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Se cultivaron tres especies de microalgaschrysis sp., Nannochloropsis oculatay
Chaetoceros muelledurante 60 dias en un sistema de cultivo contieotpleando tres
diferentes factores de dilucion, 0.11, 0.15 y 0I2%, cuales corresponden a tiempos de
residencia de 4.82, 6.65 y 9.44 dias, respectivianée evalué la biomasa producida
cuantificando la densidad celular, el peso seca ydntidad de &cidos grasos en tres
diferentes puntos de la curva de crecimiento denliasoalgas. Ensochrysissp la mayor
densidad celular se alcanz6 empleando el factatildeién de 0.11 con un promedio de
7.14x16 cél-ml*, sin embargo la mayor produccién de biomasa poisdiobtuvo con los
factores de dilucién de 0.15 y 0.21, con 3.32 y83gedia’, respectivamente. Pafd.
oculata la mayor densidad celular fue de 27.61%18l-mI* empleando el factor de
dilucién de 0.11, la mayor cantidad de biomasa ywimh por dia se obtuvo con los
factores de dilucién de 0.15 y 0.21, con 7.18 y67g3did’, respectivamente. Pa@
muellerila mayor densidad celular se obtuvo al empledaabr de dilucion de 0.15, con
un promedio de 1.49x2@él-mI* y la mayor produccién de biomasa por dia se obaivo
cultivarla con el factor de dilucién de 0.21 y Q.&6n 3.69 y 3.57 g-dfarespectivamente.
Por otra parte, la clase mas abundante de acideeggencontrados ésochrysissp. fue la

de los AGPI, con un contenido de 41.35 a 49.06%atel de los acidos grasos, de estos el
mas abundante fue el &cido docosahexaendico (DEA)N. oculatala clase mas
abundante fue la de los AGPI con un contenid85@0 a 41.32% del total de los &cidos
grasos, de estos el mas abundante fue el acideapientaendico (EPA) y el acido
araquidonico (ARA). Par&€. muellerila clase mas abundante fue la de los AGMI, con un
contenido de 30.79 a 34.86% del total de los acgtasos. Respecto a los acidos grasos
poliinsaturados, los mas abundantes para estaieshegon el DHA y el EPA. La
temperatura promedio de los cultivos en los prim@&®@dias de experimento fue de 24.9 °C
+ 0.32, en los siguientes 30 dias se registrotemgeratura promedio de 25.6 °C + 0.15.
Desde la primera cosecha de microalgas hasta eb@ide cultivo los valores de pH
variaron de 8.46+0.20 a 9.44+0.33. Se registraalargs de intensidad luminosa de entre
23.15 y 56.03 x 10ux a lo largo del experimento.

Palabras Clave:microalgas, cultivo continuo, 4cidos grasos



ABSTRACT of the thesis by Marco Antonio Anzueto Sanchez, presented as a
parcial requirement, to obtain the degree of MASTER IN SCIENCES with
orientation in AQUACULTURE. Ensenada, Baja California. October of 2008.

CULTURE CONTINUOUS EVALUATION OF THREE MICROALGAL
SPECIES

Three microalga¢sochrysissp.,Nannochloropsis oculatgndChaetoceros muellesvere
grown for 60 days in continuous system culturehag¢e daily dilution rates of 0.11, 0.15,
and 0.21 that correspond to residency time of 4685 y 9.44 days respectively. Biomass
was harvested and evaluated in three points ofjtbeth curve to determine cell density,
dry weight, and fatty acid concentration.lgochrysissp. high cell density was reached at
the dilution rate of 0.11 with an average of 7.1@xgells-mI*, but the highest biomass
production per day was obtained with dilution rapé<.15 and 0.21 with 3.32 and 3.68
g-day’, respectively. IfN. oculatahigh cell density was reached at dilution rate®.4fl
with 27.61x16 cells-mt*, but the highest biomass production per day waaiméd with
dilution rates of 0.15 and 0.21 with 7.18 and 7g36ay", respectively. IrC. muellerihigh
cell density was reached at dilution rates of Qvith an average of 1.49x3@ells- mI*, but
the highest biomass production per day was obtam#ddilutions rates of 0.21 and 0.15
with 3.69 and 3.57 g-ddy respectively. Polyunsaturated fatty acids (PURAre most
abundant insochrysissp andN. oculatawith 41.35 to 49.06% and 35.70 to 41.32% of the
total fatty acids, respectively. Docosahexaenoid 80HA) was higher inlsochrysissp.,
and eicosapentaenoic acid (EPA) and araquidonit(AdRA) were higher iN. oculata In

C. muellerithe monounsaturated fatty acids were most abunaliimt30.79 to 34.89% of
the total fatty acids. PUFA abundances were reptedeby EPA and DHA in this strain.
During the first 30 days of the culture the avertgyaperature was 24.9 °C + 0.32, but in
the next 30 days the temperature reached an avef&je6 °C + 0.15. pH changed from
the first day of biomass harvest to day 60 of thiuce with values from 8.46+0.20 to
9.44+0.33. Light intensity varied between 23.15 &6d03x16 lux in all the days of the
experiments.

Key words: microalgae, continuous culture, fatty acids
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I. INTRODUCCION

La acuicultura es el cultivo controlado o semicolaiio de organismos acuaticos
para fines comerciales, cuyo motivo principal etister la demanda de alimentos
generada por la poblacion. Segun la FAO, la acwicuimundial esta creciendo alrededor
del 7.2% anual, con tendencias hacia la intensificade los sistemas de cultivo y el
control de los aspectos nutricionales. En estddsenias microalgas tienen un valor muy
importante, ya que, en aproximadamente el 90%od®l de la produccion por acuicultura,
se emplean como alimento en al menos una etapaesi@rdilo de los organismos
cultivados (Duerret al, 1998), ya sea directamente en moluscos, lareasrustaceos y

peces o bien en organismos intermediarios, conii@iras, copépodos Artemia

Es por esto que en las granjas productoras deiesp®arinas, el cultivo de las
microalgas tiene un papel trascendental y debenleange sistemas de cultivo
especializados que sean una parte integral dedafag y que ademas, resulten rentables y
suministren la biomasa necesaria durante el tieempque transcurran los larvicultivos o
como en el caso del cultivo de moluscos bivalvade esuministro debe ser continuo

durante toda la temporada de cultivo.

Las microalgas son el alimento comunmente empleadda acuicultura marina
porque aportan los nutrientes adecuados en cantidatidad, como las proteinas, lipidos,
carbohidratos y vitaminas, ademas, su importaradda&a en la presencia de otros factores
no nutricionales desconocidos, que mantienen adecoente a las especies en un cultivo
(Saracco-Alvarez, 2007). A pesar de que en lomdhiafios se han venido investigando y
desarrollando alimentos alternativos que sustitlarso de las microalgas, todavia no se
han disefiado alimentos de calidad que las reemptatamente, por lo que, seguramente,
durante los proximos afios la produccion de laressspecies marinas seguira dependiendo

del cultivo de microalgas (Reitat al, 1997).

Las microalgas han colonizado una gran variedadnal@entes, que van desde los



climas con aguas calientes, hasta las aguasdftasias muestran resistencia a condiciones
de desecacidn, alta salinidad y baja intensidadniosa. Su metabolismo tan plastico les
permite adaptarse a estos ambientes tan hostdesjgmplo, ante una situacion de baja
disponibilidad de nitrdgeno, necesario para laesiatde proteinas para el crecimiento y la
division celular, el metabolismo de las microalgasdirige a la sintesis de carbohidratos
(como los carotenoides) o de lipidos (como losaxgiasos) (Sukenik y Wahnon, 1991).
Esta plasticidad de las microalgas se ha estudextiensamente, especialmente por su
capacidad para sintetizar 4cidos grasos poliinsaétis (AGPI), benéficos y esenciales para
la nutricion de las larvas de organismos marin@snéucet al, 2002; Martinez-Fernandez
et al, 2006).

Los lipidos son moléculas organicas que forman c@sjos con un gran contenido
de energia, con un valor aproximado de 9 kcal-giey groporcionan a los organismos
ciertos acidos grasos esenciales que no puedsmsstizados “de novo” 0 si lo son, no en
cantidades adecuadas. Los &cidos grasos son nadémganicas formadas por cadenas
hidrocarbonadas con un grupo carboxilo (-CQ@H un extremo. Su formula es CX:Y,
donde CX es el nimero de atomos de carbono e Y m3nmeero de dobles enlaces. Los
acidos grasom-3 y o-6 son &cidos grasos esenciales, la notaei@e refiere al dltimo
carbono de la cadena y el nimero tres y seis sraefal carbono donde se localiza el
ultimo doble enlace, contado desde el ultimo casb@n) hacia el —-COOH terminal
(Muller-Feugaet al, 2003). Los acidos grasos cumplen ciertas funsi@senciales en los
organismos vivos, entre ellas como reserva eneegétn depdsitos grasos (ceras y
triglicéridos), como elementos estructurales denesnbranas celulares (fosfolipidos y
esfingolipidos) y como precursores de eicosanoides, actian como reguladores de
procesos como la inflamacién, vasodilatacion, vassticcion y coagulacion (Carredn-
Palauet al, 2007).

Los &cidos grasos mas importantes para los orgasistomando como base los
estudios que evaltan su valor nutricional somcelo eicosapentaenoico (EPA, C26:5
3), el acido docosahexaenoico (DHA, C2@:3) y el acido araquidonico (ARA, C20é:



6) (Patilet al, 2007). EI EPA y DHA son &cidos grasos importaete®l tratamiento de la
arteriosclerosis, cancer, artritis reumatoide, jps@ y enfermedades degenerativas como
el Alzheimer (Drevonet al, 1993; Simopoulos, 1999). EI ARA es precursor de
eicosanoides como las prostaglandinas que son fampes en procesos como el

movimiento vasculatorio y la cicatrizacion de hasdSimopoulos, 1999).

Desde el punto de vista de la nutricion humanéyéate principal de DHA y EPA
estd en los peces marinos, sin embargo, su uidizaha presentado algunas
inconveniencias, como la sobreexplotacion de losrems pesqueros, que en los Ultimos
afos ha provocado un decline de las poblacionesates, aumentando los precios de este

recurso. Ademas, los peces pueden bioacumulaargiss toxicas del medio.

Una fuente alternativa de &cidos grasos poliinadths que genera una gran
expectativa e interés, son las microalgas mariyeagjue sus compuestos lipidicos tienen
mayor estabilidad, en comparacion con las fuetegsescado porque las microalgas tienen
compuestos antioxidantes como son los carotengidésminas, ademas, los lipidos en
las microalgas estan bioencapsulados por las macsdglares lo cual ayuda a prevenir su
oxidacion (Patikt al., 2007).

La acumulacién de &cidos grasos en las microalgasire proceso especie-
especifico, es decir, cada especie de microalgieoencantidades y variedades de acidos
grasos especificos que se sintetizan bajo condisiespecificas, que pueden ser producto
de factores genéticos y/o ambientales, por lo gusay dificil hacer una generalizacion
respecto a qué acidos grasos y en qué cantidadpreatucidos por cierta microalga,
incluso, su composicion y concentracion varian sdguedad o fase del cultivo de las
microalgas (Roncaraét al, 2004). Aunque, es posible que el contenidapldds en las
diatomeas se incremente cuando los cultivos seatex la fase estacionaria, etapa en la

que los silicatos o el nitrégeno son limitantesii@eet al, 2003).

Aln cuando las microalgas tienen caracteristicagal@es para la acuicultura, no



todas son adecuadas como alimento para los orgasisuoitivados y deben tomarse en
cuenta varias consideraciones si se desea llevalb@con éxito el cultivo larval de peces
marinos, crustaceos, moluscos o de los organismessq cultivan como alimento para
estos estadios larvales. En primer lugar, las raiges no deben ser toxicas, deben tener el
tamafio adecuado para ser ingeridas, una paredibiiggr ademas, deben tener una
composicion bioguimica adecuada, especialmenteosleatidos grasos poliinsaturados,
debido a que estos son esenciales para el desdamihl de los organismos. Otros criterios
estan relacionados con la fisiologia de las migamle incluyen la resistencia a la
fotoinhibicidn, la respuesta a las fluctuacionagmis, la sensibilidad a concentraciones de
oxigeno y el estrés osmoético, ya que es comun qus sistemas de cultivo masivo
realizados al exterior, se presenten condiciomei$alntes que repercuten en el volumen de
produccién y por lo tanto en la rentabilidad (Atest al, 1995).

Entre las especies de microalgas que se usan caenfmran la alimentacion de
especies marinas se encuenffatraselmis suecica, Nannochoropsis oculata, Clraets
muelleri, Isochrysis galbana, Pavlova lutheri y Bbmonassp. debido a su aceptable
composicion bioquimica, con altos contenidos ddd&cgrasos poliinsaturados y altas tasas
de crecimiento (Dhert al, 2001; Ceron-Ortiz, 2006).

En los laboratorios tradicionales de peces maritas,sistemas de cultivo de
microalgas generalmente son estaticos (comunmeat@ados cultivos “batch” o
discontinuos), en los cuales, un medio enriqguesgl@nocula con una cantidad inicial de
microalgas y se espera a que las células alcandasd exponencial de crecimiento o bien
la densidad maxima para cosecharlas. Estos sistsomagoco estables, por lo que las
microalgas solo estan disponibles en tiempos coatbsmas, conforme pasa el tiempo, se
acumulan en el medio los metabolitos de desech@asi@ropias microalgas y la flora
bacteriana se incrementa, lo que hace inapropiadase® por tiempos prolongados.
También se han empleado cultivos semicontinuos,sguearacterizan por un sistema de
cosechas parciales en tiempos determinados y peemiplazo del volumen equivalente al

cosechado, con medio de cultivo nuevo, lo que comeimte se llama dilucidn, sin



embargo, por problemas de contaminacion, estosnsst también tienen una vida media
corta, porlo que sélo se pueden usar por tierapadss. Un sistema de cultivo en el que la
produccién sea constante y por periodos mas prattogges una solucién alternativa, que
resuelve las dificultades propias de los sistemasodtinuos y semicontinuos (Trotta,
1980).

Un sistema de cultivo continuo es aquel en el gugsustrae un volumen del cultivo
(microalgas en su medio de cultivo) a una tasataotes y al mismo tiempo, el volumen
cosechado es reemplazado por un volumen equivalenteedio nuevo, enriquecido con
nutrientes, asegurando asi la produccion constamstable de microalgas por tiempos

prolongados (Richmond, 1988).

Uno de los factores que tienen mayor influenciaresodl crecimiento de las
microalgas en estos sistemas continuos es la éaddudion, que debe ser igual a la tasa de
crecimiento de las microalgas, para que el sisesmaantenga en equilibrio 0 se mantenga
estable (“steady state”). Si la tasa de diluciondemasiado baja, el cultivo tiende a
comportarse como un sistema estatico y las micasalggan a una fase de crecimiento
estacionaria. Por otra parte, si la tasa de ditue® demasiado alta, las microalgas son
sustraidas del cultivo a una tasa mayor que sweideld de duplicacion, por lo que no hay
incremento en la densidad de cultivo y por lo taatmpoco hay produccion (Richmond,
1988). Cabe destacar que es probable que la cddidgdimica no sea la misma al emplear
diferentes factores de dilucién, porque la fisitddogicroalgal se comportara de manera
distinta. La tasa de crecimiento de las microatiggsende directamente de la dilucion, por
lo que es necesario aplicar el factor de dilucidorde a la especie de microalga. Una vez
determinadas éstas, el flujo de agua entrante séénsa de cultivo se debe regular

cuidadosamente.



|.1 Antecedentes

El interés en la produccion de microalgas tieneorsgen desde hace ya muchos
afos, ya que son una fuente de compuestos Utitasephombre, como lipidos, proteinas,
polisacéridos, pigmentos y vitaminas, entre ot8is.embargo, es a partir de 1960 cuando
surge con fuerza la biotecnologia de las microalgasanobacterias, desarrollandose
constantemente hacia la produccion masiva, aunguee@or proporcion que en el area de
las bacterias y hongos, quizd debido a la natwalealégica de las microalgas que
requieren luz para crecer y esto limitd el deskrrde la biotecnologia fotoautotréfica
(Muller-Feugaet al, 2003). En muchos casos, la produccion de micasagggran escala no
es econGmicamente rentable, en gran medida pa@rdddemas y por el costo que conlleva
la separacion de las células microalgales del naglicultivo (Becker, 1994). Pero en otros
casos, como el de la acuicultura, no es necessteéopeocedimiento, ya que las microalgas
(incluyendo el medio de cultivo) pueden usarsectlhmente como alimento para los

organismos cultivados.

Inicialmente, para el cultivo de las larvas de aig@os acuaticos, las microalgas se
producian induciendo su desarrollo en estanquésesssempleando agua enriquecida con
productos naturales como el estiércol, entoncedataas se trasladaban a estos estanques
donde se desarrollaban. En la actualidad, éstagkc#éécrudimentarias todavia se usan en
algunas regiones del mundo para la produccién despgcamarones. Después, en los afios
70, las microalgas empezaron a cultivarse en astales mas especializadas, desde donde
eran transportadas a los estanques donde se bativas larvas, esta técnica es la mas
utilizada en la actualidad. Desde entonces losmis$ de cultivo de microalgas han venido

desarrollandose dia tras dia con el fin de lognarmayor produccion a menor costo.

Tipicamente, en la actualidad las unidades devoutle microalgas consisten en
tanques cilindricos (100-500 litros) hechos de tjés transparentes (acrilico, fibra de
vidrio y polietileno) cerrados o semicerrados, ilnaidos en forma artificial con lamparas

dispuestas alrededor de los tanques, se les @yae comprimido desde el fondo de



forma que las burbujas generen un proceso de meddabir a la superficie y los cultivos
se mantengan homogéneos y no se sedimenten lasatgas. También se usan tanques
rectangulares (con una profundidad de 0.5 a 1.(proyjstos de lamparas para iluminar la

superficie del cultivo, ademas de inyectar aire mamido (Muller-Feugaet al, 2003).

Existe una vasta informacién sobre el cultivo dergalgas en sistemas estaticos y
semicontinuos, sobre todo, que hacen énfasis eratables ambientales que los afectan y
en la composicion bioquimica de las especies adts (Pernetdt al., 2003). Sin embargo,
pocos son los estudios que describen los cultivrgiruos masivos y la composicion
bioguimica de las microalgas cultivadas a granlassaestos sistemas.

Entre los cultivos continuos, comunmente se empleanturbidostatos y los
chemostatos. En los turbidostatos, las microalgasechan continuamente y se agrega el
medio de cultivo nuevo, entonces, el volumen dergaigas cosechadas y de medio de
cultivo adicionado se ajustan automaticamente pew@tener la densidad celular constante.
Por otra parte, los chemostatos actian con eliprindel nutriente vital limitante, como el
nitrato. Cuando las concentraciones de este ntdridisminuyen a un cierto nivel, se
adiciona una cantidad fija del nutriente. Aqui #a de crecimiento de las células es
regulada por el suministro del nutriente limitagRechmond, 1988).

Por otra parte, la seleccion de la microalga quiesea cultivar es fundamental, los
géneros Chaetoceros, Nannochloropses Isochrysis son los mas empleados por sus

caracteristicas benéficas para la acuicultura.

Las especies del géne@haetoceroson de las mas cultivadas para las larvas de
crustaceos y peces, principalmente por su altoeo@md en &cidos grasos altamente
insaturados (HUFA's, por sus siglas en inglés),méde de que pueden producirse

masivamente con costos relativamente bajos (Lofias;E2005).



Por otra parte, el génefdannochloropsis también se emplea ampliamente en la
acuicultura marinalN. oculataes la especie mas importante para el cultivo danisgos
intermediarios com@rachionus plicatilis porque contiene altos niveles de vitamina B12,
promueve el rapido crecimiento poblacional de eoti$ y ademas contiene &cidos grasos
poliinsaturados, principalmente el acido eicosagemtico (20:5 n3). Sin embargo, el valor
nutrimental deN. oculatapara otros organismos acuaticos es bajo, porguae tina pared

celular dura que la hace dificil de digerir (Broetral, 1997).

El génerolsochrysis también se emplea para la alimentacion de lareggedes y
bivalvos. El valor nutricional de esta especielts §a que tiene concentraciones elevadas

de &cidos grasos poliinsaturados como el docosahéi@ (22:6 n3).

Los cultivos continuos de microalgas son una exgmesle un alto nivel de
integracion técnica y cientifica, con una alta paividad y un elevado nivel de
automatizacion, caracteristicas que se buscarngardustria. En este sentido, trabajar con
procesos continuos requiere un buen conocimientdosleprocesos que ocurren en él,
puesto que su dindmica es mucho mas compleja qde las cultivos discontinuos o
estaticos. Por lo anterior, investigar el crecirtoede las microalgas y su composicion
bioquimica en este tipo de cultivos llevan directate al desarrollo de estudios cientificos

mas profundos y complejos, que estimulan el deldatexnoldgico en esta area.

El objetivo de este trabajo es evaluar los culte@stinuos masivos de tres especies
de microalgas comunmente empleadas como alimentdogncultivos larvarios de

diferentes especies de organismos marinos.



[.2 OBJETIVOS
[. 2.1 Objetivo General
Evaluar el cultivo de las microalgaShaetoceros muelleri, Isochrysisp. y

Nannochloropsis oculatan un sistema de cultivo continuo.

[.2.2 Objetivos particulares
1. Evaluar la cinética del crecimiento de tres esged@&microalgas en un sistema de
cultivo continuo masivo con tres factores de dimaiiferentes.
2. Evaluar la composicién de acidos grasos de trescessp de microalgas en un
sistema de cultivo continuo masivo con tres difeee factores de dilucién.

Il. MATERIAL Y METODOS

[I.1 Cultivo de Microalgas

[I.1.1Mantenimiento de las Cepas

Las especies de microalgas que se utilizaron entegiajo Chaetoceros muelleri,
con clave CHX1 Isochrysissp, con clave ISX1y Nannochloropsis oculatacon clave
NNX1 se obtuvieron de la coleccién de microalgas det@ate Investigacion Cientifica y
de Educacion superior de Ensenada (CICESE). Laascep mantuvieron en matraces
Erlenmeyer con medio de cultivo “f/2” de Guillard Ryther (1962) y en condiciones

controladas de temperatura (20 + 1°C), salinid&&ofBy luz continua.

[1.1.2 Cultivo de Indculos

Para obtener la cantidad de microalga suficienta pealizar los cultivos continuos
se siguid la secuencia clasica de escalonamieniear, desde volumenes pequefios (125
ml) hasta volumenes mayores (20 I). Se inocular@iraces Fernbach de 2 | y se

cultivaron hasta que se alcanzo la fase exponemgidnces sirvieron para la inoculacion
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de botellones de 20 I. Nuevamente, estos culseomantuvieron en sistemas estaticos y
una vez que alcanzaron la maxima fase de crecimgnusaron para inocular las bolsas de

plastico de aproximadamente 288 | que conformakrsistema de cultivo continuo.

[1.1.3 Tratamiento del agua

Para el mantenimiento de las cepas y cultivos emaoes Fernbach se utilizo el
agua de mar proveniente del sistema cerrado detdadrio humedo del Departamento de
Acuicultura del CICESE, se filtr6 a través de uedesde cartuchos de 10, 5 yufin, se
irradié con luz ultravioleta y se esterilizé en uaatoclave a 121°C y a una presion de 1.05
kg cm? durante 15 minutos. Para los cultivos en garrafode 20 |, el agua fue
desinfectada empleando la técnica recomendada porekck (1973), que consiste en
afiadir hipoclorito de sodio al 5% (blanqueador awim® al agua de mar (3 miY),
dejando actuar al cloro durante 24 horas, pareposnente neutralizarlo con 150 mg de

tiosulfato de sodio por litro de agua y con airéa@rofusa.

[1.1.4 Descripcion del Sistema de Cultivo Continuo

El sistema de cultivo continuo de las tres espauiesoalgales consté basicamente
de dos secciones integradas, una de tratamientagiel y otra de cultivo. La primera
seccion consistié de un depdsito de agua marir0@e |, filtrada con filtros de cartucho
de polipropileno de 20, 10 y@m y abastecido directamente de la red de distdbudel
sistema cerrado del Departamento de AcuicultufaC#8ESE. Enseguida, una bomba
abastecio de agua marina al sistema de tratamigomole se esterilizo y se le adicionaron
los nutrientes y el COnecesarios para el optimo crecimiento de las riges. Para
esterilizar el agua de mar se utilizd6 un genera@oozono por luz UV de 40 watts (marca
ClearWater, modelo S-1200) el ozono se inyectoworenturi instalado en el retorno del
flujo sobrante que entraba de nueva cuenta al depds 2000 I. Enseguida el agua se
dirigié a un tanque de 100 I, equipado con unastescia de 3000 watts para calentarla a

93°C, a continuacién el agua paso por un intercaiob de calor de placas de titanio
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(marca Alfa Laval) para reducir su temperatura augke entrar a las bolsas de cultivo, el
calor recuperado en este proceso sirvidé para nateal el agua que entré al tanque de
calentamiento. Posteriormente, el agua pas6 pounhmde vidrio donde se le agregd £O
(para mantener el pH entre 7.5 y 8.5). Un depdistoidrio de 20 I, sirvié para contener los
nutrientes que se abastecieron al sistema de @\fliedio de cultivo para microalgas f/2,
Pro-Line, Origen), a través de una bomba de diafea{Pulsafeeder, Aquatic Ecosystem),
de tal manera que siempre se suministrara medi@ fl2s bolsas. Para el caso de la
diatomeaC. muelleri, los silicatos se agregaron directamente en lasabotle forma
semanal. El tanque de 100 | y el intercambiadocaler fueron encerrados en una caja
aislante, para evitar pérdidas de calor. Todoisérma estuvo conectado a un tablero
electronico como medida de seguridad, de modo igaetsmperatura excedia los 95°C, el
pasteurizador perdia agua o el tanque de 2000dsaba, el sistema se apagaba (Figura
1).



DIBLUIO: Tec. Francisco Yalenzuela Buriel

Figura 1. Diagrama del sistema de cultivo contidaamicroalgas. Seccion de tratamiento de agua d@ongasteurizacion. 1)
Pasteurizador; 2)Intercambiador de calor; 3) Bordbdomba peristaltica; 5) Ozonificador; 6) Ventut) Cilindro de CQ 8)
Garrafén con nutrientes; 9) Aislante; 10) Filtresahrtucho de polipropileno; 11) Tinaco de % #?) Flotador; 13) Manguera;
14) Intercambiador de GQ15) Tablero electrénico de control; 16) Agua mariratada.



En la segunda seccion se realizO el cultivo cootirde las tres especies
microalgales: Isochrysis sp., Nannochloropsis oculatay Chaetoceros muelleritres
tratamientos y tres repeticiones), se instalaronb@igas de polietileno de 40 cm de
diametro, 250 cm de altura y un volumen aproximael@88 |, distribuidas en 3 bloques de
9 bolsas cada uno y colocadas en posicién vergtaljltivo tuvo una duracion de 60 dias.
Cada bolsa se sostuvo con una reja cilindrica detale de acero recubierto de plastico.
Con la finalidad de evitar pliegues en la baseadiadolsa se colocaron estructuras de fibra
de vidrio o concreto de forma piramidal. A cadashoke le hicieron 4 perforaciones
pequefias, 2 en la parte superior, una para ladentanstante del medio de cultivo y la otra
para la cosecha y 2 en la parte inferior, una faaraireacion y otra para el suministro

directo de C@(de 15 a 20 minutos por bolsa al dia).

Las bolsas se perforaron con el cuidado neceparamantenerlas estériles, con la
ayuda de una punta metalica estéril, lo que faciéitinsercion del tubo de vidrio estéril,
correspondiente a las entradas o salidas de la.delsnedio de cultivo entr6 a la bolsa a
través de una manguera de silicon, conectada anlka ple vidrio que penetrd directamente
en la bolsa. De igual forma se hizo para la cosggbara la aireacion de los cultivos. Las
tuberias de vidrio de distribucion de agua de miasyconexiones hidraulicas se lavaron

semanalmente con vapor, para reducir el crecimigmtoacterias y protozoarios.

Para cada microalga se evaluaron 3 factores deidil (tratamientos), que
corresponden a un tiempo de residencia de 5, d® El factor de dilucién se calculd
dividiendo el volumen extraido al dia entre el wofuin total de la bolsa. La cantidad de
in6culo para cada bolsa de cultivo fue de 6 lifopge resulté en aproximadamente 145,000,
100,000 y 135,000 cél-thiparalsochrysissp., Nannochloropsis oculaty Chaetoceros
muelleri respectivamente), aproximadamente una terceta gakrindculo contenido en un
botellén de vidrio de 20 |, de tal forma que undagetres repeticiones de cada tratamiento
se inocularon con las microalgas del mismo garrafbrinéculo se agregd a las bolsas de

cultivo cuando tenian 2/3 del volumen total de meldi cultivo.
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El sistema se construy0 en una de las plataforrebsCtCESE, por lo que se
mantuvo a la intemperie, Unicamente fue protegidda parte superior por una malla
sombra de 95% de reduccion solar para homogerazeartidad de luz en las bolsas de
cultivo, cada columna se iluminé ademas con ungadande luz fluorescente blanca de
40W (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama del sistema de cultivo contidaanicroalgas. Seccion del cultivo en bolsas: 13&8de plastico de 288 I; 2)
Entrada de medio de cultivo; 3) Entrada de air€&ntjada de C&) 5) Salida de microalgas; 6) Tubo de distribuadémmedio;

7) Tubos de distribucion de aire; 8) Llaves de beopara aireacion; 9) Lamparas; 10) Tubos de casé&dh Tornillos sin fin 'y
sujetadores.



[I.2 Evaluacion de la biomasa producida

Para evaluar el desarrollo de las microalgas esisedma continuo se estimé la

biomasa producida por dos métodos: a) conteo esfuld cuantificacion del peso seco.

[1.2.1 Conteo Celular

Para conocer el nimero de células de cada unasdmitaoalgas se realizaron
curvas de calibracion, relacionando la densidaic@pmton el nimero de células en una
muestra. Para cuantificar la densidad optica se wrs@spectrofotbmetro para placas
multipozo AD L200, marca Bekman Coutler, a una lardy de onda de 679 nm y
empleando 35@I de muestra por pozo. Para el conteo celular ggegmun microscopio
Optico marca Wesco, modelo Bio VU 2500 y una cantaNeubauer de 0.1 mm de
profundidad marca Hausser Scientific. Para evalarecimiento diario de las microalgas
en cada condicidon experimental diariamente setragis los valores de absorbencia a 679
nm y luego se relacionaron con el nimero de célptasmililitro a través de los datos

obtenidos en la curva de calibracion.

[1.2.2 Cuantificacién del peso seco

Para cuantificar la biomasa con base en el pesm secante el experimento se
recolectaron tres muestras (por triplicado), urdackb dias (punto A, B y C), cada muestra
consistié de una alicuota de 30 ml de los cultil@grimera muestra se recolecté a los 13,
14 y 15 dias de iniciado el cultivo, patsochrisis sp., Nannochloropsis oculatay
Chaetoceros muellerrespectivamente. Las muestras se centrifug&mnubos falcon de
15 ml a 4500 rpm y se congelaron a -20 °C hasteeiento de su analisis. Para cuantificar
el peso seco, las muestras se filtraron a travédsties Whatman GF/C de fibra de vidrio
de 47 mm de diametro (previamente lavados, incitteran una mufla a 490 °C y pesados),
entonces se lavaron con formiato de amonio al 3 elminar los residuos de sales del
agua de mar. Los filtros con la muestra se colecarouna estufa a 60 °C por 24 horas para

obtener el peso seco total.
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[1.3 Registro de parametros ambientales

Diariamente se registro la temperatura de losvadticon un termometro digital
marca Extech, de igual forma se tomaron registiarsog de los valores del pH de cada una
de las bolsas con un potenciometro marca OridonetodlO y la irradiancia en los cultivos
se registré cada 10 dias, a las 8, 12, 16 y 20showa un irradidmetro marca Fisher

Scientific Traceable.

[I.4 Cuantificacion de acidos grasos

Para evaluar los &cidos grasos de las microalghvaclas se realizaron tres
muestreos a lo largo del experimento (de igual énnal mismo tiempo que para la
cuantificacion del peso seco). En cada muestramisetaron 730 ml de cada cultivo para
cuantificar la composicion y el contenido de acigossos désochryss sp. yChaetoceros
muelleri ParaNannochloropsis oculatae recolectaron 660 ml. Estas muestras fueron
centrifugadas a 4500 rpm durante 15 minutos a $&@ concentrar las microalgas y
obtener la biomasa necesaria para los analisisterpmsnente las muestras fueron

congeladas hasta el momento de su andlisis.

1.4.1 Andlisis de Acidos Grasos

Para la extraccion de lipidos se adoptdé el mémeldBligh y Dier (1959). La
extraccion de acidos grasos se realizé con hexaogHPLC y la cuantificacion por
medio de cromatografia de gases-espectrometricadasn La fase lipidica extraida se sec6
con nitrdgeno gaseoso, se sometido a metanolisis%ome HCI en metanol durante 2.5
horas en bafio maria a 85 °C (Sato y Murata, 18&nalisis de acidos grasos se llevé a
cabo en las instalaciones del Laboratorio de Bimtlegia de Microalgas del Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste, de la @iude La Paz, Baja California, Sur.

Para el analisis de los resultados los acido®grss agruparon en saturados (AGS),
monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI)ltamente insaturados (AGAI) (acido
docosahexaendico, DHA, eicosapentaendico, EPA quatéanico, ARA, puesto que son

los mas importantes en la nutricion larval de oigians marinos).
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[I.5 Parametros poblacionales

Para calcular la tasa del crecimiento de cada enésl especies de microalgas
estudiadas se utilizo la ecuacion descrita porcRi€1966), tomando en consideracion los

intervalos entre los puntos de muestreo.

u=loge(X2)-loge(Xq) / (t-t)) + FD
1)

Donde:

u=  Tasa de crecimiento especifica

Xo= Numero de células en el tiempo t

X1= Numero de células en el tiempo t

t-ti= Tiempo transcurrido entre muestreos sucesivos

FD=  Factor de dilucion

Se utilizaron logaritmos en base dos porque seidenas los mas apropiados para
representar el crecimiento de organismos con ym@daccion de tipo binaria (Palleroni,
1970).

[1.6 Andlisis Estadistico

Para contrastar las diferencias del crecimiente Yyadcalidad bioquimica entre los
diferentes factores de dilucién y los puntos de stree para una misma especie de
microalga, se realizaron analisis de varianza (WWPpde dos vias. En los casos en los
que se encontraron diferencias significativas, esdizd0 una prueba de comparaciones
multiples de Duncan, con un nivel de significand& 0.05, mediante el programa de

computo Statistica, version 6 para Windows.
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[ll. RESULTADOS
[11.1 Regulaciéon de los factores de dilucion (Flujos degaa)

Los factores de diluciéon de los cultivos y sus ddujcorrespondientes fueron
regulados para obtener tiempos de residencia dey59 dias (el tiempo necesario para

agregar un volumen equivalente al del medio devouttontenido en una bolsa) (Tabla I).

Tabla |. Factores de dilucion para los cultivos ezkpentales delsochrysis sp.,
Nannochloropsis oculatga Chaetoceros muellegn un sistema de cultivo continuo.

Valores tedricos o esperados Valores experimentalesbservados
Dias de Factor de Flujo Dias de Factor de Flujo
residencia  dilucion  ml-min“bolsa  residencia  diluci6n  ml-min™bolsa
5 0.2C 40.0: 4.82+0.1 0.21 41.5+1.2:
7 0.14 28.6( 6.65+0.1: 0.1t 30.141.3¢
9 0.11 22.2¢ 9.44+0.1: 0.11 21.2+£1. 7!

Volumen de las bolsas de cultivo = 288 + 3.

1.2 Temperatura

La temperatura promedio de los cultivos en los eros 30 dias de experimento fue
de 24.9 °C + 0.32, en los siguientes 30 diasgstré una temperatura promedio de 25.6
°C +0.15.

.3 pH

Para el andlisis del pH los valores registradosmterel cultivo se dividieron en 4
fases, la primera incluyé desde el momento dedeulacion hasta el punto de muestreo A,
la segunda incluyd los valores obtenidos del pdetouestreo A al B, la tercera del punto
de muestreo B al C vy, finalmente, la cuarta Ulti@se del cultivo incluyd los valores
obtenidos del punto C al dia 60 de cultivo.
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Los valores mas bajos de pH se registraron erritaepa fase de cultivo (del
indculo hasta el punto de muestreo A). Del puntondestreo A hasta el dia 60 de cultivo,
los valores de pH variaron de 8.46+0.20 a 9.4440d3valores mas altos se registraron en
los cultivos deéNannochloropsis oculatd_os valores de pH se mantuvieron sin diferencias
entre las microalgas de la misma especie cultivadasdiferentes factores de dilucion
(Tabla II)

Tabla II. Valores promedio del pH durante los 6&sdie cultivo continuo dsochrysissp
(ISX), Nannochloropsis oculat§dNNX) y Chaetoceros muellefCHX), divididos en 4
fases de la curva de crecimiento.

Especie Factor de pH
dilucién
Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
ISX 0.11 8.59+0.28 8.77+£0.15 8.84+0.14 8.79+0.28
ISX 0.15 8.64+0.25 8.82+0.02 8.95+0.16 8.80+0.25
ISX 0.21 8.44+0.49 8.79+0.18 8.97+0.06 8.84+0.49
NNX 0.11 9.00+0.36 9.24+0.14 9.25+ 0.03 9.05+0.36
NNX 0.15 8.95+0.37 9.18+0.22 9.44+ 0.33 9.16+0.37
NNX 0.21 8.59+0.61 9.02+0.21 9.34+0.18 9.31+0.61
CHX 0.11 8.73+0.20 9.18+0.13 8.80+0.17 8.46+0.20
CHX 0.15 8.71+0.45 9.02+0.12 9.09+0.26 8.48+0.45
CHX 0.21 8.47+0.54 8.84+0.23 8.89+0.18 8.5710.54

I11.4 Intensidad luminosa

En virtud de que el cultivo se realiz6 al exterlarcantidad de luz fue un parametro
que vario diariamente y a cada momento, por lo Iqaeegistros son heterogéneos. Se
registré la menor cantidad de luz en los cultiiodi@ 33, con un promedio de 23.15 X 10
lux, el dia 3 fue el de mayor intensidad de luan an promedio de 56.03 x *lix (Tabla

).
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Tabla Ill. Intensidad luminosa promedio (lux) ediferentes horas del dia en un sistema de

cultivo continuo de microalgas.

Dia de Intensidad luminosa
cultivo Lux (x 10°)
8:00 hrs 12:00 hrs 16:00 hrs 20:00 hrs Promedio

3 42.88+0.10 98.51+0.15 76.74+0.14 6.01+0.36 56.03
13 37.23+0.34 88.23+0.23 78.67+0.21 5.89+0.22 52.51
23 47.34+0.10 76.04+0.18 69.13+0.11 6.15+0.20 49.66
33 26.28+0.31 33.08+0.34 27.27+0.39 5.95+0.33 23.15
43 38.24+0.24 87.23+0.21 73.43+0.32 6.03+0.27 51.23
53 20.33+0.29 73.04+0.37 61.67+0.28 5.95+0.19 40.25

[11.5 Evaluacién de la biomasa producida

[11.5.1 Isochrysis sp.
[11.5.1.1 Conteo celular

El coeficiente de correlacion de la regresion lirpee relaciona la densidad Optica
(DO=absorbencia a 679nm) con la densidad celul@=(iimero de células por mililitro)
fue alto (f=0.99), lo que permite realizar interpolaciones magfiables entre 16.1x1§y

97x10 cél-mi* (Figura 3). La ecuacién de la regresién obtenigdld siguiente:

DC= 17882262.57 (DO) — 587817.63

)
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Figura 3. Curva de calibracién para la absorbead@9 nm y el nimero de cél-hpara
Isochrysissp.

[11.5.1.2 Crecimiento

La microalgalsochrysissp. cultivada con un factor de dilucion de 0.1ladte 60
dias, crecio rapidamente hasta el dia 14, cuardmad la maxima densidad celular de
5.02 x 16 cél-mi*, sin embargo las muestras para los diferentessan@ropuestos, se
tomaron un dia antes, cuando se registré una deheiel 4.61 x 10cél-mi' y una tasa de
crecimiento de 5.1 respecto al dia de la inocutadiopartir del dia 14 se observo un lento
pero gradual crecimiento hasta llegar a una fasdblesaparente al dia 40 de cultivo, con
una densidad de 7.14 x®1€l- mi*, donde se observé que la tasa de crecimientatnadys
entre los dias 43 al 60 de cultivo se acercabactdif de dilucion (Tabla IV, Figura 4).

El crecimiento ddsochrysissp. cultivada con un factor de dilucion de 0.18 fu
muy similar al anterior, con una tasa de crecinoietd 4.56 en el dia 13 respecto al dia de
la inoculacion, luego las microalgas siguieron ieredo gradualmente hasta alcanzar una
densidad de 4.27 x $@él-mi* en el dia 28 de cultivo, la maxima densidad skstregen el
dia 40, con 5.50 x f@él-mI*, a partir del cual se observé una disminuciénadmsa de
crecimiento, luego es notable una fase de estabifin aparente, y posteriormente también
se obtienen tasas de crecimiento muy cercanatasdale dilucion (Figura 4)
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Finalmente, el crecimiento deochysissp. con una tasa de dilucién de 0.21 alcanzé
su fase estable a partir del dia 26, mas rapidocqudos factores de dilucion de 0.11 y
0.15, sin embargo, a partir del dia 43 de cultise, observdé una disminucion en el
crecimiento hasta que entré a una nueva fase digbeiqu

Tabla IV. Concentracién celular promedio (céljny tasa de crecimientqu) entre los
puntos de muestreo dsochrysissp. cultivada en un sistema continuo con un factor de
dilucién de 0.11, 0.15 y 0.21. En paréntesis sl desviacion estandar.

Tiempo Concentracioér Tasa de crecimient:
(dias) cél-mitx 1¢° H

Factor de dilucion 0.:

1 0.1t

13 4.61 (0.8) 5.1C

28 5.85 (0.39 0.3¢

43 6.72 (0.42 0.2¢

6C 6.74 (0.08 0.11
Factor de dilucién 0.:

1 0.1t

13 3.18 (0.49 4.5¢

28 4.27 (0.51 0.5

43 5.07 (0.55 0.3¢€

6C 5.38 (0.89 0.17
Factor de dilucion 0.z

1 0.1t

13 2.89 (0.36 4.5%

28 4.03 ((.96) 0.6¢

43 4.37 (2.07 0.32

6C 3.25(1.01 0
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Figura 4. Curvas de crecimiento ldechrysissp. cultivada en un sistema continuo con tres
diferentes factores de dilucién (Valores prome#i; factor de dilucion).

[11.5.2 Nannochloropsis oculata.
[11.5.2.1 Conteo celular

El coeficiente de correlacion de la regresion lirpee relaciona la densidad Optica
(absorbencia a 679 nm) con la densidad celular (@wero de células por mililitro) dé.
oculata también fue alto €=0.99), lo anterior permite realizar una interpiacde los
valores de densidad optica y el nimero de céludaa psta especie entre los valores de
27.8x16 y 7.6x1G cél-mI* (Figura 5). La ecuacién de la regresién obtenide I
siguiente:

DC= 38256078.49 (DO) - 1608167.63
3)
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Figura 5. Curva de calibracién para la absorbeac®79 nm y el nimero de cél‘hml
mililitro paraNannochloropsis oculata.

111.5.2.1.2 Crecimiento

El cultivo de esta especie con una tasa de dilud&®.11 mostré un proceso de
crecimiento rapido y de larga duracion. En el primeestreo (dia 14) se registré una tasa
de crecimiento de 7.42 respecto al primer dia dtévopy una densidad de 15.91%1d&!-
mi™ Después, las microalgas siguieron creciendo paalagnte, el dia 29 se registré una
tasa de crecimiento de 0.70. EI maximo crecimisetoegistro al dia 40 de cultivo cuando
alcanzé una densidad de 27.61%&6l-mI*, a partir de este punto tuvo un ligero decline el
cual puede considerarse como el inicio de una datsble, con una tasa de crecimiento
muy cercana al factor de dilucion (Tabla V, FigGya

El crecimiento con un factor de dilucién de 0.16gicié una tasa de crecimiento de
7.23 al dia 14 de cultivo, con una densidad apradande 13.55xfOcél-mI*. Las
microalgas continuaron con su proceso de crecimieasta el dia 40, cuando se observo la
mayor densidad celular, con 21.97%1@I|-mI*. A partir de este punto, se registré una
ligera disminucion del crecimiento, la cual se puednsiderar como el inicio de la fase
estable (Figura 6).
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Por dltimo, se observdO un comportamiento muy pedcecen la cinética de
crecimiento de esta especie cuando se utilizéassade dilucion de 0.21, la fase estable se
observé el dia 29 de cultivo y se registré una idedscelular de 16.74x%@él-mI*. A
partir de este punto, se observé una ligera distibnuen la densidad, que podria
considerarse como el inicio de un estado estal@erg6).

Tabla V. Concentracion celular promedio (cél*)mi tasa de crecimientg)en los puntos
de muestreo dannochloropsis oculateultivada en un sistema continuo con un factor de
dilucién de 0.11, 0.15 y 0.21. En paréntesis sl desviacion estandar.

Tiempo Concentracion Tasa de crecimient:
cél-mitx 1¢° H

Factor de dilucién 0.

1 0.1C

14 15.91 (2.4¢ 7.4z

29 23.99 (3.2C 0.7C

44 24.53 (2.82 0.2£

6C 25.29 (1.07 0.0t
Factor de dilucién 0.:

1 0.1C

14 13.55 (1.2C 7.2:¢

29 17.52 (1.9t 0.52

44 2173 (4.18 0.4¢€

6C 20.22 (2.24 0.0t
Factor de dilucion 0.z

1 0.1C

14 12.02 (3.52 7.12

29 16.74 (4.64 0.6¢

44 15.54 (4.8€ 0.1C

6C 15.61 (5.74 0.21
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Figura 6. Curvas de crecimiento dannochloropsis oculataultivada en un sistema
continuo con tres diferentes factores de dilucidaldres promedio, FD: Factor de
dilucién).

I11.5.3 Chaetoceros muelleri
111.5.3.1 Conteo celular

El coeficiente de correlacion obtenido en la regredineal que relaciona la
densidad optica (absorbencia a 679 nm) con la dedsielular (DC=numero de células por
mililitro) para C. muellerifue de 0.98 (Figura 7). Esto permite realizar pdéaciones
confiables entre 2.3 x 1@ 1.8 x10 cél-mi*. La ecuacion de la regresién obtenida fue la
siguiente:

DC= 5804121.82 (DO) — 54488.03
(4)
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Figura 7. Curva de calibracién para la absorbea@@9 nm y el cél- iflparaChaetoceros
muelleri

[11.5.3.2 Crecimiento

El crecimiento de esta especie con un factor hleidn de 0.11 tuvo una tasa de
crecimiento de 3.04 en el primer muestreo (diael6ultivo), y una densidad de 1.03%10
cél-mi* (Tabla VI, Figura 8). La maxima densidad se regisn el dia 25 con 1.43x10
cél-ml', a partir de este punto el cultivo empez6 a degaerse observo la fase estable. Al
emplear la tasa de dilucion de 0.15 el comportatni@ire el mismo, la tasa de crecimiento
al dia 15 fue de 3.30, con una densidad de 1.20z40ml*. Luego, el cultivo sigui6
creciendo y alcanzé su maxima densidad el dia 821ct9x16 cél-mi*. A partir de este
punto, la densidad empezo a disminuir hasta eBfidonde se observa una fase estable
durante 5 dias, después de los cuales volvié amigmFinalmente, para el cultivo con una
tasa de dilucion de 0.21 se registré una tasaetengiento de 3.07 para el dia 15 de cultivo
y la mayor densidad se registré el dia 27, conxL@2cél-ml*, a partir de este punto, la
tasa de crecimiento y la densidad se redujerooremaf paulatina (Figura 8).
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Tabla VI. Concentracién celular promedio (célnly tasa de crecimientop) de
Chaetoceros muellegultivada en un sistema continuo con un factor itlecidn de 0.11,
0.15y 0.21. En paréntesis se indica la desviagst@ndar.

Tiempo Concentracioér Tasa de crecimient:
(dias) cél-mitx 1¢° H

Factor (e dilucién 0.1

1 0.14

15 1.03 (0.41 3.04

3C 1.04 (0.41 0.1z

45 0.68 (0.13 0
Factor de dilucion 0.:

1 0.14

15 1.20 (0.29 3.3C

3C 1.37 (0.94 0.3¢

45 0.68 (0.93 0
Factor de dilucion 0.z

1 0.14

15 0.98 (0.44 3.07

3C 1.15(0.19 0.4:

45 0.76 (0.12 0
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Figura 8. Curva de crecimiento @haetoceros muellegultivada en un sistema continuo
con tres diferentes factores de dilucion (Valomesnedio, FD: Factor de dilucion).

[11.6 Cuantificacién del peso seco

Al comparar la cantidad de biomasa producida encldtivos delsochrysissp.
entre los diferentes factores de dilucion y lostpside muestreo, se encontré que la mayor
produccién se obtuvo en los puntos de muestreo (B yon los factores de dilucion de
0.15 (3.32 y 3.68 g-dfarespectivamente) y 0.21 (3.12 y 3.27 g'despectivamente). No
se encontraron diferencias significativas entresestiatro puntos. (p<0.05) (Tabla VII).

Por otra parte, pardl. oculatase encontré que los factores de dilucion de 0.21 y
0.15 en el punto de muestreo B, produjeron 7.3A8 @-did de biomasa respectivamente,

cantidad significativamente mayor (p<0.05) a leeaimto con los otros factores de dilucion.
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Finalmente, par&haetocerosnuelleri también se observé una mayor produccion
de biomasa al cultivarla con el factor de dilucd®0.21 y 0.15. Para el primer factor de
dilucién, en los puntos de muestreo A y B se eméammba produccion de 3.69 y 3.57 g-dia
! Con el factor de dilucién de 0.15 en el puntarieestreo A, se registré una produccién

de 3.12 g-di4 sin embargo, no se encontraron diferencias esstes tres puntos de
muestreo (p<0.05).

Tabla VII. Produccién de biomasa dechrysissp. (ISX),Nannochloropsis oculateNNX)
y Chaetoceros mueller{CHX) en un sistema de cultivo continuo con tréferdntes
factores de dilucién en los diferentes puntos destrao.

Especie Punto de Factor de dilucion
muestreo 0.11 0.15 0.21
ISX A 2.37 2.27" 2.8
B 2.96 3.3 3.68
C 2.88° 3.19 3.27°
NNX A 4.3F 5.0F 6.41F
B 5.66° 7.18« 7.36°
C 5.08° 5.7%« 5.59¢
CHX A 2.1¢ 3.1 3.6C
B 1.96 2.98 3.57°

Letras diferentes indican diferencias@g5).

NOTA: Las comparaciones se hicieron entre factdeeslilucion y puntos de muestreo para cada
especie en particular.



[11.7 Cuantificacion de acidos grasos
[11.7.1 Isochrysissp.

La clase mas abundante de acidos grasos enconfraltes de los AGPI, con un
contenido de 41.35 a 49.06% del total de los &cglasos, con concentraciones que
variaron de 77.45 a 99.8@)-mg" de peso seco (PS). La concentracion promedioogle |
diferentes muestreos), fue més alta con la diluaiéyor (86.3%ug-mg"). EI AGPI mas
abundante fue el DHA. Le siguié en abundancia #&elde los AGS con contenidos de
31.04 a 35.04%, con concentraciones que variarotOB8 a 68.84ig-mg' PS, siendo la
concentracién promedio alrededor deismg' PS. Finalmente la clase de &cidos grasos
menos abundantes fue la de los AGMI con conteri@o$9.77 a 23.60%, en este caso las
concentraciones obtenidas variaron de 31.73 a 5§6mg" PS, siendo la concentracion
promedio alrededor de 38g- mg" PS (Tabla VIII).
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Tabla VIIl. Contenido de acidos grasos saturado&3A monoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) ddsochrysis sp. cultivada en un sistema continuo con tres
diferentes factores de dilucién y en tres diferemientos de la curva de crecimiento (A, B,
C). Los valores expresan el promedio de la conaeidn (1g-mg" PS) y el porcentaje
(%). En paréntesis se indica la desviacion estardgdras o nameros diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05), FD: Factordilecion.

AG FD 0.11 FD 0.15 FD 0.21
% Mg % 1g % 1g
A 32.4¢ 57.9C 35.04 64.7¢ 32.3¢ 68.84
(0.78) (0.49) (3.45) (3.37) (0.44) (27.86)
B  31.6¢ 54.8¢ 30.8¢ 49.3¢ 32.2¢ 5134
AGS (1.25) (7.53) (2.45) (11.68) (0.72) (10.46)
C 3104 49.7F 31.9¢ 52.2¢ 31.3¢ 53.87
(1.04) (5.02) (0.72) (9.65) (0.42) (19.89)
r  31.7¢ 54.17 32.61 55.4¢ 32.01 58
A 223C¢ 39.6%° 23.6¢ 43.6% 20.7¢ 43.9¢
(0.90) (0.30) (2.02) (1.71) (1.15) (18.52)
B  20.97 36.1€ 20.67 33.07 19.94 31.77
AGMI (0.69) (3.87) (1.03) (6.93) (1.23) (6.70)
Cc 19.9¢ 31.8% 19.77# 32.37 19.8% 33.77
(0.75) (3.06) (0.62) (5.92) (0.44) (11.67)
21.0¢ 35.8¢ 21.3¢ 36.3¢ 20.17 40.3¢
45.3( 80.7¢ 41.3% 77.77 46.8¢ 99.£0°
(1.70) (5.60) (5.32) (18.21) (1.59) (53.26)
B  47.3¢ 82.2¢ 48.5(¢ 77.4% 47.7¢ 75.6€
AGPI (1.38) (12.68)  (3.46) (15.38) (2.44) (12.77)
C  49.0¢ 78.5C 48.2¢ 79.374 48.87 83.7
(0.40) (6.36) (0.83) (17.19) (0.52) (30.57)
T A7.2F 80.5: 46.0¢ 78.1¢ 47.8: 86.3¢

NOTA: Las comparaciones se hicieron entre factoedilucion y muestreos para cada grupo de &cidos
grasos en particular.




Tabla IX. Contenido promedio de &cidos grasas fig' PS) de la microalgisochrysissp. cultivada en un sistema continuo con
tres diferentes factores de dilucion y analizadares diferentes puntos de la curva de crecimiéhtioestreos A, B y C).
PS=Peso seco. En paréntesis se indica la desviesiéndar.

Factor de dilucion Factor de dilucion Factor de ducién

0.11 0.15 0.21
AG A B C A B C A B C
14:00 31.31(0.12) 29.35(4.60) 25.75(3.14) 34.79(.627.33(6.92) 27.78(4.90) 38.84(20.71) 29.02(6.020.84(11.21)
15:00 1.14(0.05) 0.99(0.13)  0.96(0.14) 1.11(0.11).93®.28) 0.97(0.22)  1.02(0.58) 0.92(0.22)  0.94D.3
16:00 24.48(0.13) 23.79(3.06) 22.20(1.87) 27.8WD.720.43(4.41) 22.59(4.38) 27.45(14.82) 20.60(3.89p2.43(8.13)
18:00 0.40(0.05) 0.31(0.06)  0.25(0.01) 0.39(0.09).20(.06) 0.30(0.04)  0.34(0.14) 0.29(0.11) _ 0.3&D.1
20:00 0.20(0.10) 0.15(0.05)  0.18(0.12) 0.28(0.12).15(®.02) 0.23(0.05)  0.46(0.57) 0.18(0.07) _ 0.14D.0
22:00 0.37(0.15) 0.30(0.13)  0.37(0.16) 0.37(0.14).34(.08) 0.40(0.13)  0.73(0.77) 0.33(0.07) _ 0.16p.1
14:01 0.44(0.04) 0.29(0.02)  0.26(0.03) 0.42(0.06).32(0.07) 0.34(0.12) _ 0.38(0.18) 0.34(0.10) _ 0.261p.1
16:01 13.14(0.01) 14.18(1.76) 12.92(1.00) 13.8MD.712.66(3.41) 12.92(2.89) 14.42(7.54) 12.12(2.87)12.72(4.65)
18:1n9c  21.20(0.78) 17.37(1.43) 14.52(1.47) 24&A) 15.73(2.90) 14.93(1.98) 24.81(13.76) 15.84p. 16.77(5.33)
18:1 n7c 2.63(0.22) 2.59(0.37)  2.65(0.46) 2.80(D.272.46(0.39) 2.49(0.49)  2.47(1.36) 1.99(0.42)  20CAQ)
20:1 n9 1.90(0.17) 1.45(0.41)  1.10(0.13) 1.37(1.051.62(0.41) 1.34(0.38)  1.59(1.30) 1.63(0.31)  1.77Ap
22:1n9 0.35(0.07) 0.29(0.07) _ 0.40(0.17) 0.42(0.05).25(0.09) 0.30(0.11)  0.32(0.18) 0.21(0.06) _ 0.Z%D
16:2 n6 0.47(0.04) 057(0.12)  057(0.01) 0.46(0.06D.57(0.12) 0.59(0.12)  0.42(0.23) 0.53(0.09) _ 0.6IED
16:2 nd 0.30(0.06) 0.20(0.05)  0.15(0.04) 0.23(0.059.21(0.03) 0.16(0.03)  0.34(0.21) 0.26(0.07) _ 0.261p
18:2n6c  16.59(0.72) 15.30(1.11) 15.18(1.88) 12B®) 11.96(1.10) 12.29(1.42) 19.18(9.28) 12.62(L.4 12.83(3.83)
18:3 n6 1.72(0.14) 2.02(0.36)  1.66(0.12) 1.76(0.341.58(0.04) 1.48(0.10)  2.76(1.25) 1.99(0.28)  2.581p
18:3n3  15.37(2.47) 18.33(4.44) 10.34(3.47) 12.69(p 1524(3.90) 19.44(4.70) 18.34(9.73) 14.76(8.2315.78(5.55)
18:4n3  19.70(1.05) 21.29(5.81) 17.39(2.86) 17.08p 22.07(5.8) 21.03(5.11) 27.15(15.54) 21.38(B.8@5.72(10.74)
20:4 n6 0.57(0.08) 0.42(0.03)  0.49(0.03) 0.42(0.079.37(0.03) 0.40(0.04)  0.65(0.39) 0.48(0.07)  O.5B(D
20:5 n3 0.92(0.14) 1.00(0.23) _ 0.91(0.07) 0.94(0.151.01(0.20)  1.06(0.22)  1.22(0.60) 1.10(5.22)  1.361p
225 n3 2.5(0.19) 2.70(0.50)  2.68(0.38) 2.81(0.222.56(0.52) 2.39(0.59)  2.83(1.46) 2.27(0.44)  2.30qD.
22:6 n3 22.5(1.22) 20.45(4.00) 20.13(1.70) 23.P8YL. 21.89(5.20) 20.49(5.18) 26.92(15.19) 20.27(3.1621.76(8.25)
DHA/EPA 24.66 20.50 22.17 25.22 21.70 19.28 2214 842 15.99
EPA/ARA 4.47 6.39 5.46 6.72 6.87 5.97 4.33 4.77 64.3




Al realizar una comparacion entre los AGS produgicon las diferentes diluciones,
para los tres puntos de muestreo (puntos A, B yeCladcurva) no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de &sigmsosy(g- mg* PS) debidas al factor de
dilucion (p=0.8699), al punto de muestreo (p=0.2)PMi en la interaccion de estas
variables (p=0.9389).

Al comparar los AGMI producidos con las diferentiiiciones, para los tres
puntos de muestreo no se encontraron diferengjagfisativas en el contenido de acidos
grasos (g-mg*- PS) debidas al factor de dilucién (p=0.9908), mhtp de muestreo
(p=0.0904) ni en la interaccion entre estas viesap=0.9426).

Finalmente, al comparar los AGPI producidos condigasrentes diluciones, en los
diferentes puntos de muestreo tampoco se encomtidiferencias significativas en el
contenido de &cidos grasos debidas al factor deidil (p=0.7523), al punto de muestreo
(p=0.78200) ni en la interaccidn entre estas visap=0.8779).

Respecto a los AGPI, especificamente para los aagdisos altamente insaturados
(AGAI), el DHA constituy¢ del 11.48 al 13.41 % dwtal de &cidos grasos y no se
encontraron diferencias significativas entre |l&s wiluciones ni entre los tres muestreos
(p>0.05). Le sigui6 el EPA con porcentajes de ebtey 0.88% y tampoco se encontraron
diferencias significativas al comparar los difeesntfactores de dilucion en ningln
muestreo. El contenido de ARA fue el mas bajo da ekse, con porcentajes de 0.21 a
0.39 % y tampoco se encontraron diferencias eogediferentes factores de dilucién y
puntos de muestreo (Figura 9 y Tabla IX).
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Figura 9. Porcentaje total promedio de los contenide acidos grasos deochrysissp.
cultivada en forma continua en la fase estable rdeimiento. Las lineas horizontales
indican la desviacion estandar, FD: Factor de diluc AGS: saturados, AGMI:
monoinsaturados, AGPI: poliinsaturados, AGAI: akaite insaturados.
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[11.7. 2 Nannochloropsis oculata

La clase mas abundante de acidos grasos enconfialds de los AGPI con un
contenido de 35.70 a 41.32% del total de los &cglasos, con concentraciones que
variaron de 39.39 a 92.38g-mg' PS. La concentracién promedio (de los diferentes
muestreos), fue mas alta con la dilucién mayor4®7fig-mg* PS). Los AGPI mas
abundantes fueron el EPA y el ARA. Le siguié ennalancia la clase de los AGS con
contenidos del 34.39 al 37.67%, con concentraciquesvariaron de 35.25 a 90.2G- mg
1 PS, la concentracién promedio fue mas alta cadillaion mayor (66.6Qug-mg* PS).
Finalmente la clase de acidos grasos menos abwsdfamit la de los AGMI con contenidos
de 24.12 a 26.65%, la concentracién promedio ntasfa con la dilucion mayor (44.60
ug-mg* PS). (Tabla X)
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Tabla X. Contenido de &acidos grasos saturados (AG®noinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) dlannochloropsis oculataultivada en un sistema continuo con
tres diferentes factores de dilucion y en tresréifees puntos de la curva de crecimiento
(A, B, C). Los valores expresan el promedio dedacentraciényg- mg') y el porcentaje
(%). En paréntesis se indica la desviacion estardgdras o nameros diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05), FD: Factordilecion.

AG Muestreo FD 0.11 FD 0.15 FD 0.21
% Hg % Hg % g
A 35.8¢ 43.2C 37.4¢ 42.4C 37.65 41.6F
(1.65) (8.26) (1.78) (5.08) (1.29)  (11.82)
AGS B 37.3%  44.7C 34.3¢ 35.3% 36.51 67.¢¢

(057) (274  (0.17)  (2.85)  (1.23) (31.43)

C 37.04 83.62° 36.37 69.5¢ 37.67 90.27
(1.46) (17.85) (3.03) (19.14) (2.32)  (18.56)

T 36.7¢ 51.1¢ 36.0¢ 49.11 37.2¢ 66.6(

A 25.3¢ 30.57 26.27 29.6% 26.6% 29.37

(0.93) (5.70) (0.07) (0.41) (0.41) (7.60)

AGMI B 23.81 28.5F° 24.2¢ 24.9¢ 25.02 46.25
(1.39) (3.15) (0.54) (1.91) (0.59)  (20.09)

C 24.72 55.7% 24.4¢ 47.2¢ 24.12 58.22°
(0.70)  (11.24) (0.73) (15.00) (0.52)  (14.19)

T 24.6¢ 38.2¢ 24.9¢ 33.9¢ 25.2¢ 44.6(

A 38.7¢ 47.0€ 36.2¢ 40.8C 35.7¢ 39.3¢
(2.56)  (12.35)  (1.70) (1.46) (1.15)  (11.06)

AGPI B 38.8¢ 46.6F 41.33 42.4€ 38.47 70.5:°
(0.75) (3.33) (0.37) (3.57) (1.00)  (29.33)

C 38.2¢ 85.3¢ 39.2¢ 77.9¢ 38.2¢ 92.3¢
(2.13) (9.70) (3.75)  (31.46) (1.81)  (23.38)

T 38.6: 59.6¢ 38.9¢ 53.7¢ 37.4¢ 67.47

NOTA: Las comparaciones se hicieron entre factoedilucién y muestreos para cada grupo de acidos
grasos en particular.

Al realizar una comparacion entre los AGS produgidon las diferentes diluciones,
para los tres puntos de muestreo (puntos A, B yeCladcurva) no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de &sigmsosy(g- mg* PS) debidas al factor de
dilucion (p=0.0916), sin embargo para el punto deestreo se encontraron diferencias
significativas (p=0.0001), y para la interaccionrerestos dos factores no se encontraron
diferencias significativas (p=0.4461), obteniena® iinayores concentraciones con el factor
de dilucion de 0.21 y 0.11, ambos en el punto @destreo.
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Respecto a los AGMI, al realizar una comparacidredons AGMI producidos con
las diferentes diluciones, para los tres puntosndestreo no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de &cidos grasasrag™ PS) debidas al factor de dilucion
(p=0.1365), sin embargo si se encontraron difeasnsignificativas debidas al punto de
muestreo (p=0.0003), para la interaccion entresestdables no se encontraron diferencias

significativas (p=0.4494).

Para los AGPI, no se encontraron diferencias sagivas en el contenido de
acidos grasosu)-mg* PS) debidas al factor de dilucién. Por otra paséeencontraron
diferencias significativas en el contenido de &sidmsos debidas al punto de muestreo (p=
0.0001) y no se encontraron diferencias signifieatidebidas a la interaccion de estas dos
variables (p=0.5717).

Finalmente, para los &cidos grasos altamente wshis (AGAIl), el EPA
constituy6 del 27.57 al 32.52 % del total de acig@sos y no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de &cidos grasosddsbal factor de dilucion (p=0.2769)
pero si a los puntos de muestreos (p=0.0002), éracwlo mayor cantidad en los puntos de
muestreo C (para todos los factores de dilucié@)siguio el ARA con porcentajes de entre
4.66 y 5.4% y tampoco se encontraron diferencigiifgiativas en el contenido de acidos
grasos debidas al factor de diluciéon (p=0.3376)ops a los puntos de muestreo
(p=0.0004) (Figura 10 y Tabla XI).



40

40
B FDO.11
1 FD0.15
35 7 B FDO0.21

w
o
1

N
)
I

% Total de acidos grasos
= N
(6x] o
1 1

(=Y
o
1

a1
I

O O O O O O A ~ O O o O < © M © o™
N & b &6 K © © £ @ =T £ Q@ © c ¢ < c
~ O 9 5 Y 6 08 B &5 &
— 0O ® A ® 4 4 4 &
aw R -
AGS AGMI . AGPI AGAI

| I |
Acidos grasos

Figura 10. Porcentaje total promedio de los codtni de acidos grasos de
Nannochloropsis oculatacultivada en forma continua en la fase establerdeimiento.
Las lineas horizontales indican la desviacion estgnFD: Factor de dilucion, AGS:
saturados, AGMI: monoinsaturados, AGPI: poliinsafias, AGAI: altamente insaturados.



Tabla XI. Contenido promedio de &cidos grasas iig* PS) de la microalghlannochloropsis oculataultivada en un sistema
continuo con tres diferentes factores dilucion gliaada en tres diferentes puntos de la curva@gmrento (Muestreos A, B y
C). PS=Peso seco, en paréntesis se indica la deésviestandar.

Factor de dilucion

Factor de dilucion

Factor de ducién

0.11 0.15 0.21
AG A B A B C A B C
12:0 0.56(0.07) 0.44(0.03)  1.07(0.20) 0.52(0.06) 42(D.01)  0.82(0.29)  0.44(0.13)  0.76(0.32)  1.00(D.45
14:0 7.23(1.51) 6.36(0.45) 12.77(2.17) 7.35(0.75) .80@.53)  10.95(3.36)  6.72(1.67) 10.65(4.65) 1B
15:0 0.91(0.20) 0.82(0.11)  1.53(0.13) 0.92(0.11) 75(.05)  1.44(0.47)  0.83(0.21)  1.39(0.61)  1.57(D.38
16:0 33.15(6.18) 35.74(2.02) 66.02(15.08) 32.3H\.227.24(2.38) 54.40(14.70)  32.33(9.37) 52.99(24.921.58(14.15)
17:0 0.82(0.22)  0.70(0.07) 1.300.07) 0.82(0.07) 1@D4)  1.21(0.28)  0.77(0.22)  1.28(0.54)  1.54(0.39)
18:0 0.54(0.09) 0.64(0.06)  0.94(0.37) 0.48(0.27) 42(D.04)  0.76(0.09)  0.52(0.24) _ 0.84(0.42)  1.53(D.33
16:1 26.07(4.65) 23.69(2.44) 4522(7.97) 25.06(L481.11(1.36) 39.72(13.10) 25.41(6.44) 39.58(16.95).24(10.47)
17:1 n7 0.65(0.15) 0.58(0.09)  1.16(0.17) 0.69(0.06p.59(0.11)  1.10(0.39)  0.56(0.16)  0.95(0.43)  1.124p
18:1 n9c 3.25(0.82) 3.68(0.53)  8.33(3.43) 3.35(1.122.75(0.60)  5.36(1.24)  2.76(0.83)  4.79(2.34) 439
18:1 n7c 0.46(0.08) 0.45(0.06)  0.81(0.03) 0.42(0.040.38(0.03)  0.81(0.28) _ 0.47(0.13) _ 0.74(0.34)  100B4)
20:1 n9 0.13(0.04)  0.15(0.02)  0.23(0.02)  0.13(0.02p.14(0.00)  0.28(0.13) _ 0.11(0.05)  0.19(0.08)  0.2BIp
16:2 nd 0.40(0.07) 0.29(0.04)  5.71(0.73)  0.36(0.03D.32(0.03) _ 0.37(0.23) _ 0.39(0.09)  0.15(0.05)  0.1GRD
18:2 n6c 2.84(0.83) 2.65(0.20) 0.19(0.0.02) 2.G®p. 2.49(0.42)  5.03(1.77)  2.62(0.81)  4.19(1.86) 5BL726)
18:3 n6 0.61(0.11) 0.76(0.16) _ 1.10(0.13)  0.63(0.09D.52(0.05)  1.06(0.47) _ 0.60(0.08)  0.80(0.23)  2.4&QD
18:3 n3 0.18(0.03) 0.13(0.05)  0.25(0.04) 0.17(0.02p.17(0.03) _ 0.30(0.09)  0.16(0.02)  0.24(0.11)  0.2ERD
20:4 n6 6.31(1.61) 6.10(0.15) 11.79(2.59) 5.35(0.375.57(0.77)  9.85(3.51)  5.25(1.70)  9.29(4.26) 1QR%&%)
205 n3 36.74(9.78) 36.69(2.73) 66.36(6.61) 31L.BHD 33.42(2.49) 61.38(25.66) 30.38(8.37) 55.8WAP. 72.54(18.96)
DHA/EPA - - - - - - - - -
EPA/ARA 5.82 6.01 5.63 5.85 6.00 6.23 5.79 6.01 76.4




I11.7. 3 Chaetoceros muelleri

Para esta especie, los contenidos de acidos gsasosantuvieron muy cercanos

entre las clases. Para los AGMI, se encontraratenaos de 30.79 a 34.86% del total de

los acidos grasos, con concentraciones que varideoB7.77 a 65.51g-mg' PS. La

concentracion promedio fue mas alta con la diluci@ayor (62.75:g-mg* PS). Para la

clase de los AGS se encontraron contenidos de& 203%.38%, con concentraciones que

variaron de 38.28 a 71.363-mg" PS, la concentracién promedio fue mas alta con la

dilucién mayor (64.66ig-mg* PS). Finalmente para la clase de los AGPI, ser¢razon

contenidos de 27.69 a 39.69%, en este caso lagminaciones obtenidas variaron de 35.83

a 65.51ug-mg' PS, siendo la concentraciéon promedio alreded&3qe- mg' PS.

Tabla XII. Contenido de &cidos grasos saturados SAGnonoinsaturados (AGMI) y
poliinsaturados (AGPI) d€Ehaetoceros muellercultivada en un sistema continuo con tres
diferentes factores de dilucidén y en tres diferemientos de la curva de crecimiento (A, B,
C). Los valores expresan el promedio de la coneeidh (1g-mg" PS) y el porcentaje
(%). En paréntesis se indica la desviacion estanddras y numeros diferentes indican

diferencias significativas (p<0.05).

AG Muestreo FD 0.11 FD 0.15 FD 0.21
% Hg % Hg % Hg

A 35.3¢ 69.87 29.57 38.2¢ 33.4¢ 57.9%
(1.44) (28.20) (1.49) (11.30) (1.37) (20.46)

AGS B 34,54 43.6F 33.3¢ 51.3C 37.3¢ 71.3¢
(0.51) (21.06) (2.45) (20.31) (0.35) (5.24)

T 34.97 56.77 31.4¢ 44.7¢ 35.3¢ 64.6¢

A 31.8¢ 63.24 30.7¢ 40.0€ 34.8¢ 59.9¢
(0.88)  (26.93) (0.37) (12.53) (2.74)  (19.35)

AGMI B 47.3¢ 37.77F 34.2¢ 53.9¢ 34.2¢ 65.5F
(21.83)  (1.30) (0.79)  (24.92)  (0.98) (7.34)

T 39.6: 50.51 32.5¢ 47.02 34.5¢ 62.7¢

A 32.7¢ 65.5F 39.6¢ 52.0¢ 3174 56.5¢
(2.25)  (30.18) (1.71)  (18.74) (2.84) (26.74)

AGPI B 27.6¢  358° 3241  51.7¢  283¢  54.17
(1.80)  (20.29) (1.88) (26.35)  (0.67) (3.17)

T 30.22 50.67 36.02 51.9¢ 30.0¢ 55.3¢

NOTA: Las comparaciones se hicieron entre factoedilucion y muestreos para cada grupo de &cidos
grasos en particular.
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Al realizar una comparacion entre los AGS produgidan las diferentes diluciones,
para los tres puntos de muestreo (puntos A, B yeCladcurva) no se encontraron
diferencias significativas en el contenido de &sigmsosy(g- mg* PS) debidas al factor de
dilucién (p=0.3023), al punto de muestreo (p=0.0718 a la interaccion entre estas
variables (p=0.4437).

Al comparar los AGMI producidos con las diferentikiciones, para los tres
puntos de muestreo no se encontraron diferengjagfisativas en el contenido de acidos
grasos ig-mg*- PS) debidas al factor de dilucién (p=0.4096), mhtp de muestreo
(p=0.9196) ni a la interaccién entre estas vargafpe0.4530).

Finalmente, al comparar los AGPI producidos condigasrentes diluciones, en los
diferentes puntos de muestreo tampoco se encomtidiferencias significativas en el
contenido de acidos grasos debidas al factor deidil (p=0.8918), al punto de muestreo

(p=0.6066) ni a la interaccion entre estas vargafpe0.1870).

Para los AGPI tampoco hubo diferencias signifieetientre los diferentes factores
de dilucion, ni entre los dos diferentes puntos meestreo. Al comparar las
concentraciones de los AGAI: ARA, DHA y EPA no sacentraron diferencias
significativas entre los diferentes factores dedddn ni entre los dos puntos de muestreos
(p>0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje total promedio de los codtenide acidos grasos @haetoceros

muelleri cultivada en forma continua en la fase estableckEimiento. Las lineas
horizontales indican la desviacion estandar. FDctdrade dilucion, AGS: saturados,
AGMI: monoinsaturados, AGPI: poliinsaturados, AGAltamente insaturados.



Tabla XIll. Contenido promedio de &cidos graseg: (ng' PS) de la microalg&€haetoceros muelleultivada en un sistema
continuo con tres diferentes factores dilucion gliaada en dos diferentes puntos de la curva dentiento (Muestreos A, By
C). PS=Peso seco, en paréntesis se indica la deésviestandar.

Factor de dilucion Factor de dilucion Factor de dilucion

0.11 0.15 0.21
AG A B A B A B
14:0 32.73(12.67) 18.24(8.53) 19.74(5.87) 24.65(10.07) 28.39(10.34) 35.91(3.90)
15:0 1.54(0.57)  0.97(0.41)  1.03(0.29)  1.10(0.51)  1.42(0.48) 1.33(0.11)
16:0 32.53(14.67 22.50(11.51) 15.87(4.83) 23.86(9.41) 25.77(9.24) 32.36(1.83)
18:0 1.76(0.48)  1.14(0.45)  0.91(0.28)  0.86(0.42)  1.36(0.32)  1.04(0.04)
22:00 0.45(0.22)  0.32(0.14)  0.22(0.08)  0.29(0.04)  0.42(0.16)  0.23(0.15)
24:0 0.83(0.33)  0.45(0.15)  0.51(0.18)  0.54(0.11)  0.60(0.06)  0.48(0.02)
14:1 0.24(0.09)  0.11(0.08)  0.19(0.05)  0.17(0.08)  0.21(0.08)  0.23(0.05)
16:1 58.09(25.44) 44.02(20.58) 38.22(11.92) 50.57(23.92) 56.93(18.58) 62.35(7.19)
18:1 n9¢c 2.07(0.79)  1.12(0.57)  1.01(0.36)  2.05(0.97)  1.47(0.46) 1.41(0.08)
18:1 n7 1.93(0.66)  2.14(0.73)  0.64(0.23)  1.19(0.10)  1.38(0.26)  1.52(0.09)
16:2 n4 0.19(0.08)  0.12(0.05)  0.12(0.06)  0.21(0.10)  0.19(0.04)  0.23(0.04)
16:2 n6 14.54(6.09)  9.15(5.31) 10.63(3.45) 11.11(4.94) 14.80(5.14) 12.67(1.25)
18:2 n6c 5.71(3.00)  3.74(1.74)  3.22(1.04)  4.12(1.99)  4.22(1.54) 4.49(0.38)
16:03 12.04(5.65)  7.91(4.52) 10.97(4.24) 10.22(4.28) 13.11(6.08) 11.60(0.56)
18:3 n6 1.83(0.97)  1.70(0.57)  1.58(0.50)  1.78(0.80)  1.77(0.84) 2.05(0.35)
20:4 n6 16.88(9.14)  7.52(4.33) 13.51(5.05) 14.10(7.89) 12.96(7.60) 14.20(1.63)
20:5 n3 12.32(4.73)  5.03(3.69) 10.86(4.15)  9.06(5.81)  4.98(5.03)  7.80(0.46)
22:6 n3 2.00(0.68)  0.65(0.18)  1.19(0.44)  1.18(0.73)  0.56(0.65) 1.08(0.04)
DHA/EPA 0.16 0.13 0.11 0.13 0.13 0.14
EPA/ARA 0.73 0.67 0.80 0.64 0.67 0.55
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V. DISCUSION

El cultivo de las microalgas en un sistema estasigue un patron tipico de
crecimiento, con una fase de acondicionamientoe fagponencial, fase de lento
crecimiento, fase estacionaria y finalmente fase maerte (Richmond, 1988).
Tedricamente, en un cultivo continuo con las cdodies ambientales adecuadas, las
microalgas pueden mantenerse en una fase exponhpocigeriodos ilimitados. En este
trabajo, debido a que el indculo se agrego cuaasiddlsas aun no se llenaban (o que no
permitié la cosecha de las mismas), no se obtuvidatos en los primeros dias de cultivo
que mostraran la fase de aclimatacion de las nigasapero con base en los resultados
obtenidos en los primeros dias de muestreo, see@iggbner que esta fase fue muy breve,
porque se trabajo con inéculos que estaban erefggmencial y porque asi se observan en
la cinéticas de su crecimiento. Enseguida las raiges entraron en una fase de
crecimiento acelerado, presentando altas tasas rdeimgento y posteriormente
estabilizandose, llegando asi a una fase de eguiliPor lo tanto el cultivo de las

microalgas presento el patron de crecimiento tigeon cultivo continuo.

Droop (1975) reporta que cuando las tasas de deionson muy cercanas al
factor de dilucién, el cultivo llega a una fase dquilibrio (“steady-state”) y asi
permanecera siempre y cuando las condiciones atal@enpermanezcan sin grandes
cambios. Eventualmente el crecimiento cesara siteexin factor limitante o debido a la
acumulacién de productos que inhiban el crecimigletdas microalgas. En este trabajo,
durante los 60 dias de cultivo, aparentemente bo factores limitantes que causaran un
efecto inhibidor del crecimiento, por lo que s@dlea la fase de equilibrio, excepto para
Chaetoceros muelleri.

Las diferencias observadas entre las tasas deeeto y los factores de dilucion
pueden ser principalmente debido a las variaciendas condiciones ambientales, ya que,
a pesar de que cuando el flujo en las bolsas dismidebido a la acumulacion natural de

“biofouling” en los capilares de vidrio, el cultivpodria haberse comportado como un
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sistema estatico, sin embargo esto no fue un przbleayor porque siempre se lavaban los

capilares con vapor, lo que evitaba este problema.

En el cultivo deChaetoceros muellemno se observé la fase estable debido a que
hubo problemas de contaminacion y por lo tanto derte, llegando a tener tasas de
crecimiento de cero. Las paredes celulares de lasondeas estdn compuestas
principalmente por silice, y es necesario agregadnoedio de cultivo, por lo que la pérdida
de estos cultivos probablemente se debio a la femgue se suministraron los silicatos, ya
que eran agregados periodicamente en forma discantie forma que siempre estuvieran
disponibles, sin embargo se observo precipitacétos mismos en el fondo de las bolsas,
lo que pudo haber causado aglomeracién de micmajgaor ende proliferacion de

protozoarios y bacterias que afectaron significetignte el desarrollo de los cultivos.

Las diferencias entre las tasas de crecimientoreddas al emplear los mismos
factores de dilucion entre las distintas espeatesdroalgas estudiadas en este trabajo, se
deben en parte a sus diferencias fisiologicasugaa@tasa de crecimiento depende en parte
del tamafo celular, asi, las especies mas peqtiefiaa tiempos de generacion mas cortos,
ademas, la tasa de crecimiento aumenta bajo ceotaiciones (Fogg y Thake, 1987). En
este trabajo la especie mas pequefiaNaanochloropsis oculatamisma que tuvo las

mayores tasas de crecimiento.

La similitud en la tasa de crecimiento de una d@spen particular, expuesta a
diferentes factores de dilucion, indica la capatidpe tienen las microalgas para
aclimatarse al medio. Desde un punto de vista deg®en condiciones de crecimiento
favorables, se podria incrementar el factor decdfilupara aumentar la tasa de crecimiento.
Por ejemplo, par&lannochloropsis oculatae han reportado tasas de crecimiento de 1.47
por dia en la fase exponencial (Campa-Avila, 2082)se mantienen las condiciones
Optimas y se prolonga esta fase del crecimientéadmicroalga, se podria aumentar el
factor de dilucion del cultivo a 1.47 veces. Emgberimento no sucedio asi, si se aplicara

aplicamos esa cantidad de dilucion en un cultivanés probable es que el cultivo se
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diluya. En un ensayo de calibracion anterior de egsmo trabajo se evalu6 un tiempo de
residencia de 3 dias (factor de dilucién de 0.83)o hubo crecimiento de las microalgas.
No existen muchos antecedentes que describandadtagrecimiento de microalgas en
cultivos continuos, la mayoria de los trabajos ae knfocado a cultivos estéticos y
semicontinuos. Por otra parte, la produccion denb&a microalgal en un cultivo, esta

relacionada directamente con sus tasas de cretonien

Los cultivos continuos permiten tener productivieadnas altas que los cultivos
estaticos debido a que sus parametros como lad@saecimiento, densidad celular y
productividad pueden mantenerse constantes. Egultgos estaticos se alcanzan mayores
densidades celulares que en los cultivos contjinisis embargo, hablando de
productividad, son los ultimos los que tienen mayoduccion. En un cultivo deaviova
lutheri, donde se realiz6 una comparacion entre dos metddocultivo, se obtuvieron
biomasas de 0.540 g-&n un sistema batch y 0.385gebn un sistema continuo (una vez
que los dos se mantuvieron estables), en térmiaakedsidad celular o biomasa, el cultivo
batch fue el mas denso, pero en términos de priediad, después de 18 dias de cultivo, el
sistema estatico produjo 0.030g-iientras que el sistema continuo produjo 0.114 g
esto es, 3.8 veces mas. (Carvalho y Malcata, 200%&).otra parte Browet al (1993)
sefialan una productividad de 0.17gpara cultivos semicontinuos con la microalga
Nannochloropsisp en tanques, en contraste, con un cultivo comtamufotobiorreactores,
donde la productividad fue de 0.5 a 1.7'gH#n este trabajo se logré una productividad

méxima de 0.12 g*l al emplear un factor de dilucién de 0.21.

En un cultivo continuo ddsochrysissp. en un fotobioreactor, se obtuvo un
rendimiento de 0.16 g'tlia®, para un tiempo de retencién de 3.1 dfas, lo quavale a un
factor de dilucion de 0.32 (Patdt al, 2007). En este trabajo, el rendimiento para esta
especie, cultivada con un factor de dilucién dd U2 de 0.062 g'tlia®, por debajo de lo
reportado por Patiet al (2007), sin embargo, las condiciones de cultiverdn muy
diferentes, ya que estos autores trabajaron caimesies de 1.8 | (la produccion fue de

0.28 g-T'dia?), faciles de controlar, ya que mantenfan el phieefs y 8, agregando GO
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de forma automética cuando los valores de pH syidaencima del éptimo.

Para obtener altas productividades en el cultivmaeoalgas, el suministro de GO
y HCGO:s es sumamente importante, ya que contrario a E#gd, el C®atmosférico no
satisface los requerimentos necesarios para simieato. Durante la fotosintesis se utiliza
el CQ del medio, lo que conduce a la acumulacién dé &@Hel medio, ocasionando un
aumento gradual del pH. En este trabajo el pkaetuvo en el intervalo de 8.80 a 9.44
en todos los tratamientos, en parte debido a lmdoy a la periodicidad con que se
suministré el CQ El pH mas alto observado en el cultivoNignnochloropsis oculatéque
sobrepasa los limites 6ptimos), es consecuendia aetividad metabdlica (que se traduce
en la produccion de oxigeno y el consumo de)GQie la gran concentraciéon celular y de
la mayor cantidad de biomasa en el cultivo qudsenhrysissp. yC. muelleri Por otra
parte no se encontraron diferencias en el pH elifieeentes factores de dilucion para cada
una de las microalgas cultivadas, por lo que la tiesrecambio de agua en las bolsas de

cultivo no influyé en la cantidad de carbonatopdigbles en el medio de cultivo.

Por otra parte, se observaron al inicio del expembm valores de pH mas bajos
respecto a los valores promedio subsecuentessestelaciona con el crecimiento de las
microalgas, que fueron consumiendo los carbonateseptes en el agua marina y por
consiguiente un aumento en el pH. PosteriormegitepgH se mantuvo sin cambios
significativos cuando las microalgas alcanzaronfasa de equilibrio. Es probable que los
niveles de pH se hubiesen podido controlar con mefycacia en los cultivos, sin embargo,
el agua que salia del intercambiador de caloraijuente en el sitio en donde se agregaba el
CQO, tenia una temperatura aproximada de 45 °C, loogasiond una disminucion en la
solubilidad del C@ Un control mas preciso de la temperatura del agle salida del
pasteurizador podria haber aumentado la solubild#ddCC y por lo tanto mejorado el
control de pH en los cultivos.

Roncaratiet al (2004) sefalan la importancia de suministrar @} & los cultivos

en cantidades adecuadas, ya que es un donadocipbtisatomos de carbono, necesarios
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para la sintesis de compuestos organicos y queflegartambién en el perfil de acidos
grasos. La aplicacion de altas concentraciones @e & los cultivos de microalgas,
propician un incremento en la proporcién de acglasos de cadena larga (Roncagatl,
2004). Asi mismo, Tzusuldt al. (1990), reportan que €hlorella vulgarisla desaturacion
de acidos grasos es mas baja cuando se cultivadmagliciones de altas concentraciones de
CO,. En Pavlova lutheriel incremento en las concentraciones de2 G&yorecen al
contenido total de lipidos, pero propician un de@eto en las cantidades de AGPI
(Carvalho y Malcata, 2005).

La concentracion celular de las microalgas en utivoues trascendental para la
acuicultura, debido a que una mayor concentrac&®mitroalgas reduce el volumen de
agua necesario para su produccion. En este tragajobtuvo la mayor productividad
(biomasa microalgal g-dthal emplear las tasas de dilucién més elevadas,tpmbién se
incremento la cantidad de agua utilizada, o quavieste en un problema este aspecto,
porque realizar la extraccion o cosecha de micesaéis muy caro, ademas de que se van

perdiendo sus propiedades nutricionales (Richmb@gég).

Hejazi y Wijffels (2004) proponen la reutilizaci@e la biomasa microalgal en la
produccion continua como solucioén a un problemadte tipo, llaméandole a esto “milking”
u ordefiamiento de microalgas. Estos autores looperpcomo una alternativa para extraer
compuestos de interés comercial y ademas para tlaceidn de AGPI y consiste
basicamente en colectar una fraccion de microagmnerlas a hexano por corto tiempo
y una vez que se extrajo el producto de interés, nacroalgas son devueltas al

fotobiorreactor.

Los estudios relacionados con la composicion goetenido de acidos grasos en
los cultivo de microalgas son contradictorios (ual, 2006; Zhi-You y Chen, 2003;
Roncaratiet al, 2004). EnPavlova viridisel mayor contenido total de lipidos se registro
durante la fase estacionaria de crecimiento, erirasie con la fase exponencial. El

contenido de los AGPI, especialmente del EPA, cagotenido es mayor en la fase
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exponencial disminuyd en relacion directa con ueadion del cultivo, mientras que el
contenido de DHA no tuvo cambios significativos @al, 2006). En este trabajo, aunque
sin diferencias significativas se encontré6 una magantidad de AGPI al cultivar las
microalgasIsochrysissp., y Chaetoceros muellercon el factor dilucion de 0.21, en
comparacion con los factores de dilucién 0.11 ¥ ORespecto a las cantidades de EPA y
DHA no se encontraron diferencias significativas conguno de los tres factores de
dilucion enlsochrysissp. yChaetoceros muellerenNannochloropsis oculatae encontro

la mayor cantidad de EPA en los puntos de mue§treo

En cultivos continuos dPavlova lutherise ha observado que al aumentar el factor
de dilucién, hay una disminucién en los porcentajesEPA pero un aumento en el
contenido de acido oleico y linolénico (Carvalhd/glcata, 2005). Por otro lado existen
estudios que sefialan que el contenido de AGPIsententa conforme los cultivos pasan a
de las etapas avanzadas de la fase exponencialllegstr a la fase de lento crecimiento y
disminuye gradualmente con la fase estacionaridahbsgar a la fase de muerte
(Yongmanitchai y Ward, 1991). En un estudio deticalde la diatomedlitzschia laevis
el contenido celular de EPA se increment6 confoehralltivo atravesaba por las diferentes
fases de crecimiento, pero la proporcion de EPAidfal de acidos grasos) se mantuvo
estable (Wen y Chen, 2001). En el presente tradmgbservaron incrementos en los AGPI

conforme se aumentd el factor de dilucion, aunquéigerencias significativas.

Las microalgas contienen porcentajes mas altos@el Aurante la fase logaritmica
de crecimiento, comparada con la fase estacioneusi@)do las proporciones de acidos
grasos de cadena corta se incrementan. Los allekeside C®en el medio de cultivo,
generalmente incrementan el contenido acidos grdsasadena larga, de igual forma, la
razon n-3 /n6 es mas alta cuando se usa una mayoerdracion de CQRoncaratiet al,
2004).

En este trabajo, paftsochrysissp se obtuvo una proporcion DHA:EPA de alrededor

de 21, esto es consecuencia de que esta espetieneaaitos niveles de DHA respecto a
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EPA. PardNannochoropsis oculati proporcion fue de cero, debido a que no sergnto

el DHA en esta especie. La proporciéon de DHA:EPAaizhaetoceros muellefue muy
baja (alrededor de 0.14), debido a que se encordy®@r cantidad de EPA que de DHA. El
suministro de alimentos con proporciones incorecta acidos grasos esenciales es un
error tipico que se comete en el cultivo larvakdpecies marinas, ya que las funciones de

DHA y EPA durante el desarrollo larvario de losamigmos son diferentes.

El papel especifico del DHA se centra en el deBaroe tejidos del cerebro, asi
como en el de la retina, por consiguiente un altdenido de DHA en el desarrollo larvario
es necesario tomando en cuenta que el cerebrdeyidel nervioso en general constituyen
una fraccion significativa de la masa corporal. Boa parte, el EPA tiene un papel
importante en la precursion de eicosanoides, quecsaciales en la regulacion de los

procesos metabdlicos.

La proporcion de DHA:EPA ¢ptima para larvas deggemarinos parece ser de
dos, las proporciones iguales o menores a uno Wadpsmas (Sargerdt al, 1997). Un
exceso relativo de EPA comparado con DHA puedpel@roso en larvas de peces, ya que
el primero puede inhibir la produccion de eicosdesiprovenientes del ARA, ademas se
tienen reportes de que afecta la pigmentacion despenarinos, atrofia la membrana
fosfolipidica y se obtienen larvas poco viablesifRzzo et al., 1997). Otro acido graso
esencial que no puede ser sintetizado y que seohmprobado su importancia en la
nutriciéon larval de especies marinas es el acidguadénico (ARA), cuyas funciones son
esenciales en la produccion de eicosanoides, p@anto también deben ser suministrados
en la dieta y en proporciones adecuadas (alreddldt% del total de los &cidos grasos),
sin embargo no hay suficientes evidencias que gxgthi si esta es la cantidad adecuada o
no. Se ha establecido que la mejor proporcion deARA es de alrededor de 5:1. En este
trabajo se tuvieron proporciones reportadas comecwstlas pardsochrysis sp. vy
Nannochloropsis oculataque oscilaron entre los 5.48 y 5.97 respectivamepara
Chaetoceros muelleta proporcion fue baja ya que se cuantificO mapgntidad de ARA
que de DHA. Cabe destacar que las proporcionemaptde DHA:EPA y EPA:ARA para
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el cultivo larvario son discrepantes y aun sigeleinvestigacion.

El efecto de la temperatura en las reacciones bitgas hacen de este parametro el
factor ambiental que mas influencia tiene en lammsition bioquimica de las microalgas,
temperaturas por debajo de los niveles Optimo®inentan los grados de instauracion de
los lipidos (Richmond, 1988), lo que puede prodattios contenidos de AGPI, debido a
que las células intentan mantener la fluidez ennseimbranas celulares, y esto lo logran
produciendo mas AGPI. Los altos niveles de oxigemeden ser otra razén por la que
aumentan los AGPI a temperaturas bajas, debidoealaguenzimas responsables de la
desaturacion y elongacion de los AGPI dependeradiisponibilidad de oxigeno en las
células. En este estudio, la temperatura promexfiasal de los cultivos varié de 24.88 °C
a 25.61 °C y fue determinada principalmente pgrado y duracién de la radiacion solar,
debido a que el experimento se realizo al extekiavariacion de poco menos de 1°C a lo
largo del experimento, fue producto del incrememstacional hacia el final del
experimento, sin embargo las temperaturas se mardaven el intervalo adecuado para el

cultivo de estas especies (Ryu y Tokuda, 1984; Rbsget al,1999).

La intensidad luminosa tiene un papel trascendeetalel desarrollo de las
microalgas cultivadas, debido a que en presenciazleonvierten el carbono inorganico
(C) en moléculas organicas a través de la fotagmtea limitacion de la energia radiante
restringe el transporte de carbono inorganico, Ipogue las células que crecen bajo
condiciones de luz limitadas presentan una capdcigiducida para asimilar el C del €0
(Beardall et al, 1998). En este trabajo la luz promedio se mantewr los intervalos
recomendados (Dubinsky y Wyman, 1985), se tuvointemsidad luminosa continua pero
con una intensidad variable, por ser un cultivexdérior e iluminado con lamparas. Toro
(1989), reporta que no hay diferencias en el crecita de las microalgas cuando se
cultivan con fotoperiodos de 12:12 y luz continua. produccion de HUFA n-3 en las
microalgas esta influenciado por la cantidad derfes disponibles por dia, de forma
similar al crecimiento, por lo tanto un fotoperiodon pocas horas de luz traera como

resultado una fotolimitacion.
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CONCLUSIONES

El sistema de cultivo continuo masivo produce nemeintos aceptables para las tres

especies de microalgas estudiadas.

La mayor produccion de biomasa en peso seco tetdhasl microalgadsochrysissp.
Nannochloropsis oculatg Chaetoceros muellese obtuvo al cultivarlas con el factor de
dilucién de 0.21 (4.82 dias de residencia).

En Isochrysis sp. y Nannochloropsis oculatala densidad celular fue inversamente

proporcional al factor de dilucion.

El valor de correlacién del nimero de células deroailgas contra la absorbencia fue alto
en las tres especies de microalgas, lo que indieaetimétodo por densidad Optica puede
emplearse para evaluar el crecimiento celular.

Aunque no se encontraron diferencias significatieasel contenido de acidos grasos, la
mayor produccion de AGPI ersochrysis sp., y Chaetoceros muellerse obtuvo al
cultivarlas con el factor de dilucion de 0.21. Bannochloropsis oculatda mayor
produccion de AGPI se obtuvo en el punto de muesrgfactores de dilucion 0.21 y
0.11).

Las concentraciones de AGAI fueron similares pasaties diferentes factores de dilucién
y puntos de muestreo pdsmchrysis y Chaetoceros muelleien Nannochloropsis oculata
se encontrd una mayor concentracion en el puntaudstreo C (para todos los factores de

dilucion).
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RECOMENDACIONES

Analizar la remocion de nutrientes por las difeesntespecies de microalgas para

determinar si existe limitacién de estos en lofwns.

Ensayar otros factores de dilucion para observafacto en el crecimiento y la calidad

bioquimica de las microalgas.

Realizar un anélisis de costo-beneficio del sistema
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