cién de proteinas con el método de Lowry et
al. (1951), modificado por Malara y Charra
(1972a).

Carbohidratos: La extraccion fue segin Whyte
(1987). Para la determinacién, se empleé la
modificacién de Malara y Charra (1972b) del
método de Dubois er al. (1956).

Lipidos: Se determinaron colorimétricamente
con la técnica de Pande et al. (1963), después
de su extraccion con la modificacién de
Chiaverini (1972) del método de Bligh y Dyer
(1959).

Todos los cultivos se estabilizaron de
tres a cinco dias a las diluciones previstas
antes de iniciar el programa de muestreo. La
estabilizacién antes del experimentoy durante
€l se determiné mediante lecturas diarias de
fluorescencia in vivo, y se comprobé que la
pendiente de la regresién entre el Logp de las

Total dry weight and organic matter: accord-
ing to Sorokin (1973).

Proteins: the best conditions for extraction in
hot NaOH of several normalities were deter-
mined experimentally for each species. The
best result was obtained with NaOH 0.1 N at
a temperature of 80°C for Paviova luthen
and 100°C for the others, with a time of
treatment of 20 minutes for P. ticomutum
and 10 minutes for the rest. In all cases, a
double extraction was made before deter-
mining the concentration of proteins with the
method of Lowry et al. (1951) modified by
Malara and Charra (1972a).

Carbohydrates: the extraction was according
to Whyte (1987), and the method of Dubois
et al. (1956) modified by Malara and Charra
(1972b) was used for the determination.

Lipids: were determined colorimetrically with
the technique of Pande er al (1963), after
extraction with the method of Bligh and Dyer
(1959) modified by Chiaverini (1972).

All cultures were stabilized during three
to five days at dilutions determined prior to
the sampling program. Stabilization before
and after the experiment was determined by
means of daily readings of in vivo fluorescence,
confirming that the slope of the regression
between Logp of the fluorescence units (indi-
rect measurement of the biomass) and time
was not significantly different from 0 (test

Tabla 1. Formulacién del fertilizante para citricos Tag Line-Citrus and Avocado Food.
Table 1. Formulation of the Tag Line-Citrus and Avocado Food fertilizer.

Constituyente Porcentaje Composicién del medio
(mg-at 1-1)

Nitrégeno total 10 1.00

Fésforo disponible (como P20s) 8 0.15

Silicio 0.05

Potasio soluble 6 0.22

Azufre 6 0.26

Calcio 3 0.11

Fierro 1 0.02

Cantidad para preparar 1000 1 140 g
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unidades de fiuorescencia (medida indirecta de
la biomasa) y el tiempo no fuera significativa-
mente diferente de 0 (prueba de coeficiente #;
Sokal y Rohlf, 1969). Los efectos de los
medios de cultivo y las tasas de dilucién se
determinaron con un anélisis de varianza de
dos vias ( a =005) y con la prueba a
posteriori  de  Student-Neuman-Keuls. Los
valores de produccién media por unidad
productiva se contrastaron con la prueba ¢ de
Student.

La evaluacién de costos para cada caso
estd basada solamente en los costos de los
nutrientes de grado reactivo € industrial (en
délares de 1989 y sin considerar gastos de
1mp0rtac10n) empleados para preparar la can-
llUdU de HICUIU llCLderld [Jdrd ia I)IUULILLIUII
de 1kg de materia orgénica seca, empleando
en cada caso la tasa de dilucién més producli-

mana da ahea o
maiov v UuUl _y

cancidarar gnctas da

va Y oLu CoNSGLrar gasius [615)

energia.

Los cultivos se mantuvieron estables
durante un periodo minimo de veinte dias, con
la excepcion de Phaeodactylum tricomutumn,
que en el mejor de los casos, durdé en ese
estado siete u ocho dias.

Las caracteristicas de las biomasas pro-
ducidas se dan en la tabla 2. Aunque al hacer
comparaciones entre medios y tasa de dilucién
se encontraron algunas diferencias significati-
vas en la composicién proximal de las células,
éstas fueron esporadicas y poco consistentes
dado que muy raramente una diferencia en
una de las fracciones era reflejada por diferen-
cias en las demds. Lo que destaca al examinar
esta tabla es la alta variabilidad de la com-
posicién celular evidenciada por los altos
valores de las desviaciones estdndar, que son
s6lo parciaimente atribuibles a problemas
metodoldgicos (menos del 20% segin los datos
recabados en éste y en otros trabajos similares
lievados a cabo en el mismo ldUU[dlUIlU}

Por otro lado, hay que considerar que en
general la literatura (Fabregas et al., 1987,

10Q7. Faormindar Da
1707, <l uauuca-x\cuL et

al-a

Face v Th
1 11dKC,

HOg8 ¥
1989) indica que se encuentran diferencias en
la composicién de las microalgas cuando se
contrastan de
crecimiento. En este caso todos los cultivos se
mantuvieron en diferentes puntos de la fase de
lento crecimiento, dado que se emplearontasas
de dilucién entre el 25 y 40% de los valores de
la » maxima de cada cepa, por lo cual no cabe

1
ai.,

facesg

diferentes

cultivog

€n
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of coefficient s; Sokal and Rohlf, 1969). The
effects of the culture media and dilution
rates were determined with a two-way analy-
sis of variance (a 0.05) and with the
Student-Newman-Keuls a posteriori test. The
values of mean production per productive unit
were compared with Student’s ¢ test.

The evaluation of costs made for each
case was based only on the cost of the reactive
and industrial grade nutrients (in 1989 dollars,
without considering importation costs) used to
prepare the necessary amount of medium for
the production of 1 kg of dry organic matter.
The most productive diiution rate was used in
each case, and labour and energy costs were
not considered.

RESULTS AND DISCUSSION

a2 for
1O 10T

Cultures re
period of 20 days, except Phaeodactylum
tricomutum  which in the best of cases re-
mainad cavan ar aioght dnuvec in thic qtata
AHdILIVG DU Y LiL UL \rlslll ua_ya L1l L1110 JLalw.

The characteristics of the biomass pro-
duced are given in table 2. Although some

momfu'anr differences in the nroximate

proximate com-
posmon of the cells were found on comparing
media and dilution rates, these were sporadic
and not very consistent since very rarely was a
difference in one of the fractions reﬂected by
differences in the others. Table 2 shows the
high variability of the cellular composition,
indicated by the high standard deviation
values which can only be partially attributed
to methodological problems (less than 20%
according to data obtained in this and other
similar studies conducted in the same labora-
tory).

On the other hand, differences in the
composition of the microalgae are generally
found when cultures in different phases of
growth are compared (Fabregas et al, 1987,
Fogg and Thake, 1987; Fernidndez-Reirz et al.,
1989) In this case, all cultures were kept in
ulllCICHl pcrluus of the siow UI'UWIH pnase
since dilution rates between 25 and 40% of
the maximum &« values of each stock were

ad neAd Aenfaen tiaen st o

Iy th
used anda theretore uu})Ull.dlll

uxffc1c1u,ca in
the various cellular fractions are not to be
expected.

The data presen

ale Gdla nte

edin t

Gt

able 2 were uced

table 2 were used

to calculate the average daily production for
one productive unit of each species for each
culture medium and dilution rate (Fig. 1).
Since there were no important differ-
ences in the biochemical fractions, the discus-
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Tabla 2. Biomasa \bUl mo No. de célu laa/mn y ug/ 10 \.»lu.da} y constituyentes ceiuiares \\«Il l)\ll\,l..llldJ\« GC peso :n.\,u} ias cuatro especies
estudiadas en el medio control (f) y alternativo (a). En paréntesis se indica la desviacién estandar. A la izquierda de cada columna una linea
entre dos 0 mas va]nreq mdlcan que no existe diferencia wnlflcatlva entre diluciones con el mismo medio. Los valores promedio del medio f

seguidos por un asterisco resultaron diferentes (P < 0.05) de la dilucién andloga con el medio alternativo.
Table 2. Biomass (in No. of cells/ml and ug/106 cells) and celiular constituents (in percentage of dry weight) of the four species studied with
the control medium (f) and alternative medium (a). Standard deviation is indicated in parentheses. To the left of each column, a line between
two or more values indicates that there is no significant difference between dilutions with the same medium. The average values of medium f
followed by an asterisk proved to be different (P < 0.05) than the analogous dilution with the alternative medium.

Biomasa Constituyentes (%)
Especie Medio Dil  No. cel. 108 ug /108 células Proteinas Carbohidratos Lipidos Cenizas
Chaetoceros f 50 427 (0.89) l 310 (595) 359 (10.0) 9.5% (1.2) l 141 (6.3) 18.6* (3.2)
Chaetoceros £ 33 | 418*(048) 00 (39) 20.4% (118) 99  (28) 174 (34) 195 (40
Chaetoceros £ 25 | 369% (057 61.0% (4.0) 265 (1.3) 77 (18) 101 (3.5 288 (7.0)
Chaetoceros a S0 393 (048) | 310 (42) 467 (10.0) 180 (37) | 190 (10) 242 (23)
Chaetoceros a 33 471 (0.25) l 330 (1.8) 549  (5.5) 114  (0.9) '19,8 0.3) 179 @41
Chactoceros a 25 588 (025) 420 (10.1) 363 (6.8) 106 (18) 1158 (36) B4 (141
Tetraselmis f 40 .78 (0.09) 276.7* (12.7) 538 (69) 113 (1.4) 1120 (2.58) 178 (1.7)
Tetraselmis f 30 1.09* (0.08) 2355 (16.0) 471 (7.1) 9.6* (1.3) I 11.7  (4.7) 171 3.0)
Tetraselmis £ 25 1477(004) 2172 (100) 419 (88) 99 (1.9) 69* (17 1173 (19
Tetraselmis a 40 67 (008) | 2317 (246) 448 (0) 123 (L) | 1LS (1) 189  (8.0)
Tetraseimis a 30 085 (005) | 2370 (23.1) 00 (37 1136 (19 103 (07 161 (1)
Tetraselmis a 25 098 (0.11) I 2312 (388) 404 (54) 11 (07 I 111 (05) 196  (5.6)
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Tabla 2 (Cont.)
Table 2 (Cont.)

Biomasa Constituyentes (%)
Especie Medio Dil No. cel. 106 #g/106 células Proteinas Carbohidratos Lipidos Cenizas
Phaeodactylum f 75 291 (0.74) 206 (54) 427 (5.7 121 (0.6) 175 (4.7 168 (72)
Phaeodactylum f 60 645 (3.01) 181 (7.0) 49.8 (10.3) 13.0 2.1 184 (4.9) 106 (7.8)
Phaeodactylum f 50 6.86 (1.67) 178 (3.1) 488 (5.8) 11.8  (1.3) 167 (45) 133  (5.0)
Phaeodactylum a 70 5.18 (1.13) 209 (34) 46.1 (4.0) 121 (1.2) 20.8 (6.0) 92 (0.8)
Phaeodactylum a 60 5.75 (1.34) 192 (2.4) 508 (3.6) 1.7 (0.9) 210 (3.3) 98 (0.6)
Phaeodactylum a 50 578 (1.37) 199 (3.9 523 (6.8) 1.5 (04 215 (1.3) 10.1  (2.6)
Paviova f 40 7.19 (0.98) 146 (2.9) 306 (3.9) 135 (2.2 243 (6.6) 88 (43)
Paviova f 30 | 862* (121) 1L.3* (1.8) 30.5* (2.3) 136 (L.1) 289* (4.9) 49 (45)
Paviova f 25 10.57* (1.35) 131 (1L0) 352 (3.6) 14.8% (1.0) 253 (5.2) 48 (33)
Paviova a 30 | 626 (0.50) 160 (22) 384 (4.3) 138 (14) 233 (3.0) 134 (3.4)
Paviova a 25 | 715 (2.14) 156 (24) 368 (27) 126 (1.7 234 (6.1) 124 (1.0)
Paviova a 15 734 (1.49) 177 (3.5) 331 (58) 1.1 (3.2) 202 (4.1 121 (53)

[EUOIDUIALOD OU OIPW UN U0d SES[ROIIIL 3P SONUHUODILIS S0ATIND) BUNOI0A £ send zado]
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esperar la existencia de diferencias impor-
tantes en las varias fracciones celulares.

Los datos reproducidos en la tabla 2 se
emplearon para calcular la produccién diaria
que se obtuvo en promedio por una unidad
productiva de cada especie, con cada medio de
cultivo y tasa de dilucién (Fig. 1).

Debido a lo comentado anteriormente
sobre la falta de diferencias importantes en las
fracciones bioquimicas, la discusién estd cen-
trada sobre la cantidad de biomasa producida
diariamente y sobre el costo de produccién.

Para Chaetoceros sp. las mayores pro-
ducciones de peso seco total y orgdnico se

sion is based on the amount of biomass
produced daily and on the cost of production.

For Chaetoceros sp., the highest total
dry weight and organic productions were
obtained at dilutions of 50% with medium f
and 25% with the alternative medium. In both
cases, a 10-1 culture may produce approxi-
mately 0.65 g of total dry weight and 0.52 g of
organic matter per day. The cost of the
medium necessary to produce 1 kg of organic
matter was calculated at 1.40 dollars for the
fertilizer and at 16.20 and 42.00 dollars for
medium f, using technical and analytical grade
reagents, respectively.

mg (x 100} mg (Xi00)
10.0 — 10.0 ;
i Chaetoceros sp. Tetraselmis sp.
L L D0il 040 D0i1.0.30 Dit. 025
| Dil.0.50 Dil.0.33 Di10.25 L
7.5 7.5+
L C
- o
5.0+ 5.0 |~
- =
2.5 2.5 —
L L
L L
0 0
mg {x1i00) mg ( X 100
10.0 — ) 00 —
L Phaeodactylum tricornutum L
C N 2 PROTEINAS
L il o7 L
75 0il. 070 75 [Q careoninraToS
r 0il.0.60 DIl 0.50 [ 8 Lirinos
L L [l FRACC. NO EXPLICADA
r r B cenizas
0 .0.|-Dil. 0.40
3000 018 sor
[ - Dit.0.30  Dil 0.25
2.5 [
0

Figura 1. Cosecha diaria en mg de peso seco, por unidad productiva de 10 1, con las diluciones
indicadas. C: medio control; A: medio alternativo. La fraccién no explicada se refiere a la
diferencia entre el peso seco orgdnico, determinado gravimétricamente y las concentraciones de las
diferentes fracciones celulares medidas con los métodos analiticos correspondientes.

Figure 1. Daily harvest in milligrams of dry weight, for a productive unit of 10|, at the dilutions
indicated. C: control medium, A: alternative medium. The unexplained fraction refers to the
difference between the organic dry weight, determined gravimetrically, and the concentrations of
the different cellular fractions measured with the corresponding analytical methods.

176



Lépez Elias y Voltolina: Cultivos semicontinuos de microalgas con un medio no convencional

obtuvieron con las diluciones del 50% con el
medio f y del 25% con el medio alternativo.
En ambos casos, un garrafén con 10 1 de
cultivo podria producir aproximadamente
0.65 g de peso seco total y 0.52 g de materia
orgénica por dia. Los costos del medio nece-
sario para la produccién de 1 kg de materia
orgénica se calcularon en 1.40 délares, para el
fertilizante, y en 16.20 y 42.00 ddlares, para el
medio f, empleandoreactivos del grado técnico
y analitico, respectivamente.

En el caso de Tetraselmis sp., tanto la
tabla 2 como la Fig. 1 indican que el medio f

resultd sunerior al medio alternativo en térmi-

CSUIIO SUPCTIOT a: MECLo aliernalivo ¢cn iermi

nos de produccién de biomasa, sin que esto se
reflejara en la calidad de la biomasa produci-
da. Con diluciones inferiores (25 y 30%) hubo
diferencias significativas en concentracién ce-
lular, mientras que con 40% de dilucién el
mayor peso de cada célula, que indica mayor
fraccién de células en proceso de divisién, dio
por resultado una biomasa superior a todas las
diluciones del medio alternativo y fraccional-
mente, aunque no significativamente, a las
otras dos con el medio f.

Como la calidad de la biomasa no
depende del medio empleado, las diferenciasen
los costos del medio necesario para producir
1kg de materia orgénica (2.60, 890 y 16.00
doélares para medio alternativo, f industrial y
reactivo f, respectivamente) no son impor-
tantes como en el caso anterior. La decisién
sobre ei uso de uno u otro medio debera
basarse Gnicamente en consideracionesde otro
tipo, como son las necesidades diarias de
produccién, la disponibilidad de espacio,
unidades productivas y demds costos asocia-
dos.

Phacodactvliim antuvn
fhaeodactyium uve

con diluciones de 75, 60 y 50% para el medi
de control. La producc1on de biomasa fue
notablemente inferior con la dilucién de 75%
(tabla 2). El medio alternativo se ensayé con
una dilucidén ligeramente inferior (70%) dejan-
do sin variar las otras dos. Se notd que
cuando esta cepa se reproduce rapidamente,
inicia una segunda divisién celular antes de
que se complete la anterior. El resultado es la
formacion de largas cadenas de células unidas
lateralmente, que tienden a precipitarse cau-
sando en breve tiempo el dacaimiento del
cultivo. Con base a esto, los cultivos sélo se
mantuvieron estables durante siete u ocho
dias. Por lo que se refiere a calidad de la
biomasa, no hubo diferencias significativas
entre dilucionesy medios. Se encontrd, con la
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In the case of Tefraselmis sp., both table
2 and Fig. 1 indicate that medium f was better
than the alternative medium in terms of
biomass production, without this being re-
fiected in the quality of the biomass produced.
At lower dilutions (25 and 30%), there were
significant differences in cellular concentra-
tion, whereas at 40% the greater weight of
each cell, which indicates a higher fraction of
cells in the process of division, results in
higher biomass than with all the dilutions of
the alternative medium, and fractionally
though not significantly higher than with the

other two of medium f

Since the quality of the biomass does
not depend on the medium used, the differ-
ences in cost of the medium necessary to
produce 1 kg of organic matter (2.60, 8.90 and
16.00 dollars for the alternative, industrial f
and reactive f media, respectively) are not
important, as they are in the previous case.
The choice of which medium to use should be
based solely on other considerations, such as
the daily production requirements, availability
of space, productive units and other associated
costs.

Phaeodactylum tricomutum was kept at
dilutions of 75, 60 and 50% for the control
medium. Biomass production was noticeably
lower with the 75% dilution (table 2). The
alternative medium was tested at a slightly
lower dilution (70%) leaving the other two
unchanged. It was noted that when this strain
reproduces rapidly, a second cellular division
begins before the previous one is completed.
This results in the formation of long chains of
laterally joined cells that tend to precipitate
causing, in a short time, the decline of the

Coancanantly tha ~ultunrac anly ra_
Lonsequently, (n€ cuitures omy ré

mained stable for seven or eight days. Regard-

ing the quality of the biomass, there were no
significant differences between dilutions and
media. Except in the case of the high dilution
of the control medium, the biomass harvested
tended to increase with the higher dilutions,
although the difference was only significant
for the alternative medium. Even though there
were no significant differences between the 50
and 60% dilutions of the control medium, the
latter was chosen to calculate the cost of
producing 1 kg of organic matter, which was
440, 15.90 and 41.60 dollars for the alterna-
tive, industrial f and reactive f media, respec-
tively.

Paviova lutheri was difficult to main-
tain. This is mainly attributed to its low rate

culture
cuilure.
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excepcion de la alta dilucién en el medio de
control, que la biomasa cosechada tendia a
aumentar para mayores diluciones aunque la
diferencia fue significativa sélo para el medio
alternativo. A pesar de que no hubo diferen-
cia significativa entre las diluciones de 50 y
60% del medio de control, se escogi6 esta
ultima para calcular los costos de produccién
de 1 kg de materia orgdnica que resultaron de
4.40, 1590 y 41.60 dolares para los medios
alternativo, f industrial y f reactivo, respecti-
vamente.

Paviova lutheri fue dificil de mantener,
lo cual atribuimos sobre todo a su baja tasa de
duplicacién, que permitié diluciones maximas
del 40 y 30% para los medios de control y
alternativo. Para esta especie €l medio alter-
nativo es poco adecuado, sobre todo en vista
del elevado contenido de cenizas que se
encontrd en todas las diluciones de este medio,
lo cual probablemente indica la presencia de
vacuolas mayores en nimero o dimensiones de
lo que cabria esperar en células que se
reproducen de forma normal. Cabe también
resaltar los altos contenidos lipidicos (entre 20
y 29%) y los bajos porcentajes de proteinas
(entre 30 y 38%) encontrados en todos los
cultivos. Estos parecen indicar que ambos
medios limitaron de alguna forma el cre-
cimiento de esta cepa, cuyas caracteristicas
bioquimicas y de répido crecimiento estdn
ampliamente documentadas en la literatura
(Parson er al., 1961; Droop, 1975; Emdadi y
Berland, 1989). Los costos de produccién de
1 kg de materia organica se calcularon en 4.60,
16.80 y 32.00 dolares para los tres tipos de
medios considerados anteriormente pero no se
tomo en cuenta, como para Tetraselmis sp., la
necesidad de un aumento de los gastos de
energia, espacio y volumen de los sistemas
necesarios para lograr la misma produccién
diaria, si se decidiera emplear el medio alter-
nativo.

CONCLUSIONES

El medio no convencional dio resultados
comparables con los obtenidos con el medio de
control. La calidad de la biomasa sélo se vio
consistentemente afectada en términos de
contenido de cenizas en el caso de P. lutheni
sin que esto modificara la composicién proxi-
mal de la fraccidn organica.

En términos de produccién diaria de
biomasa orgénica, ésta fue igual o mejor con el
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of duplication, which allowed maximum dilu-
tions of 40 and 30% for the control and
alternative media, respectively. For this
species, the alternative medium is not very
suitable, in particular because of the high ash
content found in all the dilutions of this
medium which probably indicates the presence
of vacuoles greater in number or dimensions
than would be expected in cells that reproduce
normally. The high contents of lipids (between
20 and 29%) and the low percentages of
protein (between 30 and 38%) found in all the
cultures should also be noted. They seem to
indicate that both media in some way limited
the growth of this stock, whose biochemical
characteristics and rapid growth are widely
documented in the literature (Parsons et al.,
1961; Droop, 1975; Emdadi and Berland,
1989). The cost of producing 1kg of organic
matter was calculated at 4.60, 16.80 and 32.00
dollars for the three previously mentioned
types of media. However, the necessary in-
crease in the cost of energy, space and volume
of the systems to achieve the same daily
production if the alternative medium is used,
is not considered as for Tetraselmis sp.

CONCLUSIONS

The results obtained with the noncon-
ventional medium were comparable to those
obtained with the control medium. The quali-
ty of the biomass was only consistently
affected in terms of ash content in the case of
P. lutheri, without modifying the proximate
composition of the organic fraction.

The daily production of organic biomass
was the same or better with the nonconven-
tional medium in the case of Chaetoceros sp.
and Phaeodactylum tricomutum, and 25 and
30% lower for Tetraselmis sp. and Paviova
lutheri, respectively.

The culture medium prepared with the
fertilizer gave better results than those report-
ed by Gonzélez-Rodriguez and Maestrini
(1984) and Fabregas er al. (1987). This is
attributed to its better N:P ratio, which was
3:1 or lower for the media used by the above
authors.

It is also evident that on formulating
one of these culture media, the requirements
of the microalgae to be cultured must be
considered. The medium used in this experi-
ment required different enrichments, such as
chelates and vitamins, so that it could be
favourably compared with the control medium
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medio no convencional en el caso de Chacto-
ceros sp. y de Phaeodactylum tricomutum, €
inferior en un 25 y 30% para Tetraselmis sp.y
Paviova lutheri, respectivamente.

El medio de cultivo preparado con el
fertilizante para citricos dio resultados mejores
que los empleados por Gonzalez-Rodriguez y
Maestrini (1984) y Fabregas et al. (1987), lo
cual atribuimos a su mejor razén N:P, que en
los trabajos mencionados fue de 3:1 o inferior.

También resulta evidente que al formu-
lar uno de estos medios de cultivo hay que
considerar los requerimientosde las microalgas
que se quiera cultivar. El medio empleado en
este experimento necesité de hecho enrique-
cimientos diferentes, como quelante y vitami-
nas, para que se pudiera comparar favorable-
mente con el medio de control, para tres de las
cuatro especies ensayadas. Para una de ellas,
el medio de control resulté aparentemente
limitante.

REFERENCIAS

AQUACOP (1983). Algal food cultures at the
Centre Oceanologique du Pacifique. In:
JP. McVey (ed.), Handbook of mari-
culture. Vol. I. Crustacean aquaculture.
C.R.C. Press, Boca Ratén, Florida, 442
PP-

Becker, C.W. (1986). Nutritional properties of
microalgae, potentials and constraints.
In: A. Richmold (ed.), Handbook of
microalgal mass cultures. C.R.C. Press,
Boca Raton, Florida, 528 pp.

Blais, C., Fournier, R. and Marsot, P. (1984).
Continuous microalgal culture using
swine manure dialysate as a nutrient
source. Aquacultural Engineering, 3:
275-287.

Bligh, E.G. and Dyer, W.J. (1959). A rapid
method of total lipid extraction and
purification. Can. J. Biochem. Physiol.,
37: 911-917.

Canzonier, W.J. and Brunetti, R. (1975).
Low-cost continuous algal culture sys-
tem. 10th European Symposium of Ma-
rine Biology, Ostend, Belgium, Sep.
17-23,1: 27-31.

Chiaverini, J. (1972). Techniques d’extraction
et analyse des lipides. Université de

Paris, Station Zoologique, Ville-
franche-sur-Mer. Notes de travail, No.
12, 12 pp.

179

for three of the four species tested. The
control medium was apparently limiting for
one of them.

English translation by Christine Harris.

Chu, F.LE.,, Webb, K.L., Hepworth, D. and
Roberts, M. (1982). The acceptability
and digestibility of microcapsules by
larvae of Crassostrea virginica. J. Shell-
fish Res., 2: 29-34. ’

Dela Cruz, S.A. y Alfonso, E. (1975). Cultivo
masivo de algas plancténicas marinas
mediante fertilizacién. Ciencias, serie 8:
1-25.

Droop, M.R. (1975). The chemostat in mari-
culture. 10th European Symposium of
Marine Biology, Ostend, Belgium, Sep.
17-23, 1: 71-93.

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, JK,
Rebers, P.A. and Smith, F. (1956). A
colorimetric method for determination
of sugars and related substances. Ana-
lytical Chemistry, 28: 350-356.

Dunstan, WM. and Tenore, K.R. (1972).
Intensive outdoor culture of marine
phytoplankton enriched with treated
sewage effluent. Aquaculture, 1: 181-
192.

Emdadi, D. and Berland, B.R. (1989). Varia-
tion in lipid class composition during
batch growth of Nannochloropsis salina
and Paviova lutheri. Marine Chemistry,
26: 215-225.

Epifanio, C.E. (1979). Growth in bivalve
molluscs: nutritional effects of two or
more species of algae in diets fed to the
American oyster Crassostrea virginica
(Gmelin) and the hard clam Mercenaria
mercenarnia (L.). Aquaculture, 18: 1-12.

Fabregas, J., Toribio, L., Abalde, J., Cabezas,
B. and Herrero,C. (1987). Approach to
biomass production of the marine mi-
croalga Tetraselmis  suecica (Kylin)
Butch. using common garden fertilizer
and soil extract as cheap nutrient sup-
ply in batch cultures. Aquacultural
Engineering, 6: 141-150.

Fernindez-Reirz, M.J. Pérez-Camacho, A.
Ferreiro, M.J., Blanco, J., Planas, M.,
Campos, M.J. and Labarta, U. (1989).
Biomass production and variation in the



Ciencias Marinas, Vol. 19, No. 2, 1993

biochemical profile (total protein, car-
bohydrates, RNA, lipids and fatty acids)
of seven species of marine microalgae.
Aquaculture, 83: 17-37.

Flaak, A.R. and Epifanio, C.E. (1978). Di-
etary protein levels and growth of the
oyster Crassostrea virginica. Mar. Biol.,
15: 157-163.

Fogg, G.E. and Thake, B. (1987). Algal
cultures and phytoplankton ecology.
Univ. Wisconsin Press, 269 pp.

Gallager, SM. and Mann, R. (1982). The
effect of varying carbon/nitrogen ratio
in the phytoplankter Thalassiosira
pseudonana (3H) on its food value to
the bivalve Tapes japonica. Aquacul-
ture, 26: 95-105.

Giddings, JM. (1977). Chemical composition
and productivity of Scenedesmus abun-

dans in nitrogen limited chemostat
cultures.  Limnol.  Oceanogr., 22:
911-917.

Goldman, J.C. (1976). Phytoplankton re-

sponse to waste-water nutrient enrich-
ment in continuous culture. J. Exp.
Mar. Biol. Ecol., 23: 31-43.
Gonzalez-Rodriguez, E. and Maestrini, S.Y.
(1984). The use of some agricultural
fertilizers for the mass production of
marine algae. Aquaculture, 42: 245-256.

Guillard, R.L.L.. and Ryther, J.H. (1962).
Studies on marine planktonic diatoms. 1.
Cyclotella nana Hustedt and Detonula
confervacea (Cleve) Gran. Can. ). Mi-
crobiol., 8: 229-239.

Harrison, P.J. and Davis, C.O. (1979). The use
of outdoor phytoplankton continuous
cultures to analyse factors influencing
species selection. J. Exp. Mar. Biol.
Ecol., 41: 9-23.

Lowry, O.H,, Rosebrough,N.J., Farr, A.L. and
Randall, R.J. (1951). Protein measure-
ment with the Folin phenol reagent. J.
Biol. Chem., 193: 265-275.

Malara, G. et Charra, R. (1972a). Dosage des
proteines particulaires selon la méthode
de Lowry. Université de Paris, Station
Zoologique, Villefranche-sur-Mer. Notes
de travail, No. 5, 11 pp.

Malara, G. et Charra, R. (1972b). Dosage des
glucides particulaires de phytoplancton

selon la méthode de Dubois. Université
de Paris, Station Zoologique, Ville-
franche-sur-Mer. Notes de travail, No.
6, 12 pp.

Pande, S.V,, Khan, R.P. and Venkitasubra,
TA. (1963). Microdetermination of
lipids and serum total fatty acids. Ana-
Iyt. Biochem., 6: 415-423.

Parsons, T.R., Stephens, K. and Strickland,
D.H. (1961). On the chemical composi-
tion of eleven species of marine phyto-
plankters. J. Fish. Res. Bd. Canada, 18:
1001-1016.

Sokal, R.R. y Rohif, F.J. (1969). Biometria,
principios y métodos estadisticos en la
investigacién biolégica. H. Blume Edi-
ciones, Barcelona, 832 pp.

Sorokin, C. (1973). Dry weight, packed cell
volume and optical density, pp.
321-343. In: I.R. Stein (ed.), Handbook
of phycological methods. Culture meth-
ods and growth measurements. Cam-
bridge Univ. Press, Cambridge, 448 pp.

Taub, F. (1980). Use of continuous culture
techniques to control nutritional quali-
ty, pp. 707-721. In: G. Shelef and C.J.
Soeder (eds.), Algae biomass: produc-
tion and use. Elsevier/North Holland,
Amsterdam, 697 pp.

Ukeles, R. (1973). Continuous culture, a
method for the production of unicellular
algal food, pp. 233-245. In: J.R. Stein
(ed.), Handbook of phycological meth-
ods. Culture methods and growth mea-
surements. Cambridge Univ. Press, 448
Pp-

Voltolina, D. Biickle-Ramirez, L.F. y
Morales-Guerrero, E.R. (1989). Manual
de metodologias y alternativas para el
cultivo de microalgas. 2a. Ed., CICESE,
Ensenada, B.C., 67 pp.

Voltolina, D., Trujillo-Valle, M. de L. y
Gonzalez-Leonardo, M.I. (1991). La
coleccion de cepas de microalgas del
Departamento de Acuicultura del CI-
CESE. Comunicaciones académicas, Se-
rie Acuicultura, CTACT-9101, CICESE,
Ensenada, B.C., 50 pp.

Whyte, JN.C. (1987). Biochemical composi-
tion and energy content of six species of

phytoplankton used in maricuiture of
bivalves. Aquaculture, 60: 231-241.

180





